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01-10-02-11
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 opisowq dotyczgcg danych fe-
notypowych, genetycznych i rodowodowych gromadzonych w bazach Instytutu Zootechniki
PIB oraz prowadzono analize genomu. Wyniki tych analiz postuzyty do modyfikacji algorytmu
pozwalajgcego na optymalizacje wyboru zwierzgt do pobierania materiatu biologicznego.

W bazie PLOWET gromadzono dane fenotypowe dotyczgce wystepowania frzech
schorzehn (mastitis, metritis, torbiele jajnika) w fermach bydta mlecznego nalezgcych do zakta-
déw doswiadczalnych Instytutu. Sposrdd ok. 13 500 rekorddw najczesciej jako pojedyncza
choroba wystepowato mastitis (8 346 przypadkdw), metritis (3 237 przypadkdw) oraz cysty jaj-
nika (1 917 przypadkdw). W Instytutowej bazie genotypdw znajdujq sie genotypy ok. 4 000 krow
z zaktaddw doswiadczalnych, z ktérych ponad 3 100 znajduje sie na liscie zwierzat odnotowa-
nych w bazie PLOWET.

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

Kontynuowano badania z zakresu analizy genomu, m.in. analize asocjacyjng (GWAS)
pomiedzy markerami genetycznymi SNP a w/w cechami (schorzeniami). Do analizy uzyto war-
tosci fenotypowych cech mastitis, metritis i torbiele jajnika, ktére byty dostepne dla okoto 1 500
kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej. Kazda z kréw zostata zgenotypowana przy pomocy mi-
kromacierzy lllumina BovineSNP50 BeadChip, zawierajgcej genotypy 54 609 polimorfizmdw po-
jedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polimorphism, SNP) lub lllumina BovinelD Ge-
notyping BeadChip zawierajgcej genotypy 7 931 SNP. Genotypy osobnikdw zgenotypowa-
nych przy pomocy mikromacierzy lllumina BovinelLD Genotyping BeadChip zostaty zimputo-
wane do gestosci mikromacierzy llumina BovineSNP50 BeadChip. W dalszej analizie wykorzy-
stano polimorfizmy o minimalnej wartosci MAF>1% oraz minimalnej jakosci genotypowania
>99%. Kryteria te spetnito 46 216 SNP. W rezultacie zidentyfikowano tgcznie 72 SNP statystycznie
istotnie zwigzanych z wystepowaniem cyst na jajniku, metritis i mastitis oraz 21 gendw kandydu-
jacych zwigzanych z wystepowaniem tych schorzen.
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W poprzednich latach sprawozdawczych wystgpity okresowe utrudnienia w pobieraniu tkanek
do badanh molekularnych od czesci wytypowanych zwierzgt, zwigzane z brakiem mozliwosci
wspdtpracy z ubojniami i/lub lekarzami weterynarii wynikajgcymi z natozonych kwarantann.
W zwiqgzku z tym w roku 2025 zwiekszono liczbe zwierzat, od ktérych pobierano tkanki. Pobrany
materiat badawczy postuzyt m.in. analizie jako$ciowej i optymalizacji metody izolacji RNA.
L czesci zebranych prébek nie zdotano wyizolowaé RNA, co wymaga uzupetnienia materiatu
biologicznego w kolejnym roku. W przypadku cechy mastitis i metritis w wynikach zaobserwo-
wano znaczne réznice w wydajnosciach mleka w grupach kréw o réznym potencjale gene-
tycznym, co przedstawiono na wykresach 1.1 2.

W okresie sprawozdawczym zrealizowano prace nad optymalizacjg modelu szacowao-
nia parametréw genetycznych i wartosci hodowlanej pod wzgledem cech zdrowotnych zgod-
nie z najnowszymi zaleceniami grupy Eurogenomics, wg tzw. Golden Standard. Predykcja ge-
nomowych wartoéci hodowlanych (GEBV) zostata przeprowadzona przy pomocy modelu jed-
nostopniowego (ang. single-step GBLUP — ss-GBLUP).

Model ss-GBLUP ma nastepujacq postac:
y=Xb+Wa+e, (1)

gdzie y jest wektorem wartosci fenotypowych dla kazdej z trzech rozwazanych cech, b jest
wektorem efektdw statych, a jest wektorem ztozonym z wartoéci hodowlanych, natomiast e jest
wektorem bteddw. Struktura kowariancji efektdw losowych ma nastepujacg postac:
a~N(0,H®P) i e~N(0,R®D). Macierz P jest macierzg (ko)wariancji dla efektéw a natomiast
macierz D jest macierzg (ko)wariancji dla efektow e.

Dodatkowo dla kazdej z cech zostata wykonana korekta na heterogenicznosc
wariancji przy pomocy metody nr 2 uwzglednionej w ztotym standardzie opracowanym przez
konsorcjum Eurogenetics.

Au A12]+[0 0 ] Ay, Ap/Ay, i A
Macierz Hma postac |4z Azl 10 6 -4y, 70 712072 5 722 5qnowiednio komponentami

macierzy spokrewnien korespondujgcymi do niezgenotypowanych, kowariancji pomiedzy
zgenotypowanymi i niezgenotypowanymi oraz zgenotypowanych osobnikéw. G reprezentuje
macierz podobienstwa genetycznego pomiedzy zgenotypowanymi osobnikami. R jest
macierzg diagonalng.

Wszystkie obliczenia byty przeprowadzone przy uzyciu programu BLUP?0IOD3 z rozwig-

zaniami rownan dla PCG (Tsuruta et al., 2001).
W ramach zadania kontynuowano wyznaczanie genomowych wartosci hodowlanych dla
wszystkich trzech cech, w kolejnych oficjalnych ocenach wprowadzonych zgodnie z harmo-
nogramem PFHBIPM. Baze genetyczng stanowity krowy posiadajgce fenotyp urodzone przed
2016 rokiem. Dla cechy mastitis przeprowadzono wewnetrzne testy Interbull (ocena konwen-
cjonalna) — wynik testu byt pozytywny.

Otrzymane wyniki $wiadczg o mozliwosci prawidtowego szacowania warto$ci hodow-
lanej dla wyzej wymienionych cech zdrowotnych na podstawie utworzonej w Instytucie bazy
danych wedtug najnowszych rekomendacji grupy Eurogenomics, ktérej Polska jest cztonkiem
oraz o zasadnosci kontynuacji prac nad konstrukcjg precyzyjnych, zindywidualizowanych in-
deksdw selekcyjnych w krajowej populacii bydta rasy HF. Wyniki dotychczasowych prac pre-
zentowano i omawiano z przedstawicielami PFHBIPM.
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Wykres 1. Wydajno$¢ mleczna krow rasy PHF w zaleznosci od potencjatu genetycznego
dla cechy mastitis (krowy zdrowe vs chore).
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Wykres 2. Wydajno$¢ mleczna krow rasy PHF w zaleznosci od potencjatu genetycznego
dla cechy metritis (krowy zdrowe vs chore).
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Zadanie 01-10-04-11
Ocena dobrostanu cielgt utrzymywanych w réznych rodzajach kojcow.

kierownik zadania: dr inz. Dorota Godyn

Dobrostan cielgt w okresie odchowu ma istotne znaczenie dla ich zdrowia, rozwoju oraz przy-
sztej wydajnosci produkcyjnej. Warunki utrzymania, w tym takze stopieh wzbogacenia srodo-
wiska, mogqg wptywaé na zachowanie cielgt oraz ich reakcje stresowq. W praktyce cieleta
czesto utrzymywane sg w kojcach indywidualnych, co sprzyja konftroli zdrowotnej, lecz jedno-
czesnie moze ograniczac realizacje naturalnych potrzeb behawioralnych.

Jednym z powszechnie stosowanych wskaznikdw stresu jest poziom kortyzolu, odzwier-
ciedlajgcy aktywnos¢ osi podwzgodrze-przysadka-nadnercza. Niedobdr bodzcdw srodowisko-
wych moze prowadzi¢ do wzrostu poziomu tego hormonu oraz pogorszenia wskaznikdw do-
brostanu. Zastosowanie wzbogacenia srodowiska, takiego jak zabawki lub materiaty absorbu-
jace uwage, moze stanowic¢ skuteczne narzedzie ograniczajgce stres u cielgt.
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Celem zadania byto okredlenie poziomu hormonu stresu u cielgt utrzymywanych w réznych
kojcach oraz okreslenie, ktéry materiat wzbogacajgcy srodowisko pochtania uwage zwierzgt
w najwiekszym stopniu.

Iwierzeta

Badaniami objeto 28 cielat rasy holsztyno-fryzyjskiej, ktére oddzielano od kréw w ciggu 24-48 h
po urodzeniu i przenoszono do budynku odchowu cielgt. Cieleta utrzymywano w czterech ty-
pach kojcéw: indywidualnych, dla dwdch cielgt, indywidualnych ze wzbogaceniem oraz koj-
cach ze wzbogaceniem dla cielgt utrzymywanych w parach (Fot.). Materiaty uzyte w kojcach
stanowity worki z sianem, wiszgce pitki, szczotki oraz jutowe liny. Do$wiadczenie przeprowa-
dzono w dwdch powtdrzeniach, z ktérych kazde obejmowato 14 cielgt (6 kojcdw pojedyn-
czych, 4 kojce podwdijne ze wzbogaceniem lub bez). Badania wykonano w warunkach, gdy
temperatura powietrza w cieletniku byta na poziomie 15-18°C.

Eoice da cielgt [Fof. DQFD'I:! E:hd-.""ul.

Analiza zachowania - interakcja z przedmiotami

Anadlize zachowan zabawowych cielgt przeprowadzono na podstawie nagrahn wideo. Przy
ocenie uwzgledniono fragmenty filmdw z jednego dnia w drugim tygodniu utrzymania, zareje-
strowane w godzinach od 8:00 do 16:00. Z catkowitego czasu nagran wyodrebniono epizody
zabawy z przedmiotami w kojcu, rozumiane jako aktywne interakcje cielgt z elementami wzbo-
gacenia Srodowiska, takimi jak: lina jutowa, worek z sianem, pitka wiszgca oraz szczotka. Do
zachowan zabawowych zaliczano m.in.: gryzienie, ssanie, popychanie, ciggniecie oraz potrzg-
sanie przedmiotem. Czas interakcii z kazdym przedmiotem okreslano na podstawie sumy trwa-
nia zarejestrowanych epizodéw zabawy w analizowanym przedziale czasowym.

Parametry fizjologiczne

Od cielgt z kazdego typu kojca pobrano prébki sliny w godzinach rannych (7.30 do 8.30) oraz
popotudniowych (13.30-14.30), ktére nastepnie zamrozono i przetransportowano do laborato-
rium. Stezenie kortyzolu ustalono poprzez zastosowanie testu immunoenzymatycznego ELISA
Cortisol (Biokom).

Warunki mikroklimatyczne

Temperatura i wilgotnos¢ powietrza w cieletniku byty rejestrowane w sposdb ciggty za pomocg
odpowiednich czujnikdw.
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Behawior

Analiza nagran wideo wykazata, ze cieleta wykazywaty najwieksze zainteresowanie ling ju-
towaq, z ktérg spedzaty srednio okoto 12 minut dziennie, co stanowito najwiekszy udziat w cat-
kowitym czasie zabawy z przedmiotami. Krotszy czas interakcji odnotowano w przypadku
worka z sianem oraz pitki wiszgcej. Cieleta przeznaczaty na zabawe z workiem z sianem srednio
okoto 7 minut, podobnie na kontakt z pitkg. Interakcje te miaty charakter krétkich, powtarzal-
nych epizoddw. Najmniej atrakcyjnym elementem wzbogacenia srodowiska byta szczotka,
ktérg cieleta bawity sie najrzadziej, spedzajgc na tej aktywnosci srednio okoto 4 minuty w ciggu
dnia.

Tabela 1. Srednie wartoéci kortyzolu w §linie.

kojec kojec kojec kojec
pojedynczy podwdjny pojedynczy podwdjny
ze wzbogaceniem ze wzbogaceniem
ng/ml 2,43 3.17 1,53 1,93

Podsumowanie

Cieleta najchetniej korzystaty z liny jutowej i poswiecaty jej najwiecej czasu. Moze miec to zwig-
zek z silng poftrzebqg ssania. Wiszqgce sznury umozliwiaty ekspresje tego zachowania. Nieco
mnigjsze zainteresowanie dotyczyto worka z sianem oraz pitki, natomiast szczotka byta najmniegj
atrakcyjnym elementem wzbogacenia.

Wprowadzenie wzbogacenia srodowiska wigzato sie z obnizeniem poziomu kortyzolu
w §linie zardbwno w kojcach pojedynczych, jak i podwdjnych, co moze wskazywac na redukcje
stresu u cielgt.

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 aktualizacje zbioru danych populacii bydta rasy
simentalskiej, pochodzqgcych z systemu FedInfo (udostepnione przez PFHBIPM), obejmujgcego
dane z sezondéw 2025/1 i 2025/2.

Po formalnej kontroli utworzono zbiory robocze, ograniczone do frzech pierwszych laktacii,

zawierajgce:

— identyfikatory zwierzgt (ID, data urodzenia, ptec),

— daty kolejnych wycielen,

— wyniki prébnych udojéw dla cech produkcyjnych: dzienna wydajnos¢ mleka (kg),
zawarto$¢ ttuszczu (%), zawarto$¢ biatka (%),

— daty prébnych udojow oraz numery obdr, w ktérych przeprowadzono prébny uddj,

— dane rodowodowe.

Zbidr przygotowany do testowania wariantdw modelu oceny wartoéci hodowlanej za pomocqg
TDM obejmowat 36 423 krowy cielgce sie po raz pierwszy w latach 1995-2024.
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W zwigzku z aktualizacjg bazy danych fenotypowych powtdrzono szacowanie parametrow
genetycznych dla wydajnoséci mleka, ttuszczu i biatka. Do oszacowania komponentdw (ko)wa-
riancji zastosowano model zwierzecia z losowymi regresjami oraz Bayesowskg metode prébko-
wania Gibbsa. Uzyskane oszacowania parametréw genetycznych nie rdéznity sie istotnie od
wartoéci ofrzymanych w poprzedniej ocenie.

Do oceny wartosci hodowlanej za pomocg TDM zastosowano jednocechowy, wielo-
laktacyjny model zwierzecia z losowymi regresjami, ograniczony do trzech pierwszych laktacii.
Modelowano dzienne wydajnosci mleka, ttuszczu oraz biatka, uwzgledniajgc staty efekt dnia
doju w stadzie (HTD), state regresje w podklasach wieku ocielenia-sezonu ocielenia-okresu
czasu, losowe regresje efektu addytywnego genetycznego, losowe regresje efektu tfrwatego
srodowiskowego oraz efekt btedu losowego.

W celu okreslenia stabilnosci oszacowan uzyskanych za pomocg modelu TDM oblicze-

nia przeprowadzono niezaleznie na danych z dwdch sezondw: 2025/2 oraz 2025/1. Bardzo wy-
sokie korelacje miedzy oszacowaniami TDM, opartymi na danych z tych dwdch kolejnych se-
zondw, wskazujg na odpowiedniqg stabilnos¢ zastosowanego modelu.
Istotnym wynikiem badan jest rowniez wykazanie stabilnosci powtdrzonego szacowania para-
metréw genetycznych, co jest waznym elementem oceny warto$ci hodowlanych. (A. Otwi-
nowska-Mindur, E. Ptak, W. Jagusiak, A. Zarnecki. Genetic parameters for milk production traits
of Simmental cows with random regression test-day. Animal 19 (2025), 1013%0).

Najwazniejszym miernikiem przydatnosci modelu TDM, z punktu widzenia praktyki ho-
dowlanej, jest wielko$¢ korelacji miedzy wartosciami hodowlanymi oszacowanymi za pomocg
stosowanego dotychczas rutynowo modelu laktacyjnego a warto$ciami hodowlanymi uzyska-
nymi przez zastosowanie modelu TDM. Warto$¢ otrzymanych wspdtczynnikdw korelaciji wska-
zuje, ze wprowadzenie do praktyki hodowlanej metody TDM nie spowoduje duzych zmian
w rankingu buhajéw i kréow.

Zadanie 01-10-07-11
Frekwencja genu beta-kazeiny typu A2 u bydta mlecznego rasy polskiej czerwonej i polskiej
czarno-biatej, wptyw na wyniki produkcyjne i zawartos¢ sktadnikdw prozdrowotnych.

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

Celem realizowanego etapu badawczego byta ocena genetyczna kréw mlecznych rasy pol-
skiej czarno-biatej pod wzgledem wystepowania alleli genu p-kazeiny, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wariantu A2, a takze kontynuacja badahn nad wydajnosciq, sktadem fizyko-
chemicznym oraz zawarto$cig wybranych zwigzkéw prozdrowotnych w mleku kréw rasy pol-
skiej czerwonej. Badania wpisywaty sie w aktualne kierunki rozwoju hodowli bydta mlecznego
oraz rosngce zainteresowanie mlekiem typu A2.

W latach 2023-2024 przeprowadzono identyfikacje genetyczng genu P-kazeiny
U 273 kréw rasy polskiej czerwonej pochodzgcych z 12 gospodarstw zlokalizowanych na tere-
nie powiatu limanowskiego. Wielkos¢ stad wahata sie od 10 do 109 osobnikéw. Analiza roz-
ktadu genotypdw wykazata, ze okoto 20% badanych kréw stanowity homozygoty A2A2,
49% heterozygoty A1A2, natomiast okoto 30% homozygoty ATA1. Uzyskane wyniki wskazujg na
istotny udziat allelu A2 w tej populacii, co stwarza mozliwosci rozwoju produkciji mleka typu A2
w rasie polskiej czerwone.

Wykonano identyfikacje wariantéw B-kazeiny u krow rasy polskiej czarno-biatej w sta-
dzie nalezgcym do Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu Zootechniki PIB Chorzeléw Sp. z 0.0.
Jednoczesdnie kontynuowano badania dotyczgce sktadu chemicznego i jakosci mleka kréw
rasy polskiej czerwonej. Materiat genetyczny do analiz pobierano w postaci wtoséw wraz
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z cebulkami, z ktérych izolowano DNA. Identyfikacje genotypdw p-kazeiny przeprowadzono
w Laboratorium Genetyki Molekularnej metodg PCR. Od krow o zidentyfikowanych genoty-
pach ATAT1 oraz A2A2 pobrano mleko do dalszych analiz.

Prébki pozyskiwano od kréw bedgcych miedzy 50. a 200. dniem laktacji — trzykrotnie
w ciggu roku — uzyskujgc tgcznie 60 prébek mieka. Analizy chemiczne i fizykochemiczne wyko-
nano zgodnie z obowigzujgcg metodykg w Centralnym Laboratorium Instytutu Zootechniki
oraz na Wydziale Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Zakres badan
obejmowat ocene parametréw fizykochemicznych mileka, analize profilu kwasdw ttuszczo-
wych, rozdziat frakcji biatkowych oraz ocene sensorycznq. Rozdziat frakcji biatkowych przepro-
wadzono metodq elekiroforezy zelowej SDS-PAGE, natomiast analize wyzszych kwasdw ttusz-
czowych wykonano metodg chromatografii gazowej z wykorzystaniem aparatu SHIMADZU
GC-2010 Plus. Ocene sensoryczng mleka przeprowadzono zgodnie z normg PN-ISO 6658 (1998),
stosujgc pieciopunktowq skale ocen. Sktad panelu ocenigjgcego wynosit pie¢ oséb spetnia-
jacych wymagania w zakresie wrazliwosci sensorycznej. Oceniano barwe, konsystencje, za-
pach oraz smak mleka, z zastosowaniem odpowiednich wspdtczynnikdw wazkosci, co pozwo-
lito na wyznaczenie wyrdznika sensorycznej jakosci ogdinej.

W populacii kréw rasy polskiej czarno-biatej stwierdzono wyrazng dominacje allelu Al
B-kazeiny. Udziat genotypdw wynidst: ATA2 — 48%, ATA1 — 47% oraz A2A2 — 5%, co odpowiada
czestosci alleli na poziomie 0,71 dla A1 oraz 0,29 dla A2. Rozktad genotypdw odbiegat od row-
nowagi Hardy'ego-Weinberga, co moze wskazywaé na wptyw doboru hodowlanego, struk-
tury populacji oraz stosowania okreslonych buhajéw w rozrodzie. Niski udziat genotypu A2A2
ogranicza obecnie mozliwosci produkciji mleka typu A2 w tej populacji, jednak obecnos¢ allelu
A2 stwarza realne mozliwosci jego zwiekszenia poprzez ukierunkowanq selekcje hodowlang.

Wiykres 1. Frekwencja genu B-kazeiny u krow rasy czamo-biatej w ID IZ PIB Chorzelow Sp. 2 0.0.
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Analiza jakosci mleka wykazata, ze mleko pochodzgce od kréw o genotypie A2A2 charakte-
ryzowato sie korzystniejszym profilem lipidowym z wyzszym udziatem kwasdw nienasyconych,
w tym MUFA i PUFA, oraz wiekszq zawartoscig sprzezonych diendw kwasu linolowego (CLA),
przy jednoczesnym obnizeniu udziatu kwasdw nasyconych. Ponadto mleko A2A2 uzyskato wyz-
sze oceny sensoryczne we wszystkich analizowanych kategoriach, szczegdinie w zakresie
smaku i konsystencji. Analiza frakcji biatkowych wskazata na wyzszy udziat kazein w mleku
A2A2, co moze miec znaczenie technologiczne i zywieniowe.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki potwierdzajg zasadnos¢ dalszych badan oraz dziatan
hodowlanych ukierunkowanych na zwiekszenie udziatu allelu A2 w populacjach bydta mlecz-
nego. Rozwdj produkcji mleka typu A2 moze stanowic istotny kierunek zaréwno z punktu widze-
nia jakosci surowca, jak i rosngcych oczekiwan konsumentow.
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Zadanie 01-10-08-11
Mozliwosci wykorzystania serwatki suszonej w warunkach gospodarstwa rodzinnego jako
immnunomodulatorow w zwalczaniu chordb u cielgt ras mlecznych.

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

Budowanie prawidtowej odpornosci cielgt bydta ras mlecznych, w tym na infekcyjne choroby
uktadu pokarmowego, opiera sie o wtasciwe odpojenie siarg, odpowiednig higiene kojcdw
i otoczenia cielgt oraz podawanie preparatdw o dziataniu immunostymylujgcym. Serwatka su-
szona jest jednym z podstawowych sktadnikdw preparatdw milekozastepczych dla cielgt.
W preparatach tych stanowi zrédto biatek, w tym odpornosciowych, oraz laktozy stanowigce;j
dla organizmu cielecia zrédto energii. Gospodarstwa mleczne produkujgce sery dysponujg
znaczngq iloscig serwatki, ktérej zagospodarowanie poprzez wykorzystanie w odpajaniu cielgt
moze stanowi¢ wazny element ochrony srodowiska oraz w budowaniu zdrowia zwierzgt.

Celem naukowym byto zbadanie serwatki pochodzgcej od niewielkich, lokalnych prze-
twércow, okredlenie wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych uzyskanego preparatu na bazie
serwatki i wybranych ziét oraz okreslenie mozliwosci wykorzystania w zywieniu cielgt w celu po-
prawy ich statusu zdrowotnego.

Praktycznym celem projektu byto wskazanie nowych mozliwosci wykorzystania serwatki
w potgczeniu z wybranymi ziotami w zywieniu oraz profilaktyce zdrowotnej cielgt, jak rowniez
ograniczenie antybiotykoterapii prewencyjnej we wczesnym okresie rozwoju cielgt.

Badania realizowano w dwdch etapach:
Etap 1.

1. Pozyskanie i przygotowanie serwatki: okreslenie warunkdéw produkowanej serwatki, opra-
cowanie metody suszenia i pozyskania proszku serwatkowego, w ktérym okreslono warunki
produkcyjne serwatki oraz podjeto probe suszenia pozyskanej z serowarni w warunkach
laboratoryjnych.

2. Badania mikrobiologiczne i laboratoryjne obejmowaty okreslenie sktadu chemicznego
i mikrobiologicznego oraz aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej opracowanego proszku
serwatkowego i preparatéw ziotowych.

Etap 2.

Badania wstepne opracowanego preparatu serwatkowego, w ramach ktérego pozyskano
trzy rodzaje serwatki: serwatke stodkg w proszku z komercyjnego zakupu, serwatke ptynng
(Swiezq) stodkg z gospodarstwa ,,Moniser”, serwatke ptynng ($wiezq) kwasng z gospodar-
stwa ,,Moniser”, w ktérych wykonano analizy chemiczne i mikrobiologiczne.

2. Badania laboratoryjne krwii katu cielgt, w ktérych przeprowadzono doswiadczenia z udzia-
tem cielgt rasy PHF, okreslajgc wptyw odpajania réznymi rodzajami serwatki, bez lub razem
z ekstraktami ziotowymi, na parametry hematologiczne i poziom przeciwciat IgG w krwi oraz
sktad parazytologiczny i bakteriologiczny katu cielgt.

Kazde doswiadczenie trwato 14 dni, w ktérym losowo wybrane i przydzielone do poszczegdl-
nych grup badawczych cieleta ofrzymywaty dodatek preparatu serwatkowego, ziotowego
lub/i obydwu preparatdw jednoczesnie. W kazdym z nich zastosowano inny rodzaj serwatki.
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Doswiadczenie | obejmowato grupy badawcze:
Grupa | — grupa kontrolna, Grupa Il — grupa ofrzymujgca serwatke stodkq suszong (proszek

serwatkowy), Grupa lll = grupa otrzymujgca mieszanke preparatéw ziotowych, Grupa IV -
grupa ofrzymujgca mieszanke proszku serwatkowego oraz preparatu ziotowego.

Doswiadczenie Il obejmowato grupy badawcze:
Grupa | = grupa kontrolna, Grupa Il - ofrzymujgca proszek serwatkowy i preparat ziotowy raz
dziennie, Grupa Il - grupa proszek serwatkowy i preparat ziotowy dwa razy dziennie.

Doéwiadczenie lll obejmowato grupy badawcze:
Grupa | — grupa kontrolna, Grupa Il = grupa ofrzymujgca serwatke stodkg (serwatka ptynna)
i preparat ziotowy, Grupa lll — grupa ofrzymujgca samg serwatke stodkqg (serwatka ptynna).

Doswiadczenie IV obejmowato grupy badawcze:

Grupa | — grupa kontrolna, Grupa Il — grupa ofrzymujgca serwatke kwasng (serwatka ptynna)
i preparat ziotowy, Grupa lll — grupa otrzymujgca samq serwatke kwasng (serwatka ptynna).
Do kazdej z grup badawczych w kazdym doswiadczeniu przydzielono losowo po piec cielgt
o wyréwnanej kondyciji, znajdujgcych sie w wieku od 3 do 14 dni.

Tabela 1. Zawarto$¢ podstawowych sktadnikdw pokarmowych w prébkach serwatki réznego rodzaju (S1 — serwatka
podpuszczkowa, S2 — serwatka twarogowa).

rodzaj serwaftki sucha masa [%] popidt surowy [%] tuszcz 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
serwatka kwasna 8,48 0,69 1.96 0,96
serwatka stodka 6,98 0,50 0,67 0,83

W analizach sktadu chemicznego stwierdzono réznice w zawartosci poszczegdinych sktadni-
kéw w réznych rodzajach serwatki. Wyzszym poziomem suchej masy, ttuszczu wolnego oraz
biatka ogdlinego charakteryzowata sie serwatka podpuszczkowa i ten rodzaj serwatki reko-
mendowano do dalszych etapdw badah. Wyzszg zawartoéciq wszystkich sktadnikdéw pokar-
mowych tj. suchej masy, biatka ogdlinego, ttuszczu oraz popiotu ogdinego charakteryzowata
sie serwatka kwasna.

Prezentacja fotograficzna badania skutecznoéci hamowania wzrostu poszczegdinych bakterii przez wybrane
preparaty ziotowo-serwatkowe.
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Wykres 1.-4. Zmiana poziomu przeciwciat klasy IgG w surowicy cielgt objetych doswiadczeniami I-IV.
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Wykres 5. Zmiana poziomu oocyst kokcydii w kale cielgt objetych doswiadczeniem |.
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Whnioski

1. Na podstawie przeprowadzonych badanh z zastosowaniem serwatki zaleca sie wykorzysta-
nie przebadanej serwatki pochodzqgcej z produkciji z mleka pasteryzowanego. W serwatce
z produkcji seréw z mleka niepasteryzowanego stwierdzono obecno$¢ mikroorganizmow
patogennych, m.in. gronkowca ztocistego, gronkowcdw koagulazo-ujemnych (CNS). Pa-
steryzacja mleka przeznaczonego do produkcii seréw pozytywnie wptyneta na sktad mikro-
biologiczny uzyskanej serwatki. Ze wzgledu na sktad chemiczny zaleca sie wykorzystanie ser-
waftki podpuszczkowe.

2. Wszystkie grupy doswiadczalne, w ktérych zastosowano ziota, charakteryzowaty sie wzro-
stem IgG po zastosowaniu dodatku serwatki stodkiej, co $wiadczyto o jej dziataniu immuno-
stymulujgcym.

3. W odniesieniu do poziomu czerwonych ciatek krwi, stwierdzono wptyw zastosowania
zardbwno samej serwatki suszonej stodkiej, jak i mieszanki proszku serwatkowego razem
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z ziotami. We wszystkich grupach doswiadczalnych zaobserwowano wzrost poziomu erytro-
cytow we krwi cielgt.

4. Wyrazny wzrost poziomu hemoglobiny we krwi stwierdzono u cielgt otrzymujgcych sam pro-
szek serwatkowy. W pozostatych grupach wskaznik ten znajdowat sie na takim samym po-
ziomie przed, jak i po badaniach.

5. Najmniejszy spadek poziomu tfrombocytdw stwierdzono we krwi cielgt odpajanych prepa-
ratem serwatkowym stodkim razem z dodatkiem ekstraktu zidt.

6. Zastosowanie serwatki, bez lub w kompozycji z mieszankg ekstraktdw ziotowych, w wiekszo-
sci doswiadczen wptyneto pozytywnie na parametry hematologiczne krwi cielgt, w porow-
naniu z grupg kontrolng.

7. Wyniki analiz mikrobiologicznych katu cielgt objetych badaniami sg niejednoznaczne. Na
szczegdlng uwage zastuguje fakt mniejszej réznorodnosci gatunkowej zaréwno pasozytdw,
jak i mikroorganizmoéw u cielgt odpajanych preparatem serwatkowo-ziotowym w chtod-
nych miesigcach prowadzenia badan (marzec-kwiecien).

8. Zastosowane preparaty serwatkowo-ziotowe, we wszystkich doswiadczeniach, najlepiej
hamowaty wzrost grzybdw drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym cielgt.

Zadanie 04-10-11-11
Badania dotyczgce wprowadzania nowych cech produkcyjnych w ocenie wartosci
genetycznej bydta miesnego w Polsce.

kierownik zadania: dr inz. Bartosz Szymik

Celem realizowanego zadania badawczego byto opracowanie oraz naukowa weryfikacja
zatozeh metodycznych umozliwiajgcych rozwéj krajowego systemu oceny wartosci hodowla-
nej bydta miesnego, poprzez wtgczenie nowych cech produkcyjnych i funkcjonalnych. Szcze-
gdlny nacisk potozono na cechy wzrostu oraz wybrane cechy pokroju, ktére majg bezposredni
wptyw na efektywnos$é ekonomiczng produkcii oraz tfrwatose uzytkowq zwierzat.

Zadanie miato charakter aplikacyjno-rozwojowy. Byto ukierunkowane na stworzenie
podstaw do praktycznego wykorzystania wynikdw w krajowym systemie selekcji bydta mie-
snego, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiego poziomu metodologicznego.

Zatozenia metodyczne

Badania przeprowadzono w oparciu o kompleksowe dane fenotypowe i rodowodowe bydta
ras miesnych uzytkowanych w Polsce, pozyskane z systemu eBovis2 Polskiego Zwigzku Hodow-
cdw i Producentdéw Bydta Miesnego oraz z bazy danych ,,Buhaje miesne” Instytutu Zootechniki
PIB. Materiat badawczy obejmowat wieloletnie obserwacije buhajoéw ocenianych pod wzgle-
dem cech pokroju i miesnosci, z uwzglednieniem informacji rodowodowych co najmniej
dwodch pokolen przodkdw. Analizowane cechy pokroju oceniane byty metodg liniowq przez
uprawnionych zootechnikdw-selekcjonerdw — zgodnie z obowigzujgcymi zasadami oceny.

Podstawowym celem metodycznym byto oszacowanie parametréw genetycznych
cech pokroju, w szczegdlnosci odziedziczalnosci oraz korelaciji genetycznych i fenotypowych,
a nastepnie predykcja wartosci genetycznych (EBV) zwierzgt. Analizy prowadzono z wykorzy-
staniem liniowych modeli mieszanych w postaci modelu zwierzecia, opartego na metodzie
BLUP (Best Linear Unbiased Prediction), co umozliwito jednoczesne uwzglednienie wptywu
czynnikéw Srodowiskowych, informacji rodowodowej oraz wspobtzaleznosci pomiedzy ce-
chami.
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W modelach statystycznych uwzgledniano kluczowe efekty state, w tym efekt stado-rok-sezon
oceny (HYS), wiek zwierzecia w dniu oceny, w analizach wielorasowych, efekt rasy. Addytywne
efekty genetyczne zwierzgt traktowano joko efekty losowe, ktérych struktura kowarianciji
oparta byta na macierzy spokrewnien addytywnych wyznaczonej na podstawie danych ro-
dowodowych. Estymacje komponentdéw wariancyjnych przeprowadzono metodg ograniczo-
nej najwiekszej wiarygodnosci (REML), z wykorzystaniem pakietu BLUPF?0, w analizach jedno
i wielocechowych.

Ze wzgledu na konieczno$¢ zapewnienia stabilnosci i wiarygodnosci oszacowan, do
szczegdtowych analiz wartosci hodowlanych zakwalifikowano wytgcznie rasy, dla ktérych li-
czebnos¢ zwierzgt w zbiorze danych przekraczata 100 osobnikéw. Kryterium to pozwolito ogra-
niczy¢ wptyw losowych fluktuaciji wynikajgcych z matych préb oraz zapewnito poréwnywal-
nos$¢ wynikdw pomiedzy rasami.

Predykcje warto$ci genetycznych przeprowadzono metodg BLUP, przy zachowaniu
petnej spdjnosci pomiedzy modelami zastosowanymi na etapie estymacji parametréw gene-
tycznych i wyznaczania EBV. Wykorzystano wielorasowy i wielocechowy model zwierzecia,
umozliwigjgcy jednoczesne oszacowanie wartosci genetycznych dla pojedynczych cech linio-
wych oraz syntetycznych grup cech opisujgcych umiegénienie, ko$ciec i cechy funkcjonalne.
Obliczenia wykonano z uzyciem programu MiXBLUP, przystosowanego do analizy duzych zbio-
réw danych i rutynowej oceny genetycznej zwierzgt hodowlanych.

Przyjete zatozenia metodyczne zapewnity obiektywng i biologicznie uzasadniong
ocene zmiennosci genetycznej cech pokroju bydta miesnego oraz umozliwity uzyskanie wiary-
godnych wartoéci genetycznych, stanowigcych podstawe do analiz pordbwnawczych, tworze-
nia rankingdw buhajéw oraz monitorowania zmian genetycznych w populaciji w kolejnych la-
tach oceny.

Syntetyczny opis wynikdw

Przeprowadzono kompleksowq analize genetycznych uwarunkowan cech pokroju bydta ras
miesnych, obejmujgcg estymacje parametrow genetycznych oraz estymacje wartosci gene-
tycznych buhajéw réznych ras miesnych. Badania objety zardbwno cechy szczegdtowe oce-
niane liniowo, jak i oceny syntetyczne pokroju, co pozwolito na wieloaspektowq ocene poten-
cjatu selekcyjnego analizowanych populacii.

Oszacowane wspotczynniki odziedziczalnos$ci cech pokroju miescity sie w przedziale od
niskich do umiarkowanych wartosci, typowych dla cech ocenianych punktowo. Najnizsze
odziedziczalnosci stwierdzono dla cech funkcjonalnych, co wskazuje na istotny wptyw czynni-
kéw Srodowiskowych. Wyzsze wartodci odziedziczalnosci uzyskano dla cech zwigzanych z roz-
wojem i umiesnieniem tutowia oraz dla ocen zbiorczych pokroju, potwierdzajgc mozliwos¢ ich
skutecznego doskonalenia metodami selekcyjnymi.

Analiza korelacji genetycznych wykazata liczne dodatnie i czesto wysokie zaleznosci
pomiedzy cechami umiesnienia oraz pomiedzy cechami szczegdtowymi a ocenami syntetycz-
nymi. Szczegdlnie siline korelacje dotyczyty cech szerokosci i grubosci mie$ni oraz ocen zbior-
czych umiegénienia i pokroju ogdlinego. Jednoczesdnie zaleznosci genetyczne pomiedzy ce-
chami funkcjonalnymi a cechami umiesnienia byty na ogét niskie lub umiarkowane, co wska-
zuje na mozliwos¢ wzglednie niezaleznego ksztattowania tych grup cech w programach ho-
dowlanych. Korelacje fenotypowe byty zreguty nizsze od genetycznych, co potwierdza istotny
wptyw Srodowiska oraz subiektywnosci oceny na obserwowany fenotyp.

W dalszym etapie zadania dokonano szczegdtowej charakterystyki oszacowanych
wartosci genetycznych (EBV) cech pokroju w obrebie ras. Srednie wartosci EBV dla wiekszosci
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cech koncentrowaty sie wokdt poziomu referencyjnego, przy zréznicowanej zmiennosci we-
wnatrzrasowej. Najliczniejsze populacje charakteryzowaty sie szerokim zakresem wartosci EBV,
co $wiadczy o istnieniu istotnej zmiennosci genetycznej mozliwej do wykorzystania w selekcii.
Poréwnania miedzyrasowe wykazaty, ze rdznice w srednich warto$ciach EBV pomiedzy rasami
byty na ogdt umiarkowane, jednak dla wybranych cech widoczne byty specyficzne profile
rasowe. Zadna z analizowanych ras nie wykazywata jednoczesnie najwyzszych wartosci dia
wszystkich cech, co potwierdza wielocechowy charakter pokroju i konieczno$¢ prowadzenia
selekcji zrdwnowazonej, uwzglednigjgcej zardwno cechy rozwoju i umiesnienia, jok i cechy
funkcjonalne.

Analiza zmian $rednich wartosci EBV w kolejnych latach oceny wskazata, ze po okresie
poczgtkowych wahanh, zwigzanych z niewielkqg liczebnoscig ocenianych populacji, nastgpita
wyrazna stabilizacja $redniego poziomu genetycznego cech pokroju. W latach o wiekszej li-
czebnosci ocenianych buhajéw zmiany srednich EBV miaty charakter umiarkowany i dotyczyty
gtébwnie wybranych cech przy zachowaniu stabilnoéci ocen syntetycznych. Zaobserwowane
zmiany odzwierciedlajg poziom genetyczny ocenianych w danym roku populacii i stanowig
uzyteczne narzedzie monitorowania postepu hodowlanego.

Uzyskane wyniki potwierdzajqg istotng zmienno$¢ genetyczng cech pokroju bydta ras
miesnych oraz zasadno$¢ ich uwzgledniania w systemach oceny wartosci genetycznej. Umiar-
kowane odziedziczalnosci ocen zbiorczych oraz korzystne korelacje genetyczne pomiedzy ce-
chami umiesnienia wskazujq, ze selekcja oparta na ocenach pokroju moze prowadzi¢ do sko-
relowanego postepu genetycznego w cechach o znaczeniu produkcyjnym. Jednoczesnie
wzgledna niezaleznos¢ cech funkcjonalnych umozliwia ich skuteczne wtgczanie do indeksow
selekcyjnych w celu poprawy trwatosdci uzytkowej i dobrostanu zwierzgt, bez istotnego pogor-
szenia cech miesnych.

Podsumowanie i potwierdzenie osiggniecia celu

Zrealizowane prace badawcze jednoznacznie potwierdzajg osiggniecie zatozonego celu za-
dania. Opracowano i zweryfikowano metodycznie mozliwo$¢ witqczenia nowych cech pro-
dukcyjnych i funkcjonalnych do systemu oceny wartosci hodowlanej bydta miesnego w Pol-
sce.

Uzyskane wyniki majg istotne znaczenie naukowe i aplikacyjne oraz mogqg stanowié
bezposrednig podstawe do dalszych prac wdrozeniowych. Realizacja zadania przyczynia sie
do poprawy efektywnosci selekcji, zwiekszenia optacalnosci produkcji oraz wzmocnienia kon-
kurencyjnosci krajowej hodowli bydta miesnego.

Tabela 1. Rasy dla ktérych szacowano warto$¢ genetyczng.

Rasa Skrét nazwy Liczba zwierzgt
limousine LM 5476

hereford HH 641

charolaise CH 638

angus czerwony AR 354
simmentaler migsny SM 259

blonde d'Aquitaine BD 234

salers SL 228

angus czarny AN 124

Suma: 7954
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Tabela 2. Srednie oszacowane wartosci hodowlane (EBV) cech pokroju bydta miesnego w podziale na rasy (N>100

osobnikéw).
Lp. | Cecha LM CH HH AR SM BD SL AN
1. Kaliber 100 100 99 100 99 100 101 98
2. Obwdéd nadpecia 101 100 100 100 99 101 102 103
3. | Szerokosé klatki piersiowej 100 99 100 100 101 99 102 98
4. Postawa nég przednich 101 99 101 98 99 103 98 102
5. Szeroko$¢ pyska 100 101 100 99 99 101 102 99
6. Szeroko$¢ miedzy topatkami 100 100 100 102 98 100 100 100
7. Szeroko$¢ grzbietu 100 100 101 101 101 100 99 102
8. Gruboé¢ miesnia grzbietu 99 100 101 104 101 99 101 100
9. | Gtebokosé klatki piersiowej 101 100 100 100 100 100 97 101
10. | Linia grzbietu 99 99 100 102 102 98 103 98
11. | Dlugosé grzbietu 101 100 99 101 100 101 98 102
12. | Dhugosé zadu 101 100 101 99 99 101 100 100
13. | Wysklepienie miesnia uda 100 99 101 101 99 100 100 99
14. | Dtugo$¢ miesnia uda 99 99 100 102 102 97 103 98
15. | Szeroko$é w biodrach 99 100 100 103 101 98 102 929
16. | Szerokoéé w kulszach 100 100 100 101 100 101 100 100
17. | Szerokosé zadu 100 100 100 100 99 100 103 100
18. | Postawa nog tyinych 101 100 | 100 |99 99 101 99 100
19. | Kondycja 100 | 100 |98 101 102 |98 104 |98
20. | Ocena pokroju — kosciec 100 99 101 101 99 100 102 99
21. | Ocena pokroju — umieénienie 100 99 102 102 100 100 99 99
22. | Ocena pokroju - funkcjonalna 99 100 101 100 99 99 101 98
23. | Ocena pokroju — ogdina 100 100 101 101 100 99 101 99

Wykres 1. Zmiany $rednich warto$ci genetycznych (EBV) w kolejnych latach oceny — ocena ogdlna cech pokroju.
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Zadanie 04-10-12-11
Szacowanie produkcyjnosci pastwisk z uwzglednieniem réoznych metod wyceny.

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

Wypas zwierzgt jest jednqg z podstawowych form uzytkowania uzytkdw zielonych i odgrywa
istotnqg role w zywieniu przezuwaczy oraz w zachowaniu stabilnos$ci agroekosystemdw. Produk-
cyjnos¢ pastwisk zalezy od warunkdw siedliskowych, sktadu botanicznego runi oraz infensyw-
nosci uzytkowania, co powoduje duzg zmiennos¢ plonowania w czasie i przestrzeni. W obliczu
zmian klimatycznych oraz rosngcych kosztéw produkcii szczegdinego znaczenia nabiera racjo-
nalne gospodarowanie uzytkami zielonymi, oparte na biezgcej ocenie iloéci i jakosci dostepnej
paszy. Tradycyjne metody pomiaru biomasy sqg precyzyjne, lecz pracochtonne, dlatego coraz
czesciej zastepowane sg metodami posrednimi, wykorzystujgcymi czujniki naziemne i techniki
teledetekcyjne, umozliwiajgce szybkie i nieinwazyjne monitorowanie stanu runi.

Celem badan byto okredlenie produkcyjnosci pastwisk oraz poréwnanie skutecznosci
metod bezposdrednich i poSrednich w szacowaniu plonu zielonej i suchej masy. Badania pro-
wadzono w gospodarstwie potozonym w poblizu Krakowa (50°23' N, 20°09' E) oraz w Zaktadzie
Doéwiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB w Odrzechowej. Pomiary obejmowaty wycinanie
préb zielonki, ich wazenie i suszenie w celu okreélenia zawartoéci suchej masy, a nastepnie ob-
liczenie plondéw zielonej i suchej masy. Rédwnolegle wykonywano pomiary herbometrem oraz
zbierano dane spekiralne przy uzyciu bezzatogowego statku powietrznego wyposazonego
w kamere wielospekiralng MicaSense RedEdge MX-Dual oraz kamere RGB DJI Zenmuse P1.
Obrazy poddano georeferencji, kalibracji geometrycznej i fotogrametrycznej, a uzyskane
wspdtczynniki odbicia postuzyty do obliczenia wskaznikéw wegetacii. Na podstawie analiz la-
boratoryjnych oceniano réwniez zawarto$¢ biatka ogdlnego, wtdkna surowego oraz makroe-
lementdw. W analizach spektralnych uwzgledniono m.in. wskaznik NDRE, indeks zielonych lisci,
wskazniki absorpcji chlorofilu oraz inne parametry zwigzane z intensywnosciq fotosyntezy i kon-
dycjq fizjologiczng roslin.

Na pastwisku zlokalizowanym na Polanach Surowicznych, ze wzgledu na potozenie na
stoku oraz zréznicowane uwilgotnienie gleby, wyodrebniono dwie strefy: doing i gérng. W dol-
nej czesci stoku rodlinno$¢ tworzyto zbiorowisko Arrhenatheretum elatioris z klasy Molinio-Arrhe-
natheretea, o zwarciu runi okoto 80%, z dominacjq traw Sredniowysokich oraz bogatym udzia-
tem rodlin dwulisciennych i bobowatych. Stwierdzono obecnos¢ licznych gatunkdéw cennych
przyrodniczo, $wiadczgcych o wysokie] wartosci botanicznej siedliska oraz stabilnym, eksten-
sywnym uzytkowaniu. W goérnej czesci stoku roslinnos$¢ rowniez miata charakter zbiorowiska Arr-
henatheretum elatioris, z udziatem gatunkdw traw i rodlin dwulisciennych typowych dla tgk
Swiezych.

Analiza wynikéw wykazata, ze herbometr pozwala na orientacyjne szacowanie plo-
néw, jednak jego doktadno$¢ jest umiarkowana. Najbardziej doktadne pomiary mierzone za
pomocg herbometru uzyskuje sie przy nizszej wysokosci runi, czyli w zakresie 20-25 cm. Przy
wyzszej wysokosci pomiary sg juz mniej precyzyjne. Wynika to m.in. zréznic w sktadzie botanicz-
nym, fazie rozwojowej poszczegdinych gatunkdw, ktére istotnie wptywajg na plon zielonej
masy. Duzy rozrzut danych potwierdza, ze sam pomiar wysokosci nie pozwala na doktadne
okreslenie produkcyjnosci pastwiska, szczegdinie w warunkach zréznicowanego sktadu bota-
nicznego.

Inacznie lepsze rezultaty uzyskano przy zastosowaniu wskaznikdw wegetacyjnych,
zwtaszcza NDRE. Analiza zaleznosci pomiedzy NDRE a plonem suchej masy wykazata bardzo
siine dopasowanie modelu, co $wiadczy o wysokiej zdolnosci predykcyjnej tego wskaznika.
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Wysokie wartosci NDRE korelowaty z infensywnym wzrostem biomasy strukturalnej, odzwiercie-
dlajgc zwiekszong zawartos¢ chlorofilu i wysokg aktywnos$¢ fotosyntetyczng roslin. Zalezno$c
pomiedzy NDRE a plonem zielonej masy byta rowniez wyrazna — choc stabsza — co mozna ttu-
maczy< wiekszym wptywem zmiennosci uwilgotnienia roslin na mase $wiezq.

Podsumowujqgc, przeprowadzone badania wykazaty, ze infegracja metod stanowi naj-
bardzie] efektywne podejscie do oceny produkcyjnosci pastwisk. Herbometr moze by¢ uzy-
tecznym narzedziem wspomagajgcym biezgce decyzje gospodarskie, natomiast wskazniki we-
getacyjne, w szczegdlnosci NDRE, umozliwiajg bardziej precyzyjne i obiektywne szacowanie
plondw. Uzyskane wyniki wskazujg na konieczno$¢ dalszych badan nad doskonaleniem modeli
predykcyjnych oraz ocenq przydatnosci réznych kombinacii wskaznikéw spektralnych w zréoz-
nicowanych warunkach siedliskowych, co pozwoli w petni wykorzystaé potencjat teledetekcji
w zarzgdzaniu uzytkami zielonymi i rolnictwie precyzyjnym.

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

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

Celem badan byto pozyskanie wysokiej jakosci sekwencji bydlecego chromosomu Y z wyko-
rzystaniem podejscia hybrydowego, tgczgcego dane z dtugich odczytdw sekwencjonowania
nanoporowego (Oxford Nanopore Technologies) oraz krotkich odczytdw technologii lllumina.
Zastosowanie obu typdw danych miato na celu wykorzystanie zalet dtugich odczytdw w re-
konstrukciji regionéw powtarzalnych i strukturalnie ztozonych chromosomu Y oraz wysokiej do-
ktadnosci krotkich odczytéw w poprawie jakosci sekwenciji.

Badania ukierunkowane sg na opracowanie i przetestowanie procedury hybrydowego
sktadania sekwencji de novo chromosomu Y, obejmujgcej przygotowanie materiatu biologicz-
nego, ocene jakos$ci genomowego DNA, sekwencjonowanie oraz wstepng analize bioinfor-
matyczng uzyskanych danych. Szczegdlng uwage poswiecono wzbogaceniu sekwenciji spe-
cyficznych dla chromosomu Y poprzez wykorzystanie seksowanego nasienia.

Ostatecznym celem badan jest uzyskanie wiarygodnej sekwencji chromosomu Y bydta
umozliwiajgcej identyfikacje zmiennosci genetycznej oraz stworzenie podstaw do dalszych
analiz genomowych, w tym badan gendw zwigzanych z meskg ptodnosciqg i dziedziczeniem
cech sprzezonych z chromosomem Y.

W pierwszym etapie readlizacji zadania skoncentrowano sie na analizie molekularnej
materiatu biologicznego, obejmujgcej pozyskanie oraz ocene jakosci genomowego DNA prze-
znaczonego do sekwencjonowania chromosomu Y bydta. Analizie poddano DNA wyizolo-
wane z seksowanego nasienia (stomki) wzbogaconego w chromosom Y, pochodzgcego od
dwodch buhajéw. Dla kazdego buhaja oceniono materiat genetyczny zardwno bezposrednio
po izolaciji, jak i po amplifikacji metodg WGA (Whole Genome Amplification). Celem tych dzia-
tan byto uzyskanie materiatu o jakosci i ilosci umozliwiajgcej dalsze analizy sekwencyjne.

W ramach prac:

- przeprowadzono ocene jakosci DNA na podstawie wskaznika DIN,

— oznaczono stezenie DNA przed i po amplifikacji WGA,

- scharakteryzowano profil wielkosci fragmentdw DNA w celu oceny integralnosci materiatu
genetycznego.



Tabela 1. Zestawienie parametrdw ilosciowych i jakosciowych uzyskanych w roku sprawozdawczym.

Zaktady Naukowe

Parametr Jednostka Buhaj 1 Buhaj 2
Jako$é DNA (DIN)

Izolat DNA DIN 8.7 8.6
DNA po WGA DIN 6.3 6,5
Stezenie DNA

Izolat DNA ng/ul 7.86 13,9
DNA po WGA ng/ul 72,6 113,0
Sekwencjonowanie ONT

Liczba odczytéw - 9 151 590 8482 612
tqczna liczba zasad Gb 40,8 36,4
Srednia dtugosé odczytu bp 4458,8 4294,0
Mediana dtugosci odczytu bp 3452 3352
N50 dtugosci odczytdw bp 6193 6141
Srednia jakos¢ odczytéw Q 15,1 14,8
Mediana jokoéci odczytéw Q 18.4 20,3
Maksymalna dtugos¢ odczytu bp ~770 507 ~774 252

Uzyskane wyniki potwierdzity wysokqg jakos¢ genomowego DNA po izolacji oraz skutecznosé
amplifikacji metodg WGA, umozliwiajgcej znaczgce zwiekszenie ilosci materiatu przy zacho-
waniu jego przydatnosci do dalszych analiz molekularnych. Tak przygotowane prdobki zostaty
skierowane do sekwencjonowania z wykorzystaniem technologii dtugich odczytéw Oxford Na-
nopore Technologies oraz krétkich odczytéw lllumina.

Drugi etap obejmowat wstepng analize bioinformatyczng danych sekwencyjnych uzy-
skanych w technologii Oxford Nanopore Technologies. Prace te polegaty na ocenie podsta-
wowych parametrow jakosciowych i ilosciowych sekwencjonowania, w tym liczby odczytdw,
tgcznej liczby zasad, dtugosci odczytdw oraz ich jakosci. Celem byto okredlenie przydatnosci
danych do dalszych analiz genomowych, w szczegdlnosci do rekonstrukciji sekwencji chromo-
somu Y.

Otfrzymane dane charakteryzowaty sie umiarkowanym do wysokiego pokryciem ge-
nomu, a zastosowanie seksowanego nasienia skutkowato istotnym wzbogaceniem sekwencji
chromosomu Y wzgledem jego nominalnego udziatu w genomie. Szacowane pokrycie chro-
mosomu Y, przekraczajgce 30x%, umozliwia prowadzenie szczegdtowych analiz regiondw spe-
cyficznych dla tego chromosomu, w tym analiz zmiennosci strukturalnej oraz gendw zwigza-
nych z meskg ptodnosciq.

Zrealizowano réwniez dziatania zwigzane z upowszechnieniem wynikdw badanh. Wyniki
uzyskane w ramach zadania zostaty zgtoszone do prezentacji na miedzynarodowej konferencii
naukowej World Congress on Genetics Applied fo Livestock Production 2026.
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Zadanie 04-10-14-11
Analiza wptywu grup genetycznych oraz metafounders na wyniki modelu
jednostopniowego dla cech produkcyjnych w ocenie wartosci genetycznej bydta.

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

Przedmiotem badan byta ocena wptywu sposobu obstugi brakujgcych informacji rodziciel-
skich w rodowodach na wyniki jednostopniowego modelu oceny wartosci genetycznej bydta
dla cech produkcyjnych. W szczegdlinosci analizowano zastosowanie klasycznych grup gene-
tycznych oraz podejscia opartego na metafounders w kontekscie doktadnosci, stabilnosci oraz
porownywalnosci predykciji wartosci hodowlanych. Badania miaty na celu poréwnanie roz-
nych scenariuszy niekompletnosci rodowodu oraz okredlenie, w jakim stopniu wybdr metody
reprezentacii brakujgcych rodzicdw wptywa na wyniki walidacji modelu jednostopniowego,
zardwno dla zwierzgt genotypowanych, jak i niezgenotypowanych. Analizy przeprowadzono
z wykorzystaniem rzeczywistych danych populacyjnych, obejmujgcych informacje fenoty-
powe, rodowodowe i genomowe, przy zastosowaniu jednostopniowego modelu test-day SNP-
BLUP.

Ostatecznym przedmiotem analizy byto wskazanie rozwigzania metodologicznego za-
pewniajgcego najwiekszg odporno$¢ ocen warto$ci hodowlanej na niekompletno$¢ rodo-
wodu, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej jakosci predykcji w warunkach rutynowej
oceny genetycznej bydta.

Celem realizowanego zadania byta ocena wptywu réznych metod obstugi brakujg-
cych informaciji rodzicielskich w rodowodach na wyniki jednostopniowego modelu oceny war-
tosci hodowlanej bydta mlecznego. W szczegdlinoéci analizowano zastosowanie klasycznych
grup genetycznych oraz metafounders w kontekscie doktadnosci i stabilnosci predykcji warto-
$ci hodowlanych dla cech produkcyjnych.

Przeprowadzono aktualng ocene struktury populacji referencyjnej oraz ponowne obli-
czenie komponentdw wariancji, dostosowanych do biezgcej struktury genetycznej populacii.
Nastepnie opracowano nowq definicje grup genetycznych, opartg na ptci, roku urodzenia
oraz kraju pochodzenia zwierzgt — bez uwzgledniania udziatu rasy HF. Zdefiniowane grupy po-
stuzyty jako podstawa do utworzenia metafounders, umozliwiajgcych integracje informaciji ro-
dowodowych i genomowych w modelu jednostopniowym.

Dane fenotypowe, genotypowe oraz rodowodowe zostaty starannie przygotowane
zgodnie z przyjetymi scenariuszami niekompletnosci rodowodu. Przeanalizowano trzy warianty
rodowodow réznigce sie poziomem brakujgcych rodzicdw oraz trzy metody ich obstugi: surowy
rodowdd, grupy genetyczne oraz metafounders. Analizy wykonano dla cechy wydajnosci
ttuszczu z wykorzystaniem jednostopniowego modelu test-day SNP-BLUP.

Walidacje przeprowadzono oddzielnie dla krow i buhajow, z uwzglednieniem statusu
genotypowania. Wyniki wykazaty, ze dostepnos¢ informacji genomowych istotnie poprawia
trafno$¢ predykcji wartosci hodowlanych, niezaleznie od zastosowanej metody obstugi braku-
jacych rodzicow. W przypadku zwierzgt niezgenotypowanych stwierdzono, ze zastosowanie
metafounders traci odpornos¢ przy rosngcym udziale brakdw rodowodowych, prowadzgc do
tendencyjnych oszacowan wartosci hodowlanych, szczegdlinie u buhajow.

Uzyskane wyniki potwierdzajq, ze sposdb obstugi brakujgcych danych rodowodowych
ma znaczenie dla jakosci predykcji w modelach jednostopniowych, a rola danych genomo-
wych jest kluczowa dla stabilnosci i wiarygodnosci ocen. Realizacja zadania dostarczyta prak-
tycznych wnioskéw istotnych dla dalszego rozwoju rutynowej oceny wartosci hodowlanej by-
dta mlecznego w Polsce oraz przyczynita sie do powstania publikacji naukowych i prezentacii
konferencyjnych o zasiegu miedzynarodowym.
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Wykres 1. Trend genetyczny dla osobnikdéw podzielony wedtug ptci i scenariusza.
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Zastosowanie modeli jednostopniowych umozliwia skuteczng integracje danych fenotypo-
wych, rodowodowych i genomowych, prowadzgc do stabilnych i poréwnywalnych oszaco-
wan warto$ci hodowlanych dla cech produkcyjnych bydta mlecznego.

Dostepnos¢ informaciji genomowych istotnie poprawia trafno$¢ predykcji wartosci ho-
dowlanych, niezaleznie od zastosowanej metody obstugi brakujgcych danych rodzicielskich
w rodowodach.

W przypadku zwierzgt niezgenotypowanych skuteczno$¢ podejscia z wykorzystaniem
metafounders maleje wraz ze wzrostem niekompletnos$ci rodowodu, co moze prowadzi¢ do
tendencyjnych oszacowan warto$ci hodowlanych, szczegdinie u buhajéw.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze dobdr metody obstugi brakujacych rodzicéw powinien
by¢ uzalezniony od stopnia kompletnosci rodowodu oraz dostepnosci danych genomowych,
co ma istotne znaczenie dla dalszego rozwoju rutynowej oceny wartosci hodowlanej w Polsce.

Prace naukowe powstate w wyniku realizacji zadania

W frakcie realizacji zadania przygotowano i opublikowano prace naukowe prezentujgce wy-
niki analiz dotyczgcych wptywu sposobu obstugi brakujgcych rodzicéw w rodowodach na wy-
niki jednostopniowej oceny wartosci hodowlanej bydta mlecznego. Prace te obejmujq zo-
réwno porédwnanie alternatywnych podejs¢ metodologicznych, jak i szczegdtowq analize sta-
bilnosci predykciji warto$ci hodowlanych w zaleznosci od kompletnosci rodowodu oraz dostep-
nosci danych genomowych. Wyniki badan zostaty zaprezentowane na miedzynarodowych
konferencjach naukowych oraz w formie manuskryptow.
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Zadanie 04-10-15-11
Analiza wptywu interakcji genotyp-srodowisko na zdrowotnosé kréow rasy polskiej
holsztyrsko-fryzyjskie;.

kierownik zadania: dr inz. Piotr Topolski

Stworzono oprogramowanie i interaktywnq baze danych stuzgcg do gromadzenia danych $ro-
dowiskowych (temperatura, wilgotnos$¢, zywienie). Oprogramowanie to zostato zaimplemen-
towane w czterech zaktadach doswiadczalnych Instytutu utrzymujgcych bydto rasy polskiej
holsztynsko-fryzyjskiej. Dane sq gromadzone na serwerach IZ PIB.

Informacje o zdrowotnosci krow sg przechowywane w bazie PLOWET od 2016 roku.
W roku sprawozdawczym zgromadzono dane fenotypowe dotyczgce wystepowania trzech
schorzen (mastitis, metritis, torbiele jajnika). Spoérdéd ok. 13 500 rekorddw, najczescie] jako poje-
dyncza choroba wystepowato mastitis (8 346 przypadkdw), metritis (3 237 przypadkdw) oraz
cysty jajnika (1 217 przypadkdw). W bazie genotypdw znajdujg sie genotypy ok. 4 000 kréw
z zaktaddéw doswiadczalnych Instytutu. Z tej liczby ponad 3 100 kroéw znajduje sie na liscie zwie-
rzgt odnotowanych w bazie PLOWET.

Poza wyzej wymienionymi bazami danych, gospodarstwa sg wyposazone w system au-
tomatycznego zarzqgdzania stadem AFIFARM. Dane z tego systemu obejmujg ponad 36 000
rekorddw krow i sg od 2016 roku réwniez gromadzone na serwerach. Przechowywane sq infor-
macje dotyczgce danych: identyfikacyjnych, chronologicznych, rodowodowych i fenotypo-
wych, takich jak dane: produkcyjne, behawioralne, ptodnosci, inseminaciji, przebiegu wycie-
len, Smiertelnosci cielgt, itp.

Na podstawie informacji zarejestrowanych w tym systemie podjeto prace stuzgce do
zgromadzenia danych i utworzenia bazy zywienia kréw, poczgwszy od 2016 roku (dawka zy-
wieniowa/grupa technologiczna). W tym celu utworzono odpowiedniq aplikacje do automa-
tycznego pobierania danych. Czes¢ danych jest wprowadzana na podstawie archiwalnej do-
kumentacji hodowlanej (dane wprowadzane recznie z ksigg).

W kolejnym okresie, po zgromadzeniu odpowiednio duzej liczby danych, planuje sie
przeprowadzenie ich aproksymacii.

Srednie dobowe, minimalne i maksymalne temperatury oraz wilgotno$é w czterech fer-
mach kréw mlecznych nalezgcych do zaktaddw doswiadczalnych Instytutu z podziatem na
sezon — oceny na podstawie zgromadzonych danych przedstawiono w Tabeli 1.1 2.

Tabela 1. $rednie dobowe, minimalne i maksymalne temperatury oraz wilgotnoéé w czterech fermach kréw mlecznych
W sezonie zimowym.

Obora Srednia dobowa | Temp. min. | Temp. max Srednia Wilgotno$¢ min. | Wilgotno$¢ max
temp. (°C) (°C) (°C) wilgotnoé¢ (%) (%) (%)
Obora 1 6,5 2 10,5 82 70 92
Obora 2 7.2 3.1 11,8 85 72 95
Obora 3 58 1.5 9.6 80 68 90
Obora 4 6,9 2.4 11 83 71 93

Tabela 2. Srednie dobowe, minimalne i maksymalne temperatury oraz wilgotno$é w czterech fermach kréw mlecznych
w sezonie letnim.

Obora Srednia dobowa | Temp. min. | Temp. max Srednia Wilgotno$¢ min. | Wilgotno$¢ max
temp. (°C) (°C) (°C) wilgotnoé¢ (%) (%) (%)
Obora 1 21,5 17.2 28,8 68 55 82
Obora 2 22,8 18,5 31,9 70 58 85
Obora 3 20,9 16,8 27,7 65 52 78
Obora 4 23,4 19.1 32,6 72 60 88
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Zadanie 04-10-16-11
Implementacja modelu jednostopniowego w ocenie genetycznej bydta rasy simentalskiej.

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

Celem badan byto przygotowanie podstaw do implementacji modeli jednostopniowych
w ocenie genetycznej bydta rasy simentalskiej dla cech produkcyjnych, pokroju, ptodnosci
oraz dtugowiecznosci. Badania ukierunkowane byty na integracje danych fenotypowych, ro-
dowodowych i genomowych w celu uzyskania bardziej precyzyjnych i aktualnych oszacowan
wartoéci genetycznych zwierzgt rasy simentalskiej ocenianych w Polsce.

Dgzono do opracowania nowej metodyki oceny wartoéci genetycznej bydta simental-
skiego, obejmujgcej wyznaczenie komponentdéw wariancji, redefinicje grup genetycznych
oraz przygotowanie warunkéw do wdrozenia modelu jednostopniowego w krajowym systemie
oceny. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych prac wdrozeniowych, majg zastoso-
wanie w praktyce hodowlanej oraz mogq by¢ wykorzystane w publikacjach naukowych i ko-
lejnych etapach rozwoju metod selekcji tej rasy.

Szczegdtowy opis prac

W pierwszym etapie realizacji zadania skoncentrowano sie na opracowaniu ogdlnych kryte-
ridw filtracji oraz porzgdkowania danych wejsciowych dotyczgcych cech produkcyjnych by-
dta rasy simentalskiej. Analizie poddano zaréwno rekordy dnia testowego, jak i dane identyfi-
kacyjno-rodowodowe. Celem byto zapewnienie wysokie] jakosci, spdjnosci oraz pordwnywal-
nosci danych wykorzystywanych w kolejnych etapach projektu.

W ramach prac:

— zidentyfikowano kluczowe typy danych wykorzystywane w projekcie, obejmujqgce rekordy
dnia testowego, identyfikacje zwierzgt, informacje o stadach oraz dostepne elementy
rodowodu,

- przyjeto zatozenia dotyczgce spdjnosci identyfikatoréw oraz powigzah pomiedzy
poszczegdlnymi zbiorami danych,

— okreSlono ogdlny kierunek filtracji danych surowych, ukierunkowany na przygotowanie
stabilnego jakosciowo zbioru danych do dalszej analizy populacji referencyjnej oraz
estymacji parametréw genetycznych.

Drugi etap obejmowat ocene struktury populacii referencyjnej oraz przygotowanie wariantéw
populacji do dalszych obliczeh. Prace te polegaty na okresleniu liczebnosci analizowanych
zbioréw, stopnia kompletnosci informacii rodowodowych oraz rozdzieleniu populacji na grupe
zwierzgt czystorasowych (100% SIM) oraz szerszg populacije spetniajgcq przyjete kryterium przy-
naleznosci do rasy simentalskiej, z uwzglednieniem dopuszczonych dolewdw rasowych.

Populacja referencyjna — zwierzeta czystorasowe rasy simentalskiej (100% SIM)

Do pierwszego etapu estymaciji komponentdw warianciji wybrano populacje czystorasowq,
dla ktérej dostepne byty:

— 270 406 rekorddéw dnia testowego,

— 13966 krow,

— 16 868 osobnikdw w rodowodzie.
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Zbidr ten zostat przyjety jako bazowy i referencyjny do pierwszego przebiegu obliczen
parametrdow genetycznych cech produkcyjnych, ze wzgledu na jego jednorodnos$é
rasowq, ograniczajgcqg wptyw niejednorodnosci populaciji na stabilnos¢ estymacji. Wzieto
robwniez pod uwage catg populacje rasy simentalskiej (SIM) wraz z zaakceptowanymi
dolewami rasowymi. Réwnolegle scharakteryzowano szerszg populacje obejmujgcg
zwierzeta spetniajgce przyjete kryterium przynaleznosci do rasy simentalskiej, z uzglednieniem
dopuszczonych dolewdw rasowych.

Populacja ta obejmuije:

- 848 825 rekorddw dnia testowego,
— 48 943 krowy,

— rodowdd w trakcie kompletowania.

Wariant ten charakteryzuje sie wiekszqg liczebnosciq i potencjalnie wyzszg uzytecznoscig apli-
kacyjng, jednak wymaga dalszego ,,domkniecia” i weryfikacji informacji rodowodowych oraz
dodatkowej kontroli spdjnosci danych przed zastosowaniem w docelowych modelach oceny
genetycznei.

Zadanie 04-10-17-11
Modernizacja systemu oceny genetycznej mato licznych ras bydta mlecznego.

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

Celem badan byta modernizacja systemu oceny genetycznej mato licznych ras bydta mlecz-
nego poprzez przygotowanie warunkdédw do wdrozenia nowoczesnych narzedz obliczenio-
wych, umozliwiajgcych analize ztozonych modeli statystycznych. Prace ukierunkowano na zo-
stgpienie dotychczas stosowanych rozwigzan informatycznych, niespetniajgcych aktualnych
standarddw technologicznych, systemem zapewniajgcym wiekszg elastycznos¢ obliczeniowqg
oraz mozliwos¢ dalszego rozwoju metod oceny genetyczne;.

W ramach realizacji zadania dgzono do stworzenia podstaw do wdrozenia zaktualizo-
wanego systemu oceny genetycznej, umozliwiajgcego poprawe doktadnosci selekcji hodow-
lanej w populacjach mato licznych ras bydta mlecznego. Uzyskane rezultaty wspierajg dziata-
nia na rzecz zachowania bioréznorodnosci genetycznej oraz stanowiq podstawe do dalszych
analiz naukowych i przygotowania publikacji.

Szczegdtowy opis prac

W pierwszym etapie realizacji zadania przyjeto podejscie jako$¢ — spdjnosc — kompletnose,
koncentrujgc sie na filtrowaniu i porzgdkowaniu danych wejsciowych dotyczgcych mato licz-
nych ras bydta mlecznego. Prace rozpoczeto od kontroli spdjnosci podstawowych pdl identy-
fikujgcych rase, a nastepnie przeprowadzono ocene skali brakdéw i rozbieznosci, ktére mogg
wptywac na poprawng definicje populacii referencyjnej matych ras.

W ramach prac:

- przeprowadzono kontrole spdjnosci oznaczen ras w danych produkcyjnych i rodowodo-
wych,

— oceniono kompletno$¢ informaciji rodzicielskich (matka, ojciec) w kontekscie budowy po-
pulacji referencyjne;j,
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- zidentyfikowano gtdwne zrédta niespdjnosci rasowej oraz braki danych ograniczajgce
mozliwo$¢ dalszych analiz genetycznych.

Drugi etap obejmowat ocene struktury populacii referencyjnej matych ras bydta mlecznego
pod kgtem mozliwosci jej wiarygodnego wykorzystania w ocenie genetycznej. Skoncentro-
wano sie na analizie spdjnosci rasowej w relacii osobnik-rodzice oraz na okresleniu skali brakow

danych rodowodowych.

Populacja referencyjna —zwierzeta matych ras bydta mlecznego spetniajgce kryteria spdjnosci

rasowej i rodowodowej

W ramach diagnostyki przeanalizowano wybrane rasy istotne z punktu widzenia dalszych prac
badawczych, w tym: RDC (rasa polska czerwona, RP), PZR (rasa polska czerwono-biata, ZR),
PZB (rasa polska czarno-biata, ZR) oraz PBG (polska biatogrzbieta, BG).

Tabela 1. Spéjnosc rasowa i rodowodowa — wybrane mate rasy bydta mlecznego.

Rasa tgcznie Niespdjne przypadki | Braki danych Rodzic(e) innej
osobnikéw (ogdtem) rodzicielskich rasy

RDC - polska czerwona (RP) 32 350 5448 640 4808

PZR - polska rasa czerwono- | 20 877 20 864 367 20 497

biata (ZR)

PZB - polska rasa czarno-biata | 9 616 9 600 409 2191

(zB)

PBG - polska biatogrzbieta | 4 032 585 471 114

(BG)

Dodatkowo oznaczenia ras rodzimych, zgodne z miedzynarodowym systemem koddw 1SO3,
zostaty zaimplementowane w systemach Interbull, co umozliwia dalszg integracje danych na
poziomie miedzynarodowym.
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Zaktad Hodowli $win
kierownik: dr hab. Mirostaw Tyra, prof. IZ PIB

Zadanie 01-11-06-11
Analiza zmiennosci genetycznej na poziomie genomowym u $win roznych ras w aspekcie
opornosci na choroby.

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

Wirus afrykanskiego pomoru $win (ASF) pozostaje jednym z najpowazniejszych zagrozen dla
populacji $win oraz dzikédw w Polsce i Europie. Choroba ta, ze wzgledu na brak skutecznych
metod leczenia i szczepien, zwalczana jest wytgcznie metodami administracyjnymi. Prowadszi
to do znacznych strat ekonomicznych w produkciji frzody chlewnej oraz do destabilizacji rynku
wieprzowiny. Pomimo intensywnych dziatah bioasekuracyjnych nie udato sie dotychczas
w petni zahamowad szerzenia sie wirusa, co wskazuje na koniecznos¢ poszukiwania alterna-
tywnych, dtugofalowych rozwigzan problemu ASF.

Celem realizowanego zadania statutowego jest identyfikacja genetycznych réznic po-
miedzy zwierzetami wrazliwymi i opornymi na zakazenie wirusem ASF, jako potencjalnych mar-
kerébw opornosci oraz ocena mozliwosci ich wykorzystania w krajowej praktyce hodowlanej.
Przyjeta koncepcja badanh zaktada, ze selekcja genetyczna ukierunkowana na zwiekszenie
naturalnej odpornosci $win moze w perspektywie kilku pokolen stanowi¢ trwate uzupetnienie
dotychczasowych metod walki z ASF.

Zakres i etap realizacji badan

Prace badawcze koncentrowaty sie na realizacji etapu obejmujgcego weryfikacje zwigzku
wytypowanych gendw kandydujgcych z podatnosciq lub opornoscig komdorek na zakazenie
wirusem ASF w modelu in vitro. Etap ten stanowi logiczng kontynuacje wczesniejszych badan
genomowych, w ktérych na podstawie analiz WGS, mikromacierzy SNP, sekwencjonowania
Sangera oraz analiz asocjacyjnych wytypowano grupe gendw potencijalnie zwigzanych z prze-
biegiem infekcji ASF.

Weryfikacja modelu komdérkowego in vitro

W poczatkowej fazie badan in vitro zastosowano unie$miertelnionq linie $winskich makrofagdéw
pecherzykowych ptuc iPAM303, ktéra zachowuje wiele cech fenotypowych i funkcjonalnych
makrofagdw pierwotnych, w tym ekspresje gendw SLA klasy Il oraz zdolno$¢ do odpowiedzi
immunologicznej. W celu oceny przydatnosci tej linii jako modelu infekcyjnego przeprowa-
dzono prébne zakazenia wirusem ASFV szczepu Georgia w warunkach wysokiego rezimu bez-
pieczenstwa biologicznego w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym PIB w Putawach.

Andaliza replikacji wirusa metodq iloSciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (QPCR)
oraz obserwacje morfologiczne komadrek wykazaty brak produktywnej replikacji ASFV w linii
iPAM303. Wartoéci Ct pozostawaty na zblizonym poziomie pomiedzy dniem zakazenia a kolej-
nymi punktami czasowymi, a komorki nie wykazywaty cech efektu cytopatycznego. Od-
mienng odpowiedz uzyskano w kontrolnym modelu pierwotnych makrofagéw pecherzyko-
wych ptuc (PPAM), w ktérym obserwowano intensywng replikacje wirusa oraz charaktery-
styczne zmiany morfologiczne. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaty, ze linia iPAM303 nie
stanowi odpowiedniego modelu do badan nad replikacjg ASFV.
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Figura 1. ai %Wynik zawartoséci kopii wirusa w makrofagach oznaczony metodg gPCR.
[~ 1 T

W linii iPAM303 nie zaobserwowano istotnych zmian morfologicznych ani cech efekiu cytopa-
tycznego po zakazeniu ASFV, co koreluje z brakiem spadku wartosci Ct w analizie gPCR.
W przypadku linii iPAM303 nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie wirusowego DNA
pomiedzy 0. a 6. dniem po zakazeniu. Wartosci Ct pozostawaty na zblizonym poziomie (Srednio
ok. 28), co wskazuje na brak amplifikacji sygnatu wirusowego w czasie trwania doswiadczenia.
Réwniez analiza morfologiczna nie wykazata charakterystycznych zmian cytopatycznych,
ktére mogtyby sugerowac¢ aktywng replikacje wirusa lub destrukcyjny wptyw zakazenia na ko-
morki. Odmienng odpowiedz zaobserwowano w przypadku pierwotnych makrofagdw ptuc-
nych (PPAM). W tej grupie doszto do wyraznego spadku wartosci Ct z poziomu okoto 28 w dniu
zakazenia do okoto 19 po 6 dniach, co jednoznacznie wskazuje na intensywnq replikacje wi-
rusa ASFV. Wyniki gPCR korelowaty z obserwacjami mikroskopowymi, w ktérych stwierdzono
wyrazne zmiany morfologiczne komadrek typowe dla zakazenia ASFV, potwierdzajac prawi-
dtowy przebieg infekcji w modelu kontrolnym (Figura 2.).

Figura 2. a i b. Poréwnanie podatnosci unie$miertelnionej linii makrofagdw $winskich iPAM303 (IMM) oraz
pierwotnych makrofagdw pecherzykowych ptuc (PPAM) na zakazenie wirusem afrykahskiego pomoru $wih (ASFV).
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Przedstawiono obrazy mikroskopowe komdrek w dniu zakazenia (0 dpi) oraz 6 dni po
zakazeniu (6 dpi) przy powiekszeniu 400x. W linii iPAM303 (Figura 2.b) nie zaobserwowano
istotnych zmian morfologicznych ani cech efektu cytopatycznego po zakazeniu ASFV, co
koreluje z brakiem spadku wartoéci Ct w analizie gPCR. W przeciwienstwie do tego,
w pierwotnych makrofagach ptucnych (PPAM; Figura 2.b) widoczne sg wyrazne zmiany
morfologiczne charakterystyczne dla zakazenia ASFV, zgodne z istotnym obnizeniem
wartosci Ct pomiedzy 0 a é dpi, wskazujgcym na aktywnq replikacje wirusa.

Opracowanie i wdrozenie modelu pierwotnych makrofagéw

W zwigzku z brakiem podatnosci linii iPAM303 na zakazenie ASFV podjeto decyzje o przejsciu
na biologicznie adekwatny model oparty na pierwotnych makrofagach pecherzykowych
ptuc. Opracowano, zoptymalizowano i wdrozono procedure izolacji makrofagdw z ptuc swin
domowych oraz dzikéw, pozyskiwanych w ramach rutynowych ubojéw rzeznych oraz kontro-
lowanych odstrzatdw.

Uzyskano wysokq liczbe zywotnych komédrek, umozliwiajgcg zardwno prowadzenie bie-
zqcych doéwiadczen, jak i bankowanie materiatu biologicznego do dalszych analiz. Izolowane
makrofagi zachowywaty cechy morfologiczne i funkcjonalne charakterystyczne dla komorek
pierwotnych i wykazywaty potwierdzong podatno$¢ na zakazenie wirusem ASFV, co czyni je
kluczowym narzedziem w dalszych badaniach funkcjonalnych.

Geny kandydujgce i kierunki analiz funkcjonalnych

Rownolegle do prac nad modelem komdrkowym kontynuowano analizy dotyczgce gendw
kandydujgcych. Na podstawie wczesniejszych badan genomowych jako jeden z kluczowych
gendw wytypowano gen TTC12, charakteryzujgcy sie istotnym zréznicowaniem frekwencji wa-
riantéw allelicznych pomiedzy populacjami $win oraz przewidywanym udziatem w procesach
przezycia komaérek, odpowiedzi stresowej i regulacii sziakéw §mierci komadrkowe;.
Przygotowano koncepcje badan funkcjonalnych genu TTC12 z wykorzystaniem dwdch kom-
plementarnych podej$c: sztucznej nadekspresji genu z uzyciem wektoréw lentiwirusowych oraz
czasowego wyciszenia ekspresji genu metodq interferencji RNA (RNAI). Opracowano szczegd-
towy schemat eksperymentalny obejmujgcy odpowiednie kontrole transfekcji i wyciszaniaq,
ktéry zostanie wdrozony w kolejnych etapach realizacji zadania.

Znaczenie uzyskanych wynikdw i perspektywy dalszych badan

Otrzymane wyniki majq istotne znaczenie metodologiczne i poznawcze. Jednoznaczne wyka-
zanie braku przydatnosci linii iPAM303 jako modelu infekcyjnego ASFV pozwolito na racjonalne
ukierunkowanie dalszych prac badawczych i unikniecie btednych interpretacji wynikdw. Opra-
cowanie i wdrozenie modelu pierwotnych makrofagdw pecherzykowych ptuc stanowi klu-
czowy krok w kierunku wiarygodnej oceny mechanizmdw interakcji wirus—gospodarz.

W kolejnych etapach projektu planowane jest przeprowadzenie badan infekcyjnych
z wykorzystaniem pierwotnych makrofagdw, funkcjonalna walidacja genu TTC12 oraz innych
gendw kandydujgcych (m.in. DAB2IP), a takze poréwnanie odpowiedzi komdérek pochodzg-
cych od $wih domowych i dzikdw. Uzyskane wyniki mogqg w przysztosci stanowi¢ podstawe do
opracowania genetycznych markeréw opornosci na ASF i ich wdrozenia do krajowych progra-
mow hodowlanych, przyczyniajgc sie do zwiekszenia bezpieczehstwa biologicznego produkciji
frzody chlewnej.
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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 jest opracowanie nowych réwnan regresji do szacowania zawartosci
miesa w tuszy $win ocenianych poubojowo w Stacjach Konftroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody
Chlewnej (SKURTCh). Zgodnie z obowigzujgcq metodykg oceny poubojowej $wih tucz kon-
trolny trwa do osiggniecia masy ciata - 120 kg, wczesdniej byto to 100 kg. Dlatego tez powstata
konieczno$¢ opracowania howych rownan do okreslania miesnosci swin. Zgodnie z zasadami
obowigzujgcymi przy opracowaniu takich réwnan, docelowo szczegdtowe] dysekcji podda-
nych zostaje minimum 120 poéttusz kazdej z grup rasowych, 1j. komponentu matecznego, ktdry
w ramach prowadzonych badan reprezentuje rasa pbz oraz komponentu ojcowskiego repre-
zentowanego przez mieszance F1 duroc x pietrain. Zwierzeta pochodzqg z ferm zarodowych
znajdujgcych sie na terenie kraju. W oparciu o stworzong baze danych z dysekciji szczegdto-
wych, po dokonaniu analiz statystycznych, wyprowadzone bedq réwnania regresji o wartosci
btedu szacowania dopuszczajgcej formute do stosowania ich w praktyce. Wybdr wtasciwego
réwnania poprzedzony bedzie konsultacjami z Polskim Zwigzkiem Hodowcdw i Producentéw
Trzody Chlewnej POLSUS. Rédwnanie uznane za najwtasciwsze zostanie wdrozone do stosowa-
nia w nowej metodyce oceny $win w SKURTCh.

W drugim roku realizacji zadania, zgodnie z harmonogramem prac przeprowadzono
2. etap, 1j. cze$¢ doswiadczalng wykonywang przez Stacje Kontroli Uzytkowosci Trzody Chlew-
nej zliokalizowang w Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB Chorzeldéw Sp. z o.0.
Kolejny rok realizacji zadania rozpoczeto ze stanem $win znajdujgcych sie w SKURTCh w Cho-
rzelowie wynoszgcym 52 sztuki $win, w tym 22 mieszance ras pietrain i duroc oraz 30 rasy pbz.
W kolejnych miesigcach zakupiono 50 prosigt w wieku i masie ciata zgodnym z zatozeniami
metodyki oceny stacyjnej swin. W zwigzku z tym uzyskano zaktadane w zadaniu liczebnosci
obydwu genotypdw swin, tj. 120 sztuk rasy pbz oraz 120 mieszancdw F1 pietrain i duroc, biorgc
pod uwage dwa pierwsze lata jego realizacji. Przeprowadzono tucz kontrolny wedtug obo-
wigzujgce] metodyki. Wykonano 102 dysekcje szczegdtowe lewych pdttusz zgodnie z meto-
dykg SKURTCh, w tym 30 sztuk $win rasy pbz oraz 72 sztuki mieszahcdw ras pietrain i duroc.

W dniu 31 grudnia 2025 roku zakohczona zostata, zgodnie z harmonogramem zadania,
cze$é doswiadczalna przeprowadzona w SKURTCh w Chorzelowie. W trakcie roku utworzono
dalsze struktury baz danych, w ktérych w formie elektronicznej kolekcjonowane byty wyniki
dy-sekcji szczegdtowych tusz zwierzgt doswiadczalnych.

Zadanie 01-11-08-11
Wykorzystanie kiszonki oraz produktéw ubocznych przemystu browarniczego i winiarskiego
w celu poprawy dobrostanu, sktadu mikroflory jelitowej i wynikdw produkcyjnych swin.

kierownik zadania: dr inz. Martyna Matopolska

Gtoéwnym celem zadania jest podniesienie poziomu dobrostanu $win z wykorzystaniem produk-
tow ubocznych przemystu winiarskiego i browarniczego, poprzez readlizacje celdéw szczegdbdto-
wych:
1. Opracowanie receptury i kompleksowa analiza gryzakdw dla $win wytworzonych z mtéta
browarniczego i wyttokdw owocowych, obejmujgca badanie aktywnosci przeciwutlenia-
jgcej, przeciwmikrobiologicznej oraz sktadu bioaktywnego.
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2. Ocena wptywu suplementacji mieszankq z kiszonkq z ziarna kukurydzy na iloSciowy i jako-
sciowy sktad mikrobiomu bakteryjnego jelit swin.
3. Ocena wptywu wzbogacenia srodowiska na fizjologie i zachowanie warchlakow.

Niniejsze badanie zapewnia kompleksowy obraz sukcesji mikrobiomu jelit $wih od odsadzenia
do uboju. Wynikiem badan do zastosowania w praktyce jest sktad jako$ciowy i ilosciowy mikro-
biomu, co pozwoli na stworzenie wzorca prawidtowo funkcjonujgcego mikrobiomu jelitowego
swin. Badania iloSciowe i jako$ciowe mogg dostarczy¢ informacji na temat mikroorganizmow
jelitowych, co ma znaczenie dla optymalizaciji zywienia zwierzgt gospodarskich, a tym samym
poprawieniu efektywnosci produkciji.

W oparciu o uzyskane wyniki dotyczgce wptywu dodatku wzbogacajgcego srodowi-
sko bgdz zywienia opartego na kiszonce na mikrobiom jelitowy $wih bedzie mozna dostosowac
strategie zywieniowe i dobrostanowe $wih. Oznacza to, ze modyfikacja poprzez zmiane zywie-
nia, zmiane materiatdéw wzbogacajgcych srodowisko wptynie nie tylko na status funkcjonalny
i zdrowotny jelit, ale réwniez na ogdiny stan zdrowia zwierzgt, w tym na poziom ich dobrostanu
i komfortu psychicznego, co ma przetozenie w poprawie efektywnosci produkcii, bezpieczen-
stwa zywnosci i sprzyja idei zréwnowazonego rolnictwa.

Zatozenia metodyczne

Do produkcii gryzakdw wykorzystano produkty uboczne pochodzenia roslinnego, pozyskane
lokalnie: mtéto browarnicze, stanowigce pozostato$é po ekstrakcii brzeczki z ziaren stodu jecz-
miennego po zakonczeniu procesu warzenia piwa, charakteryzujgce sie wysokg zawartoscig
biatka i btonnika oraz wyttoki jabtkowe, bedgce pozostatoscig po ttoczeniu soku jabtkowego.
Surowce poddano obrdbce cieplnej (suszeniu), a nastepnie rozdrobnieniu.

Przygotowano cztery warianty recepturowe gryzakdw o zréznicowanym sktadzie:

— wariant I: mtéto browarnicze + mgka pszenna + 2 jaja kurze,

— wariant Il: wyttoki jabtkowe + mgka pszenna + 2 jaja kurze,

- wariant lll: mtéto browarnicze + wyttoki jabtkowe + mgka pszenna + 2 jaja kurze,
— wariant IV: mtéto browarnicze + mgka pszenna + woda.

Po potgczeniu sktadnikdw gryzaki wypiekano w piecu w kilku wariantach temperaturowo-cza-
sowych, w powtdrzeniach technologicznych, w celu uzyskania odpowiedniej konsystenciji po-
przez optymalizacje procesu suszenia oraz formowania gryzakdw.

Zastosowano nastepujgce warianty wypieku:

— 220°C przez 40 minut,

—  220°C przez 60 minut, a nastepnie 100°C przez 40 minut,
— 180°C przez 120 minut.

Po wypieku gryzaki pozostawiano do wystudzenia w tfemperaturze pokojowej, a nastepnie po-
kowano prézniowo i przechowywano do czasu wykonania dalszych analiz.

Przygotowanie prébek do analiz obejmowato rozdrobnienie i mielenie w mtynku
laboratoryjnym przez 12 s. Do analiz stosowano materiat suchy, a wyniki przeliczano
na suchg mase (s.m.). Wszystkie oznaczenia wykonano w frzech powtdrzeniach
analitycznych. Wilgotno$¢ produktdw ubocznych oraz gotowych gryzakdédw oznaczano przy
uzyciu wagosuszarki laboratoryjnej poprzez suszenie probek (ok. 2 g) w temperaturze 105°C
do uzyskania statej masy.
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Zawartos¢ polifenoli ogdtem oznaczano metodqg spekirofotometryczng z wykorzy-staniem
odczynnika Folina-Ciocalteu. Jaoko wzorzec zastosowano (+)-katechine, a absorbancje
mierzono przy dtugosci fali 760 nm. Wyniki obliczano na podstawie krzywej wzorcowe;.
Ak-tywno$¢ przeciwutleniajgcqg oznaczano metodami ABTS i DPPH. Metoda ABTS polegata
na pomiarze zdolnosci ekstraktéw do redukcji kationorodnika ABTSe* (734 nm), a wyniki
wyrazano jako rownowazniki Troloxu (mg Trolox/100 g s.m.). Metoda DPPH opierata
sie na ocenie zdolnosci probek do redukcji stabilnego rodnika DPPHe, a aktywnoscé
przeciwutleniajgcg wyrazano jako procent inhibicji na podstawie spadku absorbancji przy
516 nm. Zawarto$¢ biatka oznaczano metodqg Kjeldahla poprzez oznaczenie catkowitej
zawarto$ci azotu i przeliczenie jej na biatko przy uzyciu wspotczynnika 6,25.

Ocene organoleptyczng gryzakdédw przeprowadzono z udziatem zespotu oceniqjg-
cego, stosujgc pieciostopniowq skale punktowqg (1-5). Oceniano barwe, jednorodnos¢ roz-
mieszczenia sktadnikéw, zapach, konsystencje, odczucie wilgotnosci, lepko$é oraz ogding
ak-ceptowalnos¢ produktu.

Najwyzszg zawartoéciq biatka oraz najwyzszqg aktywnoscig antyoksydacyjng (ABTS
i DPPH) charakteryzowaty sie gryzaki oparte na mtdcie browarniczym. Warianty
zawierajgce wyttoki jabtkowe cechowaty sie wyzszg wilgotnosciqg oraz podwyzszong
zawartoscig polifenoli ogdtem.

Materiat zwierzecy i warunki utrzymania

Do badan wytypowano 48 loszek linii 990, pochodzgcych z miotéw, w ktdrych znajdowaty sie
CO najmniej trzy samice. Zwierzeta utrzymywano w Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu
Zootechniki PIB w Pawtowicach.

W momencie odsadzenia loszki podzielono na trzy grupy doswiadczalne, po 16 osobnikéw
w kazdej, przy czym samice z jednego miotu przydzielano do réznych grup:

grupa | - kontrolna,

grupa Il — zywiona kiszonkqg z ziarna kukurydzy,

grupa lll - grupa z dodatkiem gryzakdw z mtéta browarniczego.

Wyenie prowadzono w systemie ad libitum, przy jednoczesnej kontroli pobrania paszy. Dia
kazdej grupy opracowano mieszanki paszowe typu prestarter i starter, zbilansowane
pod wzgledem energii metabolicznej, biatka ogdinego, wtdkna, aminokwasdw
egzogennych oraz sktadnikdw mineralnych.

Zrealizowano planowang rotacje materiatdw wzbogacajgcych srodowisko w systemie
trzydniowym (poniedziatek, sroda, pigtek). Dodatkowo w grupie zywionej mtétem, w kazdy
po-niedziatek stosowano gryzaki z mtdéta browarniczego.

Materiat biologiczny (kat, mocz, $lina, szczecina) pobierano w trzech punktach czaso-
wych: w momencie wprowadzenia zwierzgt do kojcdw, w potowie tuczu oraz bezposdrednio
przed ubojem.

Zgromadzono dane dotyczgce cech tucznych i rzeznych, wykonano pomiary przyzy-
ciowe metodg PIGLOG oraz pomiary poubojowe grubosci stoniny i wysoko$ci oka poledwicy.
Po uboju pobrano szeroki zakres materiatu biologicznego, w tym krew, fragmenty jelit, fre$¢
jelit, miesien najdtuzszy grzbietu oraz tkanke ttuszczowq, ktdre zabezpieczono do dalszych
analiz.
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Przez caty okres fuczu prowadzono monitoring zwierzgt przy uzyciu systemu ciggtego nagrywa-
nia wideo. Zwierzeta zostaty indywidualnie oznaczone, a zgromadzony materiat wideo zabez-
pieczono do dalszych analiz.

W kolejnych etapach nagrania zostang poddane analizie behawioralnej, koncentrujg-
cej sie na zachowaniach zabawowych oraz wskaznikach dobrostanu.
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Zaktad Hodowli Drobiu
kierownik: dr hab. Katarzyna Pottowicz, prof. IZ PIB

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

kierownik zadania: dr hab. Jolanta Calik

Celem badan byta ocena przydatnosci kogutkdw pochodzgcych ze stad objetych progra-
mem ochrony do produkcji mini kurczgt.

Doswiadczenie przeprowadzono w Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB
w Chorzelowie. Badaniami objeto kogutki objete programem ochrony zasobdw genetycznych

zwierzat, 1j. zielonondzka kuropatwiana (Z-11), zéttondzka kuropatwiana (Z-33), rhode island red
(R-11), sussex (S-66), leghorn (H-22) i rhode island white (A-33), w iloci po 50 sztuk w kazdej rasie
(Fot. 1.).

Kogutki ras/rodéw: Z-11, 7-33, R-11, $-66, H-22, A-33
(Fot. J. Calik).

Piskleta w 1. dniu zycia zwazono i oznakowano indywidualnymi znaczkami. Program szczepieh
obejmowat szczepienia przeciwko chorobie: Mareka, rzekomemu pomorowi, zakaznemu za-
paleniu oskrzeli, chorobie Gumboro. Wszystkie rasy/rody utrzymywano z zachowaniem dobro-
stanu w optymalnych warunkach srodowiskowych. Przez caty okres odchowu ptaki miaty za-
pewniony staty, nieograniczony dostep do wody i byty zywione ad libitum mieszankqg sypkg
zawierajgcq 204 g biatka ogdinego i 2820 kcal, tj. 11.85 MJ EM w 1 kg paszy. Mieszanke przy-
gotowano na bazie $rut zbozowych opartych na krajowych zrédtach, z wytgczeniem $ruty so-
jowe;.

W 10. tygodniu zycia kogutkéw z kazdej rasy wybrano do uboju po dziesie¢ ptakdw
o massie ciata zblizonej do Sredniej w grupie. Ptaki przez okoto 12 godzin przed ubojem nie otrzy-
mywaty paszy, natomiast miaty zapewniony staty dostep do wody. Czynno$¢ usmiercania zo-
stata przeprowadzona przez osobe przeszkolong, metodqg dekapitacii. Nastepnie zostata prze-
prowadzona standardowa obrdbka poubojowa (oparzanie, skubanie, patroszenie). Schto-
dzone tuszki poddano analizie rzeznej wedtug metodyki Zioteckiego i Doruchowskiego (1989),
okreslajgc: wydajnose rzezng z podrobami, udziat miesni piersiowych i ndg, kosci, podrobdw
(zotadka, watroby, serca) oraz ttuszczu sadetkowego. Z kazdej tuszki wypreparowano cate
miesnie piersiowe i N6g. Za pomocg pH-metru CyberScan 10 okreslono kwasowos¢ miesni
w 15. minucie oraz w 24. godzinie po uboju. Krucho$¢ miesni okreslono przy uzyciu analizatora
tekstury Stable Micro Systems wyposazonego w ndz tngcy Warner-Bratzler. Wodochtonno$é
(WHC) mieéni piersi i ndg zostaty okreSlone metodg Grau i Hamma (1953). Uzyskane wyniki
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zweryfikowano statystycznie, przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA). Obliczenia wykonano
pakietem statystycznym Statistica 13.1.

Srednia masa ciata (Rycina 1.) w 10. tygodniu zycia ptakdéw byta istotnie (P<0.01) naj-
wieksza u kogutkdw S-66 i R-11 (893-914 g), przy jednoczesnie istotnie (P<0.05; P<0.01) najwiek-
szej wydajnoscirzeznej z podrobami (72,01-73,28%). Najmniejszqg mase ciata i wydajnosc rzezng
odnotowano u kogutkdw H-22, ktéra wynosita odpowiednio 736 g i 69,15 %. Kogutki S-66 i R-11
na tle ocenianych ras wyrdzniaty sie takze wiekszg zawartoscig miesni piersiowych (15,11-
15,36%) oraz nég (19,12-20,07%). Najwiekszg zawarto$¢ podrobdw, a szczegdlnie zotadka od-
notowano u kogutkéw R-11 (P<0.05). Zawarto$¢ ttuszczu sadetkowego stanowita od 0,65 (Z-11)
do 1,19% (S-66) masy tuszki, przy istotnych réznicach statystycznych (P<0.01). Najmniejsze war-
tosci pH odnotowano u kogutdw S-66, ktdre réznity sie istotnie (P<0.05) w miesniach piersiowych
od H-22 i A-33, a w mieé$niach nég od pozostatych ocenianych ras/rodéw. Po 24 godzinach
schtadzania tuszek wartosci pH byty bardziej ustabilizowane i nie odnotowano wptywu rasy na
pomiary kwasowosci ocenianych miesni. Miesnie piersiowe kogutkdw 7-33 i R11 w poréwnaniu
do S-66 charakteryzowaty sie korzystniejszym wskaznikiem wodochtonnosci (Rycina 2.). W mie-
$niach nég odnotowano statystyczne réznice pomiedzy kogutkami Z-11, Z-33, R-11 1 H-22 a $-66
i A-33. Najlepsze parametry kruchosci (Rycina 3.) wykazywaty miesnie piersiowe kogutkdw 7-33
iR-11 w odréznieniu od H-22, przy istotnych réznicach statystycznych (P<0.05; P<0.01). Podobne
réznice odnotowano w miesniach ndog.

Uzyskane wyniki dostarczajg cennych informacii o ksztattowaniu sie jakosci parametrow
jakosci miesa kogutkéw réznych ras zywionych w oparciu o krajowe zrédto biatka. Kogutki
rhode islandred (R-11) isussex (S-66), w poréwnaniu do pozostatych ocenianych ras, wyrdzniaty
sie istotnie najwiekszg masq ciata, wydajnosciqg rzezng i umiesnieniem tuszki. Zaréwno mieénie
piersiowe, jak i ndg kogutkdw rhode island Red (R-11) i zdHondzka kuropatwiana (Z-33) cecho-
waty sie lepszymi parametrami fizycznymi, takimi jok wodochonnos¢ i kruchose.

Rycina 1. Ksztattowanie sie masy ciata (g).
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Rycina 2. Wodochtonno$¢ miesni (%).
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Rycina 3. Kruchos$¢ mieéni (N).
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A, B... - warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie P<,01;
a, b... - dla P<0,05.

Zadanie 01-12-11-11
Zastosowanie wybranych preparatdw fitobiotycznych i ich wptyw na wskazniki
wylegowosci i fizykochemiczne parametry jaj kaczek typu pekin.
kierownik zadania: dr inz. Lidia Lewko

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wptywu zywienia kaczek z dodatkiem wybra-
nych preparatdw fitobiotycznych (preparat czosnku i preparat propolisu) na fizykochemiczne
parametry jqj.

Materiatem badawczym w realizowanym zadaniu byty jaja wylegowe kaczek typu pe-
kin, pochodzqgce z czterech ras objetych programem ochrony zasobdéw genetycznych zwie-
rzagt, tj. P-8, P-9, P-33 i LsA. Ptaki te utrzymywane sq w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu
Wodnego Instytutu Zootechniki PIB Zaktad Doswiadczalny Kotuda Wielka.

W tym celu utworzono tgcznie 12 grup doswiadczalnych:

— cztery grupy konfrolne (P-8 K, P-9 K, P-33 K, LsA K) — standardowa mieszanka paszowa,

— cztery grupy zywieniowe — czosnek (P-8 CZ, P-9 CZ, P-33 CZ, LsA CZ) — mieszanka paszowa
wzbogacona preparatem czosnku,

— cztery grupy zywieniowe — propolis (P-8 P, P-9 P, P-33 P, LsA P) — mieszanka paszowd
wzbogacona preparatem propolisu.

Tabela 1. Ramowy uktad doswiadczenia.

Lp. | Grupa genetyczna Zywienie Liczba jaj pobrana
kaczek bez dodatku + czosnek + propolis do analiz

1 P-8 30 sztuk 30 sztuk 30 sztuk 90 sztuk

2 pP-9 30 sztuk 30 sztuk 30 sztuk 90 sztuk

3. P-33 30 sztuk 30 sztuk 30 sztuk 90 sztuk

4 LsA 30 sztuk 30 sztuk 30 sztuk 90 sztuk

Ogodtem 360 sztuk

Ogodtem ocenie jakosciowej zostato poddanych 360 jaj pobranych od ptakdéw bedgcych
w szczytowym okresie produkcii niesnej (losowo po 30 jgj), ktére nastepnego dnia poddane
zostaty szczegdtowej ocenie jakosciowe).
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Doswiadczenie zywieniowe zrealizowano w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wodnego
w Dworzyskach, ze wzgledu na fo, ze utrzymywane sqg tutgj stada kaczek pochodzgce z czte-
rech ras objetych programem ochrony zasobdéw genetycznych zwierzgt (P-8, P-9, P-33 i LsA),
od ktérych pobrano jaja przewidziane do do$wiadczenia.

W laboratorium przeprowadzono zgodnie z przyjetqg metodykg nastepujgce badania:

- cechy fizyczne: masa joja (g), indeks ksztattu jaja (%); parametry biatka: masa (g),
wysoko$¢ (mm), warto$¢ pH, jednostki Haugha; parametry zéttka: masa (g), barwa (L* a*
b*), warto§¢ pH; parametry skorupy: masa (g). grubo$¢ (um), wytrzymato$c (kg),
odksztatcenie elastyczne (um), barwa (L*a*b*), porowatos¢ (ilos¢ por/cm?),

- cechy chemiczne: zawarto$¢ lizozymu (%) oraz jego aktywnos$é hydrolityczng (U/ml).

Dofwiodczoing (G§a RaCZek P-? [Fo1, 1, Lidia Lewka)

W przypadku grup doswiadczalnych kaczek zywionych paszg wzbogacong preparatem
czosnku, masa pozyskanych jaj do badan miescita sie w przedziale od 79,85 g (P-9 CZ) do
86,30 g (P-8 CZ). Najbardziej kulistym ksztattem cechowaty sie jaja kaczek P-33 CZ (72,17%),
a wydtuzonym LsA CZ (70,00%). W przypadku grup doswiadczalnych ptakdw zywionych paszg
zwzbogacong preparatem propolisu, jajami o najwiekszej masie (84,29 g) i najoardziej kulistym
ksztatcie (73,25%) wyrdzniato sie stado kaczek LsA P. W pozostatych grupach doswiadczalnych
masa jaj ksztattowata sie w przedziale od 80,66 g (P-33 P) do 83,35 g (P-8 P), a indeks ksztattu
od 70,57 (P-8 P) do 72,57% (P-33 P). Wykazano statystycznie istotne réznice (p<0,05).

W grupie ptakdédw zywionych paszg wzbogacong preparatem czosnku najwiekszg
(p<0,05) masq biatka (47,19 g) wyrdzniaty sie jaja kaczek P-33 CZ. Z kolei najwiekszg (p<0,05)
wysokos$cig biatka (7,16 mm), przy jednoczeénie najwyzszych jednostkach Haugha (77,41)
i najmniejszej wartosci pH (8,59) cechowaty sie jaja kaczek LsA CZ. Najwiekszg masqg biatka
w grupie doswiadczalnej ptakdéw zywionych paszg z wzbogaconq preparatem pro-
polisu charakteryzowaty sie jaja LsA P (46,16 g), a najkorzystniejsze parametry jakosciowe
biatka - najwieksza wysoko$s¢ (6,47 mm) i jednostki Haugha (72,99) wyrdzniaty jaja
kaczek P-33 P. Warto$¢ pH biatka miescita sie w zakresie od 8,73 (P-33 P) do 8,81 (LsA P).

Okredlajgc cechy fizyczne zd6ttka joj wybranych stad doswiadczalnych kaczek
stwierdzono statystycznie istotne réznice (p<0,05). Najwiekszg masq zéttka zardwno w grupie
doswiadczalnej ptakdéw zywionych paszg wzbogaconq preparatem czosnku jak i propolisu
wyrdzniaty sie joja kaczek P-8, odpowiednio 31,46 g i 30,31 g. Parametr jasnodci barwy L*
ksztattowat sie w przedziale od 51,77 (P-8 CZ) do 54,30 (P-33 CZ) w przypadku grup
doswiadczalnych ptakdw zywionych paszg wzbogaconq preparatem czosnku oraz od 49,96
(P-33 P) do 53,50 (LsA P) dla jaj kaczek zywionych paszg wzbogacong dodatkiem propolisu.
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Najwiekszym udziatem barwy czerwonej (1,82) i z6ttej (30,90) cechowaty sie z6ttka jaj kaczek
P-9 zywionych paszg z wzbogacong preparatem czosnku. Natomiast w grupie doswiadczalnej
kaczek zywionych paszq wzbogaconqg dodatkiem propolisu najwiekszym natezeniem barwy
czerwonej wyrdzniaty sie zottka jaj P-33 P (1,47), a z6ttej z6ttka jaj P-8 P (30,19). Wartosci pH
z6ttka uksztattowaty sie w granicach od 6,03 (P-8 CZ i LsA CZ) do 6,08 (P-9 CZ) dla jgj
pozyskanych od ptakdw zywionych paszg z wzbogaconqg preparatem czosnku oraz od 6,06
(LsA P) do 6,20 (P-9 P) dla jaj pochodzgcych z grupy do$wiadczalnej kaczek zywionych paszg
wzbogacong dodatkiem propolisu.

Réznice (p<0,05) zaobserwowano ponadto w przedstawionych cechach obrazujgcych
jakos$¢ skorup jaj. W grupie do$wiadczalnej kaczek zywionych paszg wzbogacong preparatem
czosnku jaja pozyskane ze stada P-9 charakteryzowaty sie skorupami o najwiekszej masie (8,05
g), grubosci (424,2 um), wytrzymatosci (50,25 N) przy jednoczes$nie najmniejszej porowatosci
(12,50 porow/cm?). W grupie ptakdw zywionych paszg wzbogacong preparatem propolisu jaja
cechowaty sie lzejszymi skorupami, ktérych masa wyniosta $rednio 7,80 g. Najgrubszymi
skorupami o najwiekszej wytrzymatosci wyrdzniaty sie jaja kaczek P-8 P, odpowiednio 415,5 um
i 55,15 N. Porowato$¢ analizowanych skorup ksztattowata sie w przedziale od 11,0 (P-33 P) do
17,00 (LsA P). Parametr jasnosci barwy L* ksztattowat sie w przedziale od 78,92 (LsA CZ) do 85,63
(P-33 CI) w przypadku grup doSwiadczalnych ptakdéw zywionych paszg wzbogacong
preparatem czosnku oraz od 81,45 (LsA P) do 83,80 (P-8 P) dla jaj kaczek zywionych paszg
wzbogacong dodatkiem propolisu. Najwiekszym udziatem barwy czerwonej (1,82) i zottej
(30,90) cechowaty sie zéttka jaj kaczek P-9 zywionych paszg wzbogacong preparatem
czosnku. Skorupy jaj kaczek LsA w obu grupach do$wiadczalnych charakteryzowaty sie
najwiekszym udziatem barwy zielonej, odpowiednio -1,59 (LsA CZ) i -1,42 (LsA P). Z kolei
w przypadku jaj kaczek P-33 skorupy tych jaj pozyskane z obu grup zywieniowych odznaczaty
sie hajwiekszym udziatem barwy z6ttej, odpowiednio 6,40 (P-33 CZ) i 5,98 (P-33 P).

Analizujgc odksztatcenie elastyczne skorupy jaj kaczek wybranych grup doswiadczal-
nych dokonanych pod wptywem nacisku 0,5, 1,01 1,5 kg odnotowano, iz w grupie doswiad-
czalnej ptakdw zywionych paszg wzbogacong preparatem czosnku najwyzszg (p<0,05) warto-
scig analizowanego parametru pod wptywem wszystkich zastosowanych obcigzen wyrdzniaty
sie skorupy jaj LsA CZ, odpowiednio 39,91um (nacisk 0,5 kg), 70,71 um (nacisk 1,0 kg) oraz 89,05
um (nacisk 1,5 kg). W drugiej grupie doswiadczalnej, w ktérej dodatkiem zywieniowym byt pre-
parat propolisu, réwniez od rodu LsA pozyskano jaja charakteryzujgce sie najbardziej odksztat-
cajgcymi sie skorupami pod wptywem zastosowanych obcigzenh, a wartosci tego wyrdznika
ksztattowaty sie w zakresie od 36,04 um (nacisk 0,5 kg) do 20,86 um (nacisk 1,5 kg). Odnoto-
wano roznice statystycznie istotne (p< 0,05).

Jaja pozyskane od kaczek P-8 zywionych paszg z wzbogacong preparatem czosnku
wyrdzniaty sie biatkami o najwiekszej (p<0,05) zawartosci lizozymu (1,38 ug/mil), a tym samym
najwyzszej jego (p<0,05) aktywnosci enzymatycznej uksztattowanej na poziomie 29276 U/ml.
Z kolei grupie do$wiadczalnej ptakdw zywionych paszg wzbogacong preparatem propolisu,
najwiekszq zwartoscig i aktywnosciq badanego enzymu cechowaty sie biatka jaj kaczek P-33,
odpowiednio 1,35 ug/ml i 28873 U/ml. Natomiast najmniejszym udziatem lizozymu o jego naj-
mniejszej aktywnosci enzymatycznej charakteryzowaty sie jaja pozyskane od rodu LsA w obu
dos$wiadczalnych grupach zywieniowych — 1,03 ug/mli 21866 (LsA CZ) i 1,07 ug/mli 22808 U/ml
(LsA P). Odnotowano réznice statystycznie istotne (p< 0,05).
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Zadanie 01-12-12-21
Opracowanie i ocena parametrow molekularnych réznych systemow wyprowadzania
i réznicowania in vitro blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macierzystych
wybranych gatunkéw ptakdéw hodowlanych.

kierownik zadania: prof. dr hab. Marcin Samiec

Optymalizacja warunkdw izolacji komérek blastodermalnych z tarczek zarodkowych zaptod-
nionych jaj wybranych gatunkéw hodowlanego drobiu wodnego - kaczki domowej (Anas pla-
tyrhynchos f. domestica oraz Cairina moschata f. domestica); Opracowanie efektywnych me-
tod wyprowadzania hodowli pierwotnych i linii blastodermalno-pochodnych embrionalnych
komdrek macierzystych kaczek; Stworzenie nowych modeli ex ovo pozwalajgcych na szcze-
gdbtowq eksploracje biomarkeréw molekularnych oraz réznych Sciezek cytodyferencjaciji i/lub
kancerogenezy blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macierzystych kaczek.

W ramach drugiego etapu realizacji zadania badawczego opracowano nowatorskie systemy

poza-jajowego wyprowadzania blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macie-

rzystych (B-ESCs; ang. blastoderm-derived embryonic stem cells) kaczki domowej na potrzeby:

— okredlenia warunkdw fizyko-chemicznych i biologicznych: izolacji, adhezji, proliferacii, ze-
wngtrzkomaérkowej stabilizacji fenotypowych cech pluripotencji oraz wysoce specyficz-
nego réznicowania ex ovo komaorek B-ESCs,

— identyfikacji biomarkerdw proteomicznych oraz biatkowych wskaznikdw immunofluore-
scencyjnych, determinujgcych:

a) stabilne utrzymanie pluripotenciji i charakteru macierzystego przez niezréznicowane
komorki B-ESCs,

b) zachowanie cech odpowiedzialnych za trwatg cytodyferencjacje komérek B-ESCs
w kierunku wyspecijalizowanych komérek somatycznych pochodzenia ektodermalnego
(Sciezka gliogenicznego/neurolemogenicznego réznicowania ex ovo w kierunku komaérek
Schwanna (neurolemocytéw),

c) utrwalenie pozaustrojowych warunkéw wspdthodowli B-ESC-pochodnych komdrek
Schwanna kaczki domowej z komdrkami neuronalnymi szczura laboratoryjnego, sprzyjaja-
cych inicjaciji i progresji procesdw mielinizacii, czyli tworzenia ostonek mielinowych wzdtuz
neurolemmy aksondéw szczurzych komadrek nerwowych poprzez czynne zaangazowanie B-
ESC-pochodnych neurolemocytdw kaczych.

Efektem realizacji drugiego etapu niniejszego zadania badawczego byto réwniez skonstruo-
wanie innowacyjnego modelu in vitro skutkujgcego potwierdzeniem aktywnosci cytofizjolo-
gicznej oraz cech ulfrastrukturalnych mielinizujgcych neurolemocytéw uzyskanych w wyniku
gliogenicznego réznicowania namnozonych ex ovo linii pluripotentnych komérek B-ESCs kaczki
domowe.

1. Najwazniejsze osiggniecia o charakterze strategicznym i wdrozeniowym oraz wnioski

Stworzenie innowacyjnego modelu komdrkowego o wysokim potencjale aplikacyjnym
Opracowano funkcjonalny model komdrkowy oparty na blastodermalno-pochodnych
zarodkowych komoérkach macierzystych kaczki domowej (Rycina 1. i 2.), umozliwiajgcy
ich efektywne rdinicowanie dliogeniczne ex ovo w kierunku komérek Schwanna
(neurolemocytéw) (Rycina 3). Model ten stanowi nowatorskg i konkurencyjng alternatywe
wobec klasycznych systemdw bazujgcych na somatycznych komdrkach macierzystych,
pochodzgcych z tkanek dorostych organizmmdw (ASCs) oraz indukowanych pluripotentnych
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komodrkach macierzystych (iPSCs), oferujgc prostsze procedury pozyskiwania, mniejsze
ograniczenia etyczne oraz wysokq stabilno$¢ hodowlang.

2. Identyfikacja rasy/rodu/linii K-2 kaczek jaoko preferencyjnego zrédta materiatu biologicz-
nego

Wykazano isthienie rasowo uwarunkowanych réznic w kompetencjach komérek B-ESCs do ich
neurolemogenicznego przeprogramowania (cytodyferencjacji w kierunku komérek neurole-
mocyto-podobnych), wskazujgc rase/réd/linie K-2, jako szczegdlnie predysponowang do uzy-
skiwania linii komorek przypominajgcych komérki Schwanna o stabilnym i jednorodnym feno-
typie (Rycina 3.). Wynik ten ma istotne znaczenie praktyczne, umozliwiajgc racjonalny dobér
materiatu biologicznego w przysztych badaniach rozwojowych i wdrozeniowych.

3. Potwierdzenie funkcjonalnej uzytecznosci uzyskanych linii neurolemogenicznie zréznicowa-
nych pochodnych komorek B-ESCs kaczki domowej

Zastosowanie modelu mielinizacji in vitro bazujgcego na wspdthodowli z komdrkami nerwo-
wymi szczura pozwolito na ocene zdolnosci kaczych B-ESC-pochodnych komérek przypomina-
jacych komérki Schwanna do podejmowania interakciji neuron—glej. Identyfikacja struktur mie-
linopodobnych w analizie ultrastrukturalnej stanowi wazny krok w kierunku funkcjonalnej wali-
daciji uzyskanego modelu i potwierdza jego potencjat w badaniach nad regeneracjg nerwdéw
(Rycina 4.).

4. Ukierunkowanie dalszego rozwoju badahn na poziom przedkliniczny

Uzyskane rezultaty tworzqg solidne podstawy do dalszejimplementacji w kierunku badan przed-
klinicznych, obejmujgcych zwiekszenie skali eksperymentdw, pogtebiong charakterystyke mo-
lekularng oraz ocene stabilnosci i bezpieczehstwa uzyskanego fenotypu. Takie podejicie
otwiera perspektywe wykorzystania opracowanego modelu w przysztych zastosowaniach z za-
kresu medycyny regeneracyjnej oraz inzynierii tkankowej uktadu nerwowego.

5. Potencjat dtugofalowy i znaczenie dla rozwoju biotechnologii

Opracowany system badawczy wpisuje sie w akfualne kierunki rozwoju nowoczesnej biotech-
nologii i medycyny regeneracyjnej, wzmacniajgc krajowe kompetencje w obszarze zaawan-
sowanych modeli komdrkowych. Niniejsze zadanie badawcze stwarza realne mozliwosci dla
konstruowania interdyscyplinarnych platform badawczo-rozwojowych.
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Rycina 1. Opracowanie modeli badawczych hodowli ex ovo blastodermalno-pochodnych zarodkowych komadrek
macierzystych (B-ESCs) kaczki domowej na potrzeby okredlenia profilu proteomicznego zwigzanego z relatywnq
ekspresjq czynnikdw transkrypcyjnych (Oct-3/4; Sox-2) warunkujgcych charakter pluripotentny.

K2 P4

OoCcT 4 52 kDA

Br-aktyna | e e— | 42 kDA
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B-aktyna s | 42 kDA

Reprezentatywne wyniki analizy potilosciowej Western-blot (W-B) wskazujgce na relatywnq eks-
presje biomarkerdw pluripotencji Oct-3/4 i Sox-2 na poziomie biatka catkowitego, wyizolowa-
nego z hodowanych ex ovo przez 14 dni komorek B-ESCs wybranych ras/rodéw/linii kaczek
(K-2, P-9).

Rycina 2. Immunofluorescencyjna lokalizacja wybranych biomarkerdw pluripotenciji (Oct-4, TRA-1-60, SSEA-4 i Sox-2)
w blastodermalno-pochodnych zarodkowych komérkach macierzystych kaczek rasy/rodu/linii K-2 po 14 dniach
namnazajgcej hodowli ex ovo.

Mikrofotografie przedstawiajg kacze komorki B-ESCs, rosngce w postaci jednej warstwy — de-
tekcja czerwonych sygnatéw pochodzgcych albo od barwnika fluorescencyjnego AlexaFluor
594 albo od fluorochromu Alexa Fluor 555 oznacza, odpowiednio: wewngtrzkomadrkowq immu-
nolokalizacje czgsteczek biatka Oct-4 (homeotyczny czynnik transkrypcyjny) — goérny panel
oraz zewngtrzkomorkowq immunolokalizacje glikoproteinowego epitopu TRA-1-60 (proteogli-
kan siarczanu keratanu stanowigcy cze$¢ powierzchniowq transbtonowego biatka podokalik-
syny) — dolny panel. Z kolei, identyfikacja zielonego sygnatu pochodzgcego od barwnika fluo-
rescencyjnego AlexaFluor 488 wskazuje na powierzchniowg immunololalizacje czgsteczek ta-
kich biomarkerow jak: SSEA-4 (weglowodanowy epitop btonowy glikosfingolipidéw) — gorny
panel oraz immunolokalizacje w kompartmentach/przedziatach wewnagtrzkomadrkowych czg-
steczek biatka Sox-2 (homeotyczny czynnik transkrypcyjny) — dolny panel. Na wszystkich zdje-
ciach niebieski sygnat pochodzi od fluorochromu DAPI, ktéry znakuje DNA jgder komérkowych.
Skala: 100 pm.
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Rycina 3. Andliza immunofluorocytochemiczna linii klonalnych neurolemogenicznie zréznicowanych pochodnych
kaczych komodrek B-ESCs rasy/rodu/linii K-2, przeprogramowanych strukturalno-funkcjonalnie w kierunku komérek
przypominajgcych komérki Schwanna (SC-LCs; ang. Schwann cell-ike cells) kierunku detekcji epitopdw
powierzchniowych GFAP oraz S-100p o ekspresji wysoko specyficznej dia neurolemocytéw.

=TT s-100f =1 papife- 10068 ferap

Mikrofotografie przedstawiajg B-ESC-pochodne komorki przypominajgce neurolemocyty (ko-
morki Schwanna; SC-LCs), proliferujgce ex ovo w postaci hodowli monowarstwowej — identy-
fikacja zielonego sygnatu pochodzgcego od barwnika fluorescencyjnego AlexaFluor 488
wskazuje na powierzchniowg immunolokalizacje czgsteczek glikoproteinowego epitopu bto-
nowego S-100R. Z kolei, detekcja czerwonego sygnatu emitowanego przez wzbudzony fluoro-
chrom Alexa FluorTM 555 oznacza zewngtrzkomoérkowqg immunolokalizacje czgsteczek gliko-
proteinowego epitopu powierzchniowego GFAP. Na wszystkich zdjeciach niebieski sygnat po-
chodzi od fluorochromu DAPI, ktéry znakuje DNA jgder komdrkowych. Obraz naktadany
(DAPI/S-100p/GFAP) jednoznacznie potwierdza nabywanie przez komérki immunofenotypu
charakterystycznego dla komdrek Schwanna. Skala: 50 um.

Rycina 4. Opracowanie modelu mielinizacji in vifro w warunkach wspdthodowli B-ESC-pochodnych komérek
Schwanna (komérek przypominajgcych neurolemocyty) kaczki domowej (rasy/rodu/linii K-2) z liniaomi komorek
neuronalnych szczura laboratoryjinego, w ktérym udowodniono trwate zachowanie funkcji cytofizjologicznych
kaczych komérek Schwanna w obecnosci szczurzych neurondw hipokampalnych poprzez aktywny wspdtudziat
neurolemocytéw ptasich w tworzeniu ostonki mielinowej wokdt neurolemmy aksondw i/lub dendrytdow formujgcych
widkna nerwowe.

Wysokorozdzielcze obrazowanie z uzyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) skut-
kowato identyfikacjg wielowarstwowych struktur btonowych o koncentrycznej organizacji,
odpowiadajgcych ostonkom mielinowym formowanym wokdt wypustek komorek neuronal-
nych szczura (aksondw/neurytdw i/lub dendrytéw), co sugeruje zdolno$¢ kaczych B-ESC-
pochodnych komdrek przypominajgcych komérki Schwanna do inicjowania procesdw
mielinizacii in vitro.
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Zadanie 04-12-07-11
Ocena dobrostanu drobiu w aspekcie stosowania suplementacji in ovo oraz réznych
zabiegdw technologicznych w okresie okotolegowym.

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

Przeprowadzono pierwszy etap, 1j. badanie pilotazowe, ktdre stanowi podstawe do wypraco-
wania zatozeh metodycznych i procedur ich wprowadzania w kolejnych etapach zadania.
Celem badan byto okreslenie wptywu 12- i 24-godzinnego oswietlenia zielonym Swiattem LED
podczas inkubaciji na cechy wylegowe oraz jako$¢ pisklgt brojleréw Ross 308.

Badania przeprowadzono w wylegarni w Zaktadzie Hodowli Drobiu Instytutu Zootech-
niki PIB w Aleksandrowicach. Doswiadczenie przeprowadzono na 324 jajach wylegowych po-
chodzgcych ze stada rodzicielskiego Ross 308. Przed rozpoczeciem procesu inkubacii, jaja wy-
legowe zostaty poddane ocenie jakosci. Nastepnie jaja losowo przydzielono do trzech grup
dos$wiadczalnych (inkubatordéw), z szeScioma powtdrzeniami w kazdej grupie i 18 jajami na po-
wtérzenie.

Zastosowano rézne warunki stymulacji Swietlnej w catym okresie inkubaciji (21 dni):
— grupa kontrolna - brak ekspozycji na $wiatto (D24:L0),

- ciggta ekspozycja na $wiatto — (D0:L24),

- fotoperiod - 12 godzin ciemnosci oraz 12 godzin o$wietlenia (D12:L12).

System oswietleniowy inkubatora sktadat sie z modutéw LED RGB (Citi RGB LED Modules,
0.72 W/60 mA), zainstalowanych po obu stronach aparatu legowego pomiedzy tacami prze-
znaczonymi do umieszczania jaj. W do$wiadczeniu zastosowano monochromatyczne $wiatto
zielone o szczytowej dtugosci fali 525 nm. Natezenie oswietlenia mierzono na poziomie jqj za
pomocqg cyfrowego luksomierza (Testo 545, Niemcy) i utrzymywano na poziomie 200 + 20 Ix.
W celu eliminaciji wptywu $wiatta zewnetrznego przednie okno kazdego inkubatora pokryto
folig ograniczajgcq przenikanie $wiatta.

A) System odwietleniowy inkubatora; (B) Obserwacije tempa klucia (Fot. J. Pawtowska).

Przed rozpoczeciem procesu inkubaciji, jaja wylegowe o sredniej masie 60,4 g przechowywano
przez 2 dni w temperaturze 17°C. Po okresie przechowywania kazde jojo zostato zwazone,
oznaczone i nastepnie umieszczone w jednym z trzech identycznych aparatéw legowych
wyposazonych w zintegrowane kosze klujnikowe (HEKA Favorit Olymp, Rietberg, Niemcy).
Inkubacje prowadzono catkowicie zgodnie ze standardowymi procedurami stosowanymi
w wylegarniach. Od 1. do 18. dnia inkubacji jaja utrzymywano w temperaturze 37,8°C oraz
wilgotnosci wzglednej 55%. W 18. dniu jaja przeniesiono do koszy klujnikowych, gdzie
temperatura ksztattowata sie na poziomie 37,2°C, a wilgotno$¢ na poziomie 65%.
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Wszystkie jaja przeswietlono w 7. i 18. dobie inkubacji odrzucajgc jaja niezaptodnione,
uszkodzone lub zawierajgce zamarte zarodki.

W 18. dniu inkubaciji wszystkie jaja z kazdej grupy zostaty zwazone w celu obliczenia
ubytku masy jaja, a nastepnie przeniesione do klujnika. Czas wylegu rejestrowano pomiedzy
18,5. a 21. dobqg inkubaciji (450-504 h) w intferwatach czasowych wynoszgcych 6 godzin.
W tym czasie monitorowano tempo naklucia wewnetrznego i zewnetrznego oraz moment
wyklucia. Wszystkie joja niewyklute zostaty objete analizg embriopatologiczng w celu
okredlenia doby zamarcia zarodka. Aby zminimalizowaé wptyw czynnika ludzkiego, wszystkie
wyklute piskleta jednodniowe zostaty poddane ocenie jakosci przez dwdch oceniajgcych.
Wykorzystano na-stepujgce parametry: mase wylegowq, punktacje Tona i dtugos¢ pisklecia.
Ewaluacja punk-towa zostata wykonana zgodnie z metodykg opracowang przez Tone i in.
(2003) z ocenq ak-tywnosci ruchowej, wyglgdu zewnetrznego i pozostatosci bton. Cechy te
oceniane byty zgod-nie z ich znaczeniem w 100-punktowej skali. Wymiary pisklgt oznaczono
poprzez pomiar dtugo-sci od czubka dzioba do kohca Srodkowego palca nogi
z doktadnoscig do 0,5 cm.

Utrate masy jaja oraz mase pisklecia wzgledem jaja w zaleznosci od oéwietlenia w
trak-cie inkubacji przedstawiono w Tabeli 1. Najwyzszg utrate masy joja (11,3%)
zaobserwowano w grupie DO0:L24 i ta warto$¢ rdznita sie istotnie statystycznie wzgledem
pozostatych grup. Z kolei najwyzszg mase wzglednqg pisklecia odnotowano w grupie kontrolnej
(P<0,001).

Tabela 1. Wptyw oéwietlenia w trakcie inkubaciji na utrate masy ciata oraz mase wzglednq pisklgt brojleréw Ross 308
($rednia £ odchylenie standardowe).

Grupa DO:LO DO0:L24 D12:L12 p-value
Utrata masy joja (%) 7,9+2,40 11,30,5¢ 9,3+2,3p 0,028
Masa pisklecia wzgledem jaja (%) 73,10,5¢ 72,2+0,4p 71,8+0,4p <0,001

Rezultaty inkubacii wyrazone wylegowosciq jaj natozonych po zastosowaniu réznych warun-
kéw oswietlenia nie wykazaty statystycznie istotnych réznic (Wykres 1.). Pomimo braku staty-
stycznego potwierdzenia, zaobserwowano, ze najnizszy odsetek pisklgt wyklutych wystepowat
W grupie z ciggtq ekspozycjg na $wiatto w trakcie inkubaciji. Wylegowos¢ w tej grupie byta
nizsza niz w grupie konftrolnej i D12:L12, odpowiednio o 2 i 4 punkty procentowe (p. p.).

Wykres 1. Wptyw o$wietlenia w trakcie inkubacji na wylegowos¢ pisklgt z jaj natozonych
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Analiza przebiegu legu przedstawiona w Tabeli 2. $wiadczy o tym, ze wprowadzenie réznych
warunkdw oswietlenia w trakcie inkubaciji nie zaburzyto tempa klucia wewnetrznego (P>0,05).
W drugim okresie klucia, tzw. zewnetrznym zaobserwowano, potwierdzony statystycznie wptyw
o$wietlenia 12-godzinnego na opdzinienie klucia zewnetrznego. Proces naktuwania skorupy
jaja w grupie D12:L12 trwat dtuzej niz w grupie kontrolnej, srednio o 4,5 godziny (P<0,05), nato-
miast samo klucie we wspomnianej grupie byto dtuzsze o 3,2 godziny (P<0,05).

Tabela 2. Wptyw odwietlenia w trakcie inkubaciji na przebieg legu pisklat brojleréw Ross 308 (srednia + odchylenie
standardowe).

Grupa DO:LO DO0:L24 D12:L12 p-value
Naklucie wewnetrzne 457,3+7,3 455,1+7,1 455,315,9 0,165
Naklucie zewnetrzne 469,0+8,80 468,8+9,2° 473,5+7,8@ 0,016
Klucie 485,816,6° 486,4%7,10 489,0£5,3¢ 0,002

Wyniki dotyczgce jakosci pisklgt jednodniowych przedstawiono w Tabeli 3.

Dla oceny jakosci ptakdw postuzono sie nastepujgcymi wskaznikami: masa ciata, dtugosé
pisklgt oraz liczba punktow wedtug skali Tona i in. (2003). Zastosowanie o$wietlenia w frakcie
inkubaciji nie miato istotnego wptywu na jakoé¢ pisklgt jednodniowych (P>0,05).

Piskleta ze wszystkich grup charakteryzowaty sie zblizong dtugoscig oraz masqg ciata. Wydtu-
zony proces klucia zaobserwowany w grupie 12:12 skutkowat obnizong jakoscig pisklgt, co po-
twierdzita nizsza ocena upierzenia i wyglgdu zewnetrznego (wyzszy odsetek mokrych piskigt)
(P<0.,05).

Tabela 3. Wptyw odwietlenia w frakcie inkubacji na jakos¢ pisklgt jednodniowych

Grupa DO:LO DO:L24 D12:L12 p-value
Masa ciata (g) 43,8+2,7 43,3%£2,6 43,9+2,8 0,082
Dtugos¢ pisklgt (cm) 14,4£0,7 14,6%0,6 14,7+0,7 0,141
Punktacja Tona* 98,7£3,7 99.1£2,5 98,7£2,9 0,459
Puch/wyglad 10,0£0,2¢ 9,9+0,4¢ 9,5+0,90 0,001

*Tona score (Tona iin, 2003)

W podsumowaniu przeprowadzonych w tym okresie badan wysunieto nastepujgce uogdlnie-

nia dotyczgce stosowania stymulacji $wietlnej w okresie inkubacji brojleréw:

1. Ciggta ekspozycja na $wiatto w trakcie inkubacii spowodowata istotng utrate masy jgj
wylegowych.

2. Stymulacja swietlna w okresie inkubaciji nie miata wptywu na wskazniki wylegowosci.

Nie odnotowano wptywu stymulacji swietlnej na jakos¢ pisklgt jednodniowych.

4. Chociaz stymulacja $wiattem zielonym podczas inkubacii nie miata negatywnego wptywu
na wylegowos$¢ i Smiertelno$¢ zarodkdw, ekspozycja na cykl $wietlno-ciemny moze
zaktécac czas wylegu.

w
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Zaktad Hodowli Owiec i Koz
kierownik: dr hab. Aldona Kawecka, prof. I1Z PIB

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

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

Celem zadania byto okreslenie wptywu fitogenicznych dodatkéw paszowych na wskazniki pro-
dukcyjne rodzimych ras owiec i kéz.

Etap zadania: Ocena efektywnosci odchowu jagnigt w warunkach produkcyjnych

Materiat doswiadczalny i lokalizacja

Jagnieta rasy merynos barwny ze stada Instytutu Zootechniki PIB Zaktad Doswiadczalny Kotuda
Wielka. Czes¢ doswiadczalna przeprowadzona zostata na fermie, ubdj zwierzat i ocene rzezng
dokonano w Instytucie Zootechniki PIB Zaktad Doswiadczalny Pawtowice. Wykoty odbyty sie
w okresie styczen—-marzec. Jagnieta utrzymywane byty grupowo przy matkach, w systemie
alkierzowym, zywione sianem tgkowym i paszg tre$ciwqg, ze statym dostepem do lizawek.
W wieku 40 dni zwierzeta podzielone zostaty na grupy.

Uktad doswiadczenia

Jagnieta utrzymywane byty w kojcach grupowych (po 12 jagnigt w kazdej grupie):
- grupa |: grupa kontrolna/pasza bez dodatku/odchdéw tradycyjny (70 dni),

- grupa ll: pasza bez dodatku/odchdw skrécony (56 dni),

- grupa lll: pasza z dodatkiem/odchdéw tradycyjny,

- grupa IV: pasza z dodatkiem/odchdéw skrécony.

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

Tabela 1. Sktadniki mieszanki ziotowej dla jagniqt.

Koper wtoski

Jezdbwka purpurowa (Echinacea)

Czosnek

Tymianek

Pomiary i analizy

Pomiary przyzyciowe — dokonano wazeh kontrolnych w 56 dniu zycia oraz w dniu rozpoczecia
dos$wiadczenia i na zakohczenie doSwiadczenia. Wykonano przyzyciowe pomiary USG miesnia
najdtuzszego grzbietu (MLD).
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Pomiary poubojowe — w ramach zadania, w Instytucie Zootechniki PIB Zaktad Doswiadczalny
Pawtowice, przeprowadzono ubdj jagnigt, wykonano pomiary poubojowe, dysekcje szczegd-
towq wyrebdw warto$ciowych oraz pobrano i zabezpieczono prébki miesa do analiz.

Analiza rzezna — wykonana zostata wedtug procedur stosowanych w Instytucie Zootechniki
PIB: oszacowanie wydajnosci rzeznej, okreslenie udziatu wyrebdw, masa wyrebdw wartoscio-
wych, dysekcja szczegdtowa udzca.

Ocena jakosci miesa — pobrane préobki miesnia udzca poddano analizom sktadu miesa.

Wyniki analiz

W Tabeli 2. przestawiono podstawowe parametry tuczu jagnigt. Masa poczgtkowa jagnigt od-
chowywanych tradycyjnie wynosita 32,65 kg, a Sredni czas trwania tuczu wynidst 32,58 dni.
Jagnieta utrzymywane w tym systemie, zywione paszg z dodatkiem zidt, osiggnety mase han-
dlowg w krétszym okresie. W obu grupach uzyskano wyzsze warto$ci wydajnosci rzeznej niz przy
odchowie skroconym. Jagnieta uzyskaty dobre przyrosty masy ciata, cho¢ zrdznicowane w za-
leznosci od grupy. Grubos¢ i powierzchnia MLD byta najwyzsza w grupach bez suplementacii.

Tabela 2. Wptyw badanych czynnikdéw na cechy tuczne i rzezne jagniqt.

Parametr Tradycyjny odchéw Skrécony odchow
Kontrola Ziota Kontrola Ziota
Masa poczgtkowa (kg) 31.45A 33.83A 25.04B 26.28B
Masa koncowa (kg) 45.38 45.37 45.96 45.02
Koniec tuczu (dni) 100.83A 112.08B 94.86C 103.80A
Czas trwania fuczu (dni) 34.33A 30.83B 49.00C 43.20D
Przyrost w trakcie tuczu (kg) 15.96A 11.56B 20.95C 18.76C
Przyrost dzienny w trakcie tuczu (g) 465.66A 370.89B 428.37A 436.83A
Przyrost dzienny zyciowy (Q) 435.15A 373.21B 446.32A 396.67B
Pasza na kg wzrostu (kg) 4.41A 4.43A 3.42B 3.95B
Masa tuszy przed gtodzeniem (kg) 46.68 45.18 46.56 45.15
Masa tuszy po gtodzeniu (kg) 42.90 42.14 42.96 42.21
Masa tuszy cieptej (kg) 22.30 21.73 21.93 21.30
Masa tuszy zimnej (kg) 21.60 21.02 21.30 20.61
Prawa pottusza (kg) 10.52 10.23 10.27 9.98
Lewa poéttusza (kg) 11.06 10.78 10.92 10.63
Wydaijno$é rzezna (%) 50.33a 49.84a 49.51b 48.59b
Masa udzca (kg) 3.67 3.51 3.54 3.46
Masa miesa udzca (kg) 2.52 2.37 2.36 2.34
Masa ttuszczu udzca (kg) 0.41 0.40 0.46 0.38
Masa kosci (kg) 0.74 0.73 0.72 0.74
Masa czesci wartosciowych (kg) 50.10 49.57 49.47 49.59
Grubosé MLD (cm) 3.10a 2.97b 3.02a 2.91b
Grubos¢ ttuszczu MLD (cm) 0.39 0.38 0.39 0.37
Powierzchnia MLD (cm?) 11.20A 9.60B 10.48A 9.13B

A,B-P<0.01; 0, b-P<0.05 - $rednie w wierszach i oznaczane réznymi literami rdzniqg sie istotnie.
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System odchowu nie miat wptywu na zawarto$¢ suchej masy popiotu i cholesterolu. Zawartos$é
ttuszczu réznita sie w zaleznosci od systemu odchowu i zywienia. Najnizsza byta w grupie od-
chowywanej fradycyjnie, bez dodatku. Mieso grup bez suplementacji charakteryzowato sie
wyzszg zawartosciq biatka w miesie.

Tabela 3. Wptyw badanych czynnikdw na sktad chemiczny miesa jogniecego.

Parametr Tradycyjny odchéw Skrécony odchdow
Kontrola Ziota Kontrola Ziota
Sucha masa [%] 24.06 23.75 23.93 23.92
Popidt [%] 1.10 1.10 1.10 1.09
Ttuszcz [%) 2.000A 2.29bB 2.21cC 2.52dD
Biatko [%)] 21.13A 20.628B 20.99A 20.44B
Cholesterol [mg/100 g] 0.77 0.73 0.74 0.75

Udziat poszczegdlnych grup kwasdw ttuszczowych (SFA, UFA, MUFA, PUFA-6) ttuszczu miesa ja-
gniecego nie réznit sie w zaleznosci od sposobu zywienia ani odchowu, jednak zawarto$é po-
szczegdlnych kwasdw byta zréznicowana. Zawartose kwasu kaprynowego byta istotnie wyzsza
grupach otrzymujgcych dodatek ziotowy. Zawartos¢ kwasu oleinowego byta najwyzsza w gru-
pie odsadzanej czesciej od matek i suplementowanej ziotami. Kwas arachidonowy (C20:4) wy-
stqpit w najwiekszej ilosci w ttuszczu miesa jagnigt odchowywanych tradycyijnie.

Tabela 4. Wptyw badanych czynnikdéw na profil kwasdw ttuszczowych ttuszczu miesa jagniecego (%).

Parametr Tradycyjny odchdéw Skrécony odchdow
Kontrola Ziota Kontrola Ziota
Cci10 0.03A 0.098 0.02A 0.11B
Ci12 0.32 0.32 0.33 0.37
Cl4 3.93 4.35 4.01 4.04
Cl1é 24.86 24.97 25.12 24.58
Cl16-1 1.78 1.78 1.92 1.83
cis 14.25 14.14 13.78 13.88
C18-1 37.27a0A 39.64B 39.46bB 40.34C
C18-2 11.69 10.04 10.50 10.36
GAMA 0.21 0.18 0.18 0.21
C20 0.04 0.03 0.03 0.04
C18-3 0.98a 0.85b 0.84b 0.81b
CLACY-T11 0.55 0.64 0.65 0.67
CLATIO-C12 0.02 0.00 0.01 0.00
CLAC9-C11 0.02 0.00 0.02 0.00
CLAT9-T11 0.01 0.00 0.01 0.00
Cc22 0.09 0.05 0.06 0.04
C20-4 3.28A 2.42B 2.57B 2.35B
C22-1 0.00 0.01 0.00 0.00
EPA 0.32 0.23 0.25 0.15
DHA 0.36A 0.26B 0.25B 0.18C
SFA 43.51 43.95 43.36 43.09
UFA 56.49 56.05 56.64 56.91
MUFA 39.06 41.42 41.38 42.17
PUFA 17.43 14.62 15.26 14.74
PUFA-6 15.18 12.64 13.24 12.93
PUFA-3 1.66A 1.34B 1.34B 1.14C
DFA 70.74 70.19 70.42 70.79
UFA-SFA 1.30 1.28 1.31 1.32
MUFA-SFA 0.90 0.94 0.96 0.98
PUFA-SFA 0.40 0.33 0.35 0.34
PUFA 6-3 9.11a 9.71b 9.99b 11.53c
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Jagnieta odchowywane tradycyjnie przy matkach do 70. dnia i zywione paszg z dodatkiem
zidt osiggnety mase handlowg w najkrétszym czasie. Pod wzgledem zardwno parametrow
tucznych, jak i rzeznych stwierdzono zréznicowanie w zaleznosci od grupy. Odchdw tradycyjny
jagnigt merynosa wydaije sie by<¢ najkorzystniejszym dla sktadu miesa.

Stado merynosa barwnego w IZ PIB ZD Kotuda Wielka (Fot. A. Kawecka).
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Zadanie 01-13-05-11
Ocena jakosci mleka pozyskanego od rodzimych ras owiec i kdz 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
kgtem produkciji wyrobdw mlecznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem walordéw prozdrowot-
nych i sktadnikéw alergennych.

Etap: Ocena jakosci innowacyjnych produktdéw z mleka rodzimych ras trzech gatunkéw

Polskie rodzime rasy — koza karpacka, krowa rasy czerwono-biatej, polska owca gérska (Fot. M. Pasternak).
s o s I
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Wytworzenie produktéw mlecznych

W ramach etapu, z mleka trzech gatunkdw rodzimych przezuwaczy: polska owca gorska, koza
karpacka i krowa rasy czerwono-biatej, wytworzone zostaty produkty mleczne jogurt typu SKYR
i ser typu HALLOUMI, a nastepnie wykonano analizy chemiczne i organoleptyczne tych
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produktdw w celu oceny i poréwnania ich wtasciwosci odzywczych, prozdrowotnych i senso-
rycznych.

Jogurt typu SKYR i ser typu HALLOUMI wytworzone zostaty w warunkach przetworni
z mleka zbiorczego, osobno z kazdego rodzaju mleka, zgodnie z recepturami stosowanymi
przez serowara przy wytwarzaniu tych produktow. Ocene produktdéw wykonano w Katedrze
Przetworstwa Produktow Zwierzecych Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.
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Wyniki analizy chemicznej produktow
Jogurt typu SKYR

Rodzaj uzytego mleka miat wptyw na sktad podstawowy i warto$¢ energetyczng wytworzo-
nego jogurtu.

Skyr owczy miat najwyzszg zawarto$¢ podstawowych sktadnikéw z wyjgtkiem weglo-
wodandw oraz najwiekszg warto$¢ energetyczng (Tabela 1.). Zawierat najwiecej wapnia, fos-
foru i sodu; skyr kozi — potasu i zelaza. Zardwno produkty owcze, jak i kozie, miaty wyzszg zawar-
to§¢ magnezu i manganu (Tabela 2.).

Analizujgc profil aminokwasowy skyru stwierdzono, ze we wszystkich produktach najlicz-
niej wystgpita glutamina, prolina oraz lizyna. Dla wiekszosci aminokwasdw stwierdzono staty-
stycznie istotne réznice, w zaleznosci od gatunku. Mleko krowie zawierato wiecej kwasu aspa-
raginowego, glutaminy, seryny, glicyny, argininy, tyrozyny. Przewage fryptofanu, proliny, waliny
i metioniny stwierdzono w mleku kozim. W serze owczym dominujgcym aminokwasem byta
alanina i cysteina.

Tabela 1. Sktad podstawowy skyru (%) i warto$¢ kaloryczna.

Parametr Owca Koza Krowa
Sm 23.99A 17.32B 12.12C
Biatko 8.28A 6.43B 3.77C
Ttuszcz 11.59A 6.97B 4.03C
Popiot 0.85A 0.758 0.76B
Weglowodany 3.27 3.17 3.56
Kcal 150.50A 101.15B 65.61C
KJ 625.14A 421.16B 273.81C

A, B,C-P<0.01; 0, b, c-P=<0.05-$rednie w wierszach i oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie.




Tabela 2. Mineraty w skyrze (mg/kg).
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Parametr Owca Koza Krowa
Ca 1547.09A 1505.06B 1221.78C
Cd 0.01B 0.01B 0.02A
Fe 51.98A 57.43B 43.09C
Mg 236.07A 235.09A 148.198
Mn 1.04A 1.05A 0.808B

P 707.30A 646.85B 449.94C
Pb - 0.18A 0.16A
n 4.66B 4.94A 3.30C
K 1242.71C 1979.30A 1855.48B
Na 634.97A 305.24C 489.65B

Objasnienia: Tabela 1.

Ser typu Halloumi

Podobnie jak w przypadku jogurtu, réwniez ser owczy miat najwyzszg zawarto$¢ podstawo-
wych sktadnikow z wyjagtkiem weglowodandw i popiotu, oraz najwiekszg wartos¢ energe-
tyczng (Tabela 3.). W przypadku aminokwasdw stwierdzono mniejsze zréznicowanie sktadu po-
miedzy rodzajami produktu. Podobnie jak w jogurcie typu SKYR, dominujgcymi aminokwasami
byty glutaminaileucyna.

Tabela 3. Sktad podstawowy halloumi (%) i warto$¢ kaloryczna.

Parametr Owca Koza Krowa
Sm 52.52A 44.44B 42.24C
Biatko 24.49A 20.08B 18.44C
Ttuszcz 23.85A 19.95B 19.65B
Popidt 2.70B 2.96A 2.75B
Weglowodany 1.48 1.45 1.40
kcal 318.51A 265.67B 256.21C
KJ 1323.84A 1104.14B 1064.31C

Objasénienia: Tabela 1.

Analizujgc profil kwasdéw ttuszczowych w serze, stwierdzono wptyw rodzaju uzytego mleka na
wiekszos¢ kwasdw. W ttuszczu serdw kozich byto wiecej niz w pozostatych srednio tahcucho-
wych kwasdw ttuszczowych (MCT), takich jak kapronowy (Cé:0), kaprylowy (C8:0) i kaprynowy
(C10:0), ktére odpowiadajq za ich tatwiejszg przyswajalno$¢ produktdw kozich w poréwnaniu
do serow krowich; kwasy te stanowig 15-20% ttuszczdw w serze kozim.

W serze owczym stwierdzono wiecej, niz w kozim i krowim, kwasu palmitooleinowego
(C16:1 n-7), oleinowego (C18:1 n-9), linolowego (C18-2n-6), alfa-linolenowego (C18:3 n-3) oraz
prawie czterokrotnie wiecej CLA (sprzezony kwas linolowy). Kwasy ftuszczowe: laurynowy
(C12:0), mirystynowy (C14:0), palmitynowy (C16:0) dominowaty w serze krowim.

Produkty owcze i kozie charakteryzowaty sie wyzszg zawartoscig tych sktadnikdw niz
krowie.

Zawarto$¢ sktadnikdw fenolowych przedstawiono na Wykresie 1.
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Wykres 1. Zawarto$¢ fenoli ogdtem w skyrze i halloumi.
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze produkty wytworzone z mleka réznych gatunkédw cha-
rakteryzowaty sie zréznicowanym podstawowym sktadem chemicznym, zawartos$cig kwaséw
tuszczowych oraz wtasciwosciami antyoksydacyjnymi.

Produkty te mogq stanowi¢ ciekawq oferte na rynku produktéw mlecznych dlardznych
grup konsumentow.

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 zaplanowanych badan byta ocena skutecznoici wykorzystania wypasu matych prze-
zuwaczy w redukcji wystepowania rodlin inwazyjnych z rodzaju Solidago. Okreslono jakosé
i wtasciwosci pozyskiwanego od kdéz mleka. Dziatania zaradcze — usuwanie roslin inwazyjnych
metodqg wypasu i koszenia.

Przygotowanie terenu i wypas

Kontynuowano dziatania na terenie podzielonym w poprzednim roku na trzy czesci, na ktdérych
przeprowadzono wypas owiec i kdz oraz zastosowano koszenie. Pozostawiono roéwniez obszar
kontrolny, na ktérym nie prowadzono zadnych dziatan.

Monitoring przyrodniczy

W sezonie wegetacyjnym 2025 roku powtdrnie wykonano monitoring przyrodniczy na po-
wierzchni do$wiadczalnej 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.

Na zatozonych czterech statych polach monitoringowych, zajmowanych przez inwazyjne
gatunki z rodzaju Solidago, losowano w kazdym terminie kontroli po 40 poletek badawczych
(po 10 dla kazdego pola):

— pole nr 1 —wdrozono futaj wytgcznie wypas owiec,

- pole nr 2 - wprowadzono tutaj tylko wypas kdz,

- pole nr 3 - uzytkowano kosnie,

—  pole nr 4 - brak uzytkowania (pole kontrolne).
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Na losowo rozmieszczonych poletkach badawczych okreslano sktad gatunkowy zbiorowisk
roslinnych (spisy gatunkdw) oraz szacowano pokrycie gatunkdédw roslin zgodnie z 7-stopniowqg
skalg ilosciowosci Braun-Blanquet’a.

Badania wskazujg, ze na poczatku doswiadczenia w poszczegdinych polach pokrycie
nawtoci Solidago gigantea byto dos¢ pordwnywalne (od ok. 25% w polu kontrolnym do nieco
ponad 40% w polu koszonym; Srednio ok. 32,6%). Po pierwszym etapie zabiegdw ochronnych
zwarcie nawtoci spadto Srednio do 12,5%, jednak w polu nr 1 (owce) rekordowo do 1,5%. Na
koniec drugiego etapu badahn w biezgcym roku pokrycie nawtoci byto bliskie zeru na
powierzchniach wypasanych i tym razem nieco wyzsze w przypadku pastwiska owczego (choc
tu wielko$¢ pokrycia przez caty rok utrzymywata sie na podobnym poziomie 0,5-1%. Natomiast
wypas kdéz powodowat stopniowe ograniczanie wielkosci populacji inwazyjnej nawtoci
(wahajgc sie w przedziale ok. 8-12%), ale ostatecznie to tutaj zanotowano praktycznie
catkowitq jej redukcje w koncowym etapie doswiadczenia.

Posierzchirin. doéwvisdcnoina 2 podachanm no 4 palka Ehodo iz JEol. 2. D Suder].
bodowsre [Fot. 1. D Suds=s).

Possierzchinig rleubdonane 2 dubsrn plotami naedoci, . Dhszorbadawony — oyl [Fol, 4. Do Suder),
[Fob 3. 0. Soeder).
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Posdko o wiokdwaj sinddhumes golunkowsi. zgnzans Chioniono centunz pospolio e oba® powmsrchii &o-
preeg kozy, mawtat niemol cotkowacis wyslmnowana  dowces) Fobo o BSuder],

(Fot: 5. Dy Suderd].

Ocena jakosci mleka pozyskanego od kéz zywionych nawtociq

Analizy prébek mleka pozyskanych od grupy kéz pasgcych sie na pastwisku kontrolnym, ktére
nie zawierato w swym sktadzie nawtoci lub zawierato jej bardzo mato, oraz od grupy kdz
pasqgcych sie na pastwisku poro$nietym nawtociq, rdznity sie statystycznie istotnie pod
wzgledem wielu parametréw. Mleko od kdz wypasanych na pastwisku z nawtociq, zawierato
w swym sktadzie istotnie wiecej suchej masy, biatka i ftuszczu, miato wyzszg niz w grupie
kontrolnej kalorycznosc.

Tabela 1. Sktad podstawowy i wtasciwosci technologiczne mileka pozyskanego od kdz z grupy kontrolnej
i doswiadczalne;.

Parametr Kontrola Nawtoc
Sucha masa 12.24A 12.82B
Biatko 3.91A 4.34B
Ttuszcz 3.36a 3.59b
Popidt 0.79 0.80
Laktoza 417 4.09
Kcal 62.62a 65.99b
KJ 261.94a 275.96b
Gestosc 1030.41 1030.85
pH 6.70 6.62
Kwasowosé 6.72A 7.63B
Czas krzepniecia 4.59 5.01

A,B-P<0.01; a, b-P<0.05-$rednie oznaczone réznymi literami w wierszach rézniq sie statystycznie istotnie.

Elektroforeza biatek mleka wykazata, ze mleko uzyskane od kdz z grupy wypasanej na nawtoci
zawierato istotnie wiecej immunoglobulin niz mleko kéz z grupy kontrolnej. Charakteryzowato
sie ono rowniez istotnie nizszg zawartosciq kazeiny alfa-s2-kazeiny i kappa-kazeiny oraz wyzszg
alfa-laktoalbuminy.
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Tabela 2. Elektroforeza biatek mleka pozyskanego od kéz z grupy kontrolnej i doswiadczalnej.

Parametr Kontrola Nawtoc
Laktoferyna 0.91 0.97
albumina serum 2.45 1.85
Immunoglobuliny 3.97A 6.78B
Alfa-s2-kazeina 10.49a 9.05b
Alfa-s1-kazeina 4.77 4.85
Beta-kazeina 38.70 38.24
Kappa-kazeina 15.56A 14.378B
Beta-lactoglobulina 13.55 14.33
Lizozym 1.72 0.82
Alfa-lactoalbumina 6.43A 7.75B
Peptydy 2.26 1.75

Objasénienia: Tabela 1.
Podsumowanie etapu

Wypas owiec i kéz okazat sie skuteczng metodqg eliminacji nawtoci; zanotowano praktycznie
catkowitq jej redukcje w koncowym etapie doswiadczenia.

Mleko od kéz wypasanych na pastwisku z nawtocig, zawierato w swym sktadzie istotnie
wiecej suchej masy, biatka i ttuszczu, miato wyzszg niz w grupie kontrolnej kalorycznos¢;
zawierato wiecej immunoglobulin, przy nizszej zawartos$ci kazeiny alfa-s2 i kappa.

Zadanie 01-13-07-11
Optymalizacja systemdw zywienia jagnigt z uwzglednieniem warunkdéw ekologicznych
w celu poprawy wynikdw produkcyjnych oraz uzyskania produktu wysokiej jakosci.

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

Celem badan jest ocena efektywnosci odchowu i tuczu, wartosci rzeznej oraz jakosci
odzywczej i prozdrowotnej miesa jagnigt ras nalezgcych do odmiennych typdéw uzytkowych,
utrzymywanych w réznych systemach zywienia na terenie Polski.

Etap badawczy realizowany w roku sprawozdawczym — Ocena uzytkowosci tucznej i rzeznej
jagniat utrzymywanych w gospodarstwie ekologicznym.

Polska owca pogdrza w gospodarstwie ekologicznym Jaworze
(Fot. Marta Pasternak-Chorosz).
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Tryczki ze stada rodzimej rasy polska owca pogdrza w Jaworzu (z Zaktadu Doswiadczalnego

Instytutu Zootechniki PIB Grodziec Slgski sp. z 0.0.) w wieku ok. 6 miesiecy podzielone zostaty na

dwie grupy:

— grupa | (alkierz): jagnieta zywione alkierzowo, sianem tgkowym do woli i paszg tre$ciwg
(0,3-0,5 kg), ze statym dostepem do lizawek,

— grupa Il (pastwisko): jagnieta przebywaty na pastwisku oraz otrzymywaty dodatek paszy
tresciwej (0,3-0,5 kg); lizawki.

Dokonano wazen kontrolnych w 56. dniu zycia oraz w dniu rozpoczecia do$wiadczenia (wiek
4 miesigce) i na zakonczenie doswiadczenia (7 miesiecy). Wykonano przyzyciowe pomiary
USG miesnia najdtuzszego grzbietu (MLD).

Jagnieta polskiej owcy pogdrza (Fot. Marta Pasternak-Chorosz).

W ramach zadania, w Instytucie Zootechniki PIB Zaktad Dos$wiadczalny Pawtowice, przepro-
wadzono ubdj jagnigt, wykonano pomiary poubojowe, dysekcje szczegdtowq wyrebdw war-
toSciowych oraz pobrano i zabezpieczono probki miesa do analiz.

Wstepna analiza pokazata rdznice w parametrach tucznych i rzeznych jagnigt w zalez-
nosci od systemu utrzymania/zywienia. Jagnieta korzystajgce z pastwiska byty ciezsze, a po-
miary miesnia najdtuzszego grzbietu dla tej grupy miaty wyzsze wartosci (Tabela 1.). Masa tusz
oraz jej pomiary réwniez wskazujg na przewage grupy utrzymywanej na pastwisku (Tabela 2.).

Masa wyrebdw uzyskanych podczas dysekciji pottusz réznita sie miedzy grupami. Dia
wszystkich wyrebdéw byta on wyzsza w grupie zywionej na pastwisku (Tabela 3.). W dysekciji
szczegdtowej ilos¢ ttuszczu w antrykocie i udzcu byta mniejsza w grupie wypasane;.

Korzystniejsze parametry tuczne irzezne uzyskano dla grupy utrzymywanej na pastwisku.

Tabela 1. Pomiary przyzyciowe.
Parametr Alkierz Pastwisko

Masa jagniat (kg)

Masa poczgtkowa 34,69 34,50

Masa kohcowa 40,69 43,06
Pomiary USG MLD

Gteboko$¢ MLD (cm) 2,39 2,59

Szeroko$¢ MLD (cm) 4,48 4,51

Powierzchnia MLD. (cm2) 7,44 7.99

Grubos¢ ttuszczu (cm) 0,17 0,18




Tabela 2. Pomiary poubojowe.
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Parametr Alkierz Pastwisko
Masa fusz (kq)
Masa tuszy przed gtodz. 35,85 39,54
Masa tuszy cieplej 14,56 17,41
Masa tuszy Zzmnej 13,94 16,51
Prawa péltusza 6,79 8,07
Lewa péttusza 7,15 8,44
Pomiary (cm)
Dtugo$¢ grzbietu 28,38 40,36
Szeroko$¢ grzbietu 36,38 21,86
Obwéd udzca 37,00 38,86
Tabela 3. Masa wyrebdw i szczegdtowa dysekcja czesci wartosciowych (kg).

Parametr Alkierz Pastwisko
Szyja 0,73 0,82
Karkowka 0,29 0,80
topatka 1,25 1,63
tata 1,06 1,20
Antrykot 0,51 0,57
mieso 0,32 0,32
ftuszcz 0,29 0,04
kosci 0,17 0,20
Comber 0,44 0,51
mieso 0,28 0,34
Huszcz 0,04 0,15
kosci 0,08 0,10
Udziec 2,37 2,88
migso 1,65 2,07
ftuszcz 0.18 0,16
kosci 0,79 0,64

Ocena mikrobiomu jelitowego jagnigt utrzymywanych w réznych systemach

W celu poszerzenia analiz dotyczgcych wptywu wypasu na produkcyjnos$é zwierzgt, wtgczono
do metodyki badanie mikrobiomu jelitowego jagniat, ktére pozwala oceni¢ sktad iréznorod-
nos$¢ bakterii, grzybdw i innych mikroorganizmow zasiedlajgcych przewdd pokarmowy. Bada-
nie to daje mozliwos¢ identyfikacji ewentualnych zaburzeh w sktadzie mikrobioty, co moze
miec wptyw na zdrowie i dobrostan zwierzgt.

Pobrany podczas doswiadczenia materiat od kazdego osobnika obecnie jest analizo-
wany w Laboratorium Uniwersytetu Jagiellohskiego, Instytucie Nauk o Srodowisku.
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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

Celem zadania badawczego byto pordwnanie wynikdw tradycyjnej produkciji suma afrykan-
skiego do wynikdw uzyskanych przy wdrozeniu systemu catodobowego, zdalnego monitoro-
wania produkcji w obiegu RAS.

W wyniku podijecia badan naukowych objetych wnioskiem, mozliwe stato sie stworze-
nie wzorcowej produkcji rybackiej opartej o cyfryzacje. Obiegi dla suma zostaty podtgczone
do specjalnej aplikaciji z przechowywaniem zebranych danych w chmurze. Aplikacja zapew-
nita zdalne sterowanie urzgdzeniami, staty wglgd w biezgce i historyczne parametry, wysytanie
powiadomienh oraz alertdw, w przypadku zmian poszczegdlnych parametréw wykraczajgcych
poza zadane zakresy normy.

Do kontroli produkciji wykorzystane zostaty urzgdzenia:

— monitorujgce i regulujgce temperature wody w poszczegdinych sekcjach obiegu,

— moniforujgce temperature powietrza w pomieszczeniach do produkciji ryb,

— monitorujgce ilosci substancji rozpuszczonych w wodzie (Total Dissolved Solids),
znajdujgcych sie w formie jonowej,

— monitorujgce poziom wody;

— moniforujgce odczyn wody pH w obiegu;

— monitorujgce potencjat redox ORP;

— zdalne zarzgdzanie wszystkimi urzgdzeniami podtqgczonymi do gniazda zasilania z funkcjg
opdznionego wiqczenia.

Dodatkowym celem zadania byto wykonanie analizy porobwnawczej gonad osobnikéw mto-
docianych i dojrzatych obu ptci suma afrykanskiego hodowanego w wodzie z zaawansowa-
nym systemem filtracji lub z jego brakiem (filtracja podstawowa). Pozwolito to na wykazanie,
czy zanieczyszczenia majqg wptyw na morfologie oraz ultrastrukture wyzej wymienionych narzg-
déw, kluczowych dla produkcji rybackiej, poniewaz sg one zwigzane z rozrodem.

Zatozenia metodyczne

Badania prowadzono na dwdch obiegach basendw wyposazonych w oddzielny system filtra-
cji. Kazdy obieg wyposazony byt w dwa baseny doswiadczalne oraz otwarty system filtracj
typu sump. Kazdy basen miat rzeczywistg objetos¢ wody wynoszgcg 560 |, natomiast system
filtraciji miat rzeczywistg objeto$¢ wody wynoszgcq 280 I. Catkowita objeto$¢ wody w kazdym
obiegu wynosita 1400 |. W kazdym systemie filtracji umieszczone byty sondy temperatury, ORP,
pH oraz TDS podtgczone z komputerem odczytujgcym parametry wody w odstepach
10-minutowych. W celu utrzymania statego poziomu wody w basenach oraz w systemie
filtracji, automatycznie grawitacyjnie dolewana byta objeto$¢ wody jaka odparowywata
z obiegdw. W celu wymuszenia cyrkulacji wody w sumpie, zastosowano dwie pompy
cyrkulacyjne typu Gyre, ustawione w staty tryb pracy i przeptyw wody wynoszgcy 4000 I/h.
W sumpie umieszczono frzy tytanowe grzatki o mocy 500 W kazda, natomiast temperatura
wody byta ustawiona na 26°C.
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W kazdym z obiegdw, raz w tygodniu dokonywano podmiany 10% objetosci wody oraz inspekciji
systemow filtracji. W razie koniecznosci dokonywano usuwania ptywajgcych zawiesin
i wiekszych zanieczyszczeh mogagcych zmniejszy¢ predkos¢ przeptywu wody w basenach.
Rowniez raz w tygodniu dokonywano pomiaréw laboratoryjnych ICP wody (jest to test pozwa-
lajgcy na doktadne okreslenie sktadu chemicznego wody). Do kazdego z basendw o rzeczy-
wiste] objetosci wody wynoszgcej 560 litrdw, wpuszczono 200 sztuk wylegu suma
afrykanskiego Clarias gariepinus o masie 10,36 g kazdy, co przektadato sie na zageszczenie
ryb wynoszgce 0,0036% na m?3, dopuszczajgc tym samym maksymalne zageszczenie ryb
wynoszqce 44,64% na m? przy docelowej masie kazdej ryby wynoszacej 1,25 kg. Z kazdego basenu
do systemu filtracji odprowadzana byta dolna woda zawierajgca najwiekszqg ilo$¢ zawiesin oraz
produktdw prze-miany materii ryb. Woda ta przeptywata grawitacyjnie do dwdch filtréw
mechanicznych typu Roller. W filtrach uzyto wtdkniny o gesto$ci 40 g/m? oraz o dtugosci
42 m i szerokosci 19 cm. Catkowita powierzchnia wtdkniny wynosita 7,98 m2. Gdy poziom
wody w komorze reakcyjnej fillra mechanicznego podnosit sie do maksymalnego poziomu,
ptywak w nim umieszczony podnosit sie i uruchamiat siinik nawijajgcy wtdknine,
co skutkowato obnizeniem sie poziomu wody w filtrze. Filtry zostaty umieszczone
w specjalnych zielonych skrzyniach z azurowym dnem i bokami, tak aby jedynie dolna czes¢
filtra byta zanurzona w wodzie. Filfracje biologiczng stanowito ztoze ptywajgce MBBR typu
K2 o dtugosci 13 mm i éSrednicy 16 mm i powierzchnie czynng wynoszgcg 1000 m2/mé3.
Ztoza w objetosci 10 litrdw byty umieszczone w workach z oczkiem 4x4 mm. Co dwa tygodnie
przez 6 miesiecy wykonywano pomiar dtugosci i masy ciata é samcodw i 6 samic wybranych
losowo z kazdego basenu, po czym osobniki te byty zwracane do basendw. Pte¢ byta
okre$lana na podstawie morfologii brodawki ptciowej. Po kazdym kolejnym miesigcu
do$wiadczenia po 6 osobnikdw z kazdego systemu (po 3 z kazdego basenu) o podobnej
dtugosci i masie ciata wybierano do posSmiertnego pobrania tkanek. Dodatkowo, na
zakohczenie badan wybrano po 30 osobnikdw z kazdego uktadu (po 15 z kazdego basenu)
w tym samym celu. Do eutanazji zwierzgt zastosowano przedawkowanie srodka znieczulajg-
cego MS-222 (etylo 3-aminobenzoesan metanosulfonian). o wypreparowaniu gonad, mie-
rzono je oraz wazono. Analize gonad wykonano przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego
(SM), $wietlnego (LM), oraz transmisyjnego (TEM) i skaningowego mikroskopu elektronowego
(SEM) przy uzyciu standardowych technik (Dymek et al. 2022). Preparaty histologiczne
barwiono tri-chromem Mallory'ego zgodnie z procedurg (Baginski, 1969). Analize statystyczng
wykonano przy uzyciu programu Statistica, za pomocg testu U Manna-Whitneya.

Syntetyczne wyniki badan
Filtry mechaniczne

W systemie zaawansowanym stwierdzono, ze kazdy z dwdch filtréw rolkowych zuzywat srednio
jedng rolke wtdkniny filtfracyjnej co 168 godzin. W okresie eksperymentu trwajgcym 182 dni, oba
filtry zuzywaty tgcznie 52 rolki, co odpowiadato tgcznej powierzchni 414,96 m2. W systemie
podstawowym stwierdzono, ze kazdy z dwdch filtréw rolkowych zuzywat srednio jedng rolke
witdkniny filtracyjnej co 56 godzin. W rezultacie, w tym samym okresie oba filtry zuzywaty tgcznie
156 rolek, co odpowiadato tgcznej powierzchni 1244,88 m2.
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Filtr glonowy

Z filtra glonowego kazdego tygodnia zdrapywano i wazono algi. W ciggu pierwszych trzech
tygodni eksperymentu nie zaobserwowano zadnych glonéw. Jednak od czwartego tygodnia,
wraz ze wzrostem poziomu fosforandw w wodzie, wzrosta réwniez biomasa glondw, osiggajgc
catkowitg mase 580,60 g pod koniec badania.

Odczyn wody pH

W obu badanych uktadach obserwowano dobowe wahania odczynu pH wody — w godzi-
nach nocnych utrzymywat sie na nizszym poziomie, natomiast w godzinach porannych zaczy-
nat wzrasta¢ az do godziny 13:00-14:00, kiedy to osiggat najwyzszg wartos¢ po czym zndw
poziom ten obnizat sie. W uktadzie z podstawowym systemem filfracji poziom pH byt nizszy (wa-
hania miedzy 6,78 a 6,98) niz w uktadzie z zaawansowanym systemem filtfracji (wahania miedzy
7.3a74).

Analiza chemiczna wody (ICP) oraz nasycenie tlenem

Przed wpuszczeniem ryb do basendw, w obiegu z podstawowym systemem filtracji nasycenie
tlenem wynosito 7,12 mg/l natomiast w obiegu z zaawansowanym systemem filtracji 8,36 mg/I.
W pierwszym tygodniu, poziom nasycenia tlenem obnizyt sie do poziomu 4,74 mg/! (spadek
0 50,21%) w przypadku podstawowej filtracji oraz do poziomu 7,65 mg/l w przypadku zaawan-
sowanej filtracji (spadek o 9,28%). Z kazdym tygodniem nasycenie tlenu w obu obiegach spo-
dato, uzyskujgc ostatecznie 2,38 mg/l w obiegu z podstawowym systemem filtfracji oraz
6,51 mg/l w obiegu z zaawansowanym systemem filtracji a réznice te byty istotne statystycznie.
Analiza ICP wody pozwolita sprawdzi¢ obecnos¢ wielu pierwiastkdw i zwigzkdw chemicznych.
Analiza statystyczna wykazata, ze rdznice istotnie statystyczne zachodzity pomiedzy poziomem
amoniaku, siarki oraz zelaza w uktadach z podstawowym lub zaawansowanym systemem fil-
tracji. W zadnym z badanych uktaddw nie wykazano obecnosci nastepujgcych pierwiastkdw:
As, B, Be, Cd, Co, Hg, La, Pb, Sb, Sc, Sr, Ti, W.

Obserwacje behawioralne

Ryby hodowane w basenach z podstawowym systemem filtracji, byty bardziej wrazliwe na
bodzce akustyczne, czesciej uderzaty w $ciany basendw, wyskakiwaty z wody, podgryzaty sie
powodujgc uszkodzenia ciata oraz cechowaty sie mniejszg przezywalnosciq. Ryby z basendw
z zaawansowang filtracjg wykazywaty sie krétszym czasem wyjadania paszy oraz brakiem pod-
gryzania sie. Ponadto w basenach z zaawansowang filtracjg przezywalno$¢ byta na zdecydo-
wanie wyzszym poziomie. Nie zaobserwowano natomiast statystycznie istotnych réznic w dred-
nim tempie przyrostu masy zwierzqgt.

Koszty funkcjonowania odbiegédw w doswiadczeniu

Badania prowadzono w pomieszczeniu o powierzchni 34,1 m? i objetosci 92,07 m?. Badania
prowadzono od lipca do grudnia. Pomieszczenie byto ogrzewane za pomocqg dwdch klimaty-
zatoréw. W obiegu z podstawowym systemem filtracji, pracowat komputer akwarystyczny
z sondami, filtr mechaniczny, grzatki oraz pompa obiegowa. W obiegu z zaawansowanym sys-
temem filtracji pracowat komputer akwarystyczny z sondami, filir mechaniczny, grzaftki,
pompa obiegowad, pompa ftoczgca wode do odpieniacza, dwie pompy cyrkulacyjne typu
gyre.
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W ciggu 6 miesiecy doswiadczenia obieg z podstawowym system filtracji zuzyt 5127,44
kWh energii elektrycznej, podczas gdy obieg z zaawansowanym system filfracji zuzyt 5220,47
kWh. RoZnica w zuzyciu energii przez uktady wynosi 93,03 kWh co stanowi 1,18% rdznicy
pomiedzy uktadami. Réznica wynikata nie tylko z faktu poboru energii przez dodatkowe
pompy, ale robwniez ze wzgledu na btedne odczyty z sond temperatury, ktdre bardzo
czesto przektamywaty temperature w dét i zbyt dtugo utrzymywaty wtqczone grzatki.

Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zatozonego celu zadania

Przeprowadzone badania pozwolity wykazaé, ze zastosowanie zaawansowanego systemu
filtracji pozwala uzyskac¢ lepszg jakos¢ wody hodowlanej, tzn. cechujgcg sie m.in. bardziej
stabilnym pH, wyzszg zawartoscig tlenu rozpuszczonego w wodzie oraz mniejszg zawartosciq
amoniaku, co przektada sie na spadek zachowan agresywnych oraz wyzszq przezywalnosc
utrzymywanych zwierzgt. U obu ptci podstawowy system filfracji miat wptyw na wyzszy indeks
gonadosomatyczny, tj. gonady byty wieksze w tym systemie niz w zaawansowanym
systemie filtracji. Wydaje sie, ze wiekszy rozwdj gonad w trudniejszych warunkach moze by¢
strategig majgcqg na celu uzyskanie wiekszej liczby potomstwa. Dzieki temu jest bardziej
prawdopodobne, ze cze$¢ potomstwa przezyje, a geny rodzicdw zostang pomysinie
przekazane nastepnemu pokoleniu. Badanie wykazato, ze systemy filtracji majg znaczgcy
wptyw na dobrostan sumdw afrykanskich (Clarias gariepinus) hodowanych w obiegu
zamknietym RAS.

Zadanie 01-14-06-11
Wptyw dodatku makuchu z pestek dyni na uzytkowosc krolikdw.

kierownik zadania: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Makuch z pestek dyni to cenny dodatek paszowy dla zwierzgt gospodarskich, bedgcy dobrym
zrodtem wysokiej jakosci biatka (z wszystkimi 9 aminokwasami egzogennymi), nienasyconych
kwasow ttuszczowych (n-3in-6), witamin (A, E, C, z grupy B) i mineratéw (zelazo, cynk, magnez,
wapn), jak réwniez substancji biologicznie czynnych (tokoferole, karotenoidy, terpeny, alkalo-
idy).

Celem zadania byto okreslenie wptywu dodatku makuchu z pestek dyni do petnopor-
cjowych mieszanek paszowych dla krélikdw na ich zdrowotnos¢, wskazniki odchowu i jako$¢
miesa. Uzyskane wyniki mogq stac sie punktem wyjsciowym w dalszych rozwazaniach nad po-
szukiwaniem nowych komponentéw paszowych mogacych znalez¢ wykorzystanie w zywieniu
zwierzgt w gospodarstwach ekologicznych i u rolnikéw produkujgcych tak zwang zywnosc¢
»bio”.

Kréliki na wybiegu w gospodarstwie ekologicznym (Fot. D. Kowalskal).
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Materiat i metody

W biezgcym roku sprawozdawczym okreslono wskazniki statusu redox w surowicy krwi krolikdw,
oznaczajgc aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), kata-
lazy (CAT) i glutationu (GSH), poziom produktu peroksydacii lipiddw, tj. stezenie aldehydu di-
malonowego (MDA) w osoczu krwi i poziom wskaznika uktadu antyoksydacyjnego tj. catkowity
potencjat antyoksydacyjny osocza (FRAP). W kolejnym etapie przeprowadzono analize eks-
presji gendw FADS2 i ACACA w miesniu najdtuzszym ledzwi (m. longissimus lumborum) i wgtro-
bie.

Wyniki

Przeprowadzone do$wiadczenie wykazato, ze makuch z pestek dyni podawany w paszy kroli-
kom istotnie obniza poziom MDA w surowicy krwi (Tabela 1.). Wskazuje to na zmniejszong pe-
roksydacje wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych w organizmie zwierzgt z obydwu grup
dos$wiadczalnych.

Rosnqgcy udziat makuchu z pestek dyni w dawce zywieniowej krélikdw zwiekszyt poziom
SOD w surowicy krwi kréliczej. Istotne statystycznie rdznice wystqpity pomiedzy wszystkimi gru-
pami zywieniowymi. Nie odnotowano natomiast wptywu badanego dodatku na stezenie CAT
we krwi.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istothnego wptywu makuchu z pe-
stek dyni na poziom GSH w surowicy krwi badanych zwierzgt. Wykazano natomiast jego istotny
wptyw na FRAP. Najnizszy poziom omawianego parametru odnotowano w grupie kontrolnej,
a najwyzszy w grupie ofrzymujgcej 10% dodatek makuchu. Swiadczy to o wysokiej aktywnosci
antyoksydacyjnej makuchu z pestek dyni, wynikajgcej z obecnosci przeciwutleniaczy, takich
jak witamina E i p-karoten.

Tabela 1. Wptyw makuchu z pestek dyni na wskazniki statusu redox w surowicy krwi krélikdw — srednia + SEM.

Grupa
Wyszczegdlnienie K DI D2 p-value
n=46 n=46 n=46
MDA (umol/L) 2,183%0,07¢ 1,577+0,14p 1,482+0,09° 0,000
SOD (U/ml) 23,989+0,09¢ 26,586+0,400 27,764+0,17¢ 0,000
CAT (U/ml) 19,563%0,63 19,398+0,65 17,575+0,70 0,093
GSH (umol/L) 4,934+0,03 4,734%0,12 4,915+0,08 0,217
FRAP (umol/L) 6,246+0,08¢ 7,603+0,4000 7,736%0,54° 0,030

Objasénienie: K - grupa kontrolna zywiona granulowang mieszankg podstawowq o standardowejrecepturze; D1- grupa
zywiona mieszankqg z 5 % udziatem makuchu z pestek dyni; D2 - grupa zywiona mieszankg z 10% udziatem makuchu
z pestek dyni; a, b, ¢ — wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie (P<0,05); MDA - aldehyd
dimalonowy; SOD - dysmutaza ponadtlenkowa; CAT - katalaza; GSH — glutation; FRAP —zdolnos$¢ redukciji jondw zelaza
(I); SEM - btgd standardowy $rednie;.

Przeprowadzona analiza wykazata wptyw omawianego dodatku zywieniowego na poziom
ekspresji badanych gendéw (Tabela 2.). Gen FADS2 oznaczony w miesniu najdtuzszym ledzwi
(m. longissimus lumborum) wykazywat istotnie najwyzszg ekspresje u krélikdw zywionych paszg
z 10% dodatkiem makuchu dyniowego, najnizsza ekspresja zostata odnotowana w grupie kon-
trolnej. Podobnq zaleznos¢ zaobserwowano w przypadku ekspresji omawianego genu w wa-
trobie. Gen odpowiedzialny za synteze wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych odznaczat
sie najwyzszym poziomem w grupie D2.
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Najwyzsza ekspresja genu ACACA cechowata tkanke miesniowq pobrang od zwierzat z grupy
konfrolnej, a statystycznie najnizsza grupe zywiong 5% dodatkiem badanego makuchu. Nie
wykazano natomiast statystycznie istotnych réznic w ekspresji genu ACACA w wqtrobie bada-
nych krélikdw. Zaobserwowano jednak, ze najwyzsza ekspresja tego genu w wgtrobie doty-
czyta zwierzgt z grupy kontrolnej, a najnizsza z grupy D2.

Wykres 1. przedstawia poréwnanie ekspresji gendw FADS2 i ACACA w tkance miesnio-
wej oraz w watrobie krélikéw. Stwierdzono, ze wyzsza ekspresja genu FADS2 cechuje miesnie,
natomiast wgtroba odznacza sie wyzszym poziomem genu ACACA.

Tabela 2. Wptyw dodatku makuchu z pestek dyni na ekspresie gendw FADS2 i ACACA w miesniu najdtuzszym ledzwi
(m. longissimus lumborum) i watrobie krélikéw — $rednia + SEM.

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

Miesien
FADS2 26,18%3,90@ 29,87+3,3200 41,62+5,580 0,096
ACACA 6,60£1,29¢ 3,23+0,66° 5,58+0,86a0 0,778

Watroba
FADS2 2,360,494 3,12+0,34¢ 7,71£2,11p 0,005
ACACA 203,54+53,33 129,33+£25,34 81,25£33,46 0,111

Objasnienie: K - grupa kontrolna zywiona granulowang mieszankg podstawowq o standardowej recepturze; D1- grupa
zywiona mieszankqg z 5 % udziatem makuchu z pestek dyni; D2 - grupa zywiona mieszankqg z 10% udziatem makuchu z
pestek dyni; a, b — wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie (P<0,05); SEM- btgd standardowy
sredniej.

Wykres 1. Poréwnanie aktywnoéci genéw FADS2 i ACACA w miesniach i watrobie krolikdw (Srednie dla trzech grup).
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Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych badanh w latach 2023-2025 wskazujq, ze makuch z pestek dyni moze
by¢ wykorzystywany jako biatkowy komponent paszowy stosowany w zywieniu krélikéw, bez
wywierania negatywnego wptywu na wyniki produkcyjne. Jego pozytywny wptyw na zdrowot-
nos¢ zwierzgt moze przyczynic sie do ograniczenia wystepowania choréb i koniecznosci stoso-
wania syntetycznych srodkéw farmaceutycznych.
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Zadanie 01-14-07-11

Wptyw wybranych dodatkéw paszowych na poprawe jakosci miesa i zdrowotnosé
krolikdw utrzymywanych w réznych warunkach termicznych.

kierownik zadania: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Krolik domowy (Oryctolagus cuniculus) jest gatunkiem szczegdlnie wrazliwym na podwyzszong
temperature otoczenia. Wynika to m.in. z ograniczonej liczby gruczotdw potowych, wysokiego
stosunku powierzchni ciata do masy oraz specyficznej fizjologii termoregulacyjnej. W warun-
kach, w ktdérych temperatura przekracza strefe komfortu termicznego krélikéw (ok. 15-20°C),
dochodzi do wystgpienia stresu cieplnego. Zjawisko to, powszechne zwtaszcza w intensywnych
systemach produkcji zwierzecej, prowadzi do licznych zaburzenh fizjologicznych i metabolicz-
nych. Stres cieplny skutkuje m.in. obnizeniem pobrania paszy, zaburzeniami gospodarki wodno-
elektrolitowej, ostabieniem odpornosci oraz nasileniem stresu oksydacyjnego. Coraz czestsze
w Polsce tzw. noce tropikalne, gdzie temperatura nie spada ponizej 20°C, sq coraz wiekszym
problemem dla hodowcoéw tego gatunku zwierzgt.

Cel badah

Celem podjetych badan jest okreslenie wptywu dodatku do mieszanki paszowej dla krolikdw
oleju z Inicznika siewnego (Camelina sativa L.) i jego potgczenia z imbirem lub selenem na
wyniki uzytkowosci rozptodowej, tucznej i rzeznej, jakos¢ miesa oraz zdrowotno$c zwierzgt
utrzymywanych w warunkach podwyzszonej temperatury otoczenia.

Materiat i metody

Rozpoczeto realizacje pierwszego etapu zadania badawczego pod nazwqg ,,Ocena uzytko-
wosci tucznejirzeznej krélikdw". Etap ten obejmowat rozréd krélikdw rasy popielnianskiej biatej
i odchdéw mtodych osobnikdw. Po odsadzeniu od matek zwierzeta przeniesiono do metalo-
wych, dwupoziomowych klatek przeznaczonych do odchowu towarowego.

W tych warunkach kontynuowano odchdw, stosujgc pasze eksperymentalne o nastepujgcych

sktadach:

— grupa K (kontrolna) — mieszanka petnoporcjowa, granulowana o standardowej receptu-
rze, zawierajqca 2% oleju rzepakowego,

- grupa DI (doé$wiadczalna) — mieszanka petnoporcjowa, granulowana z 2% dodatkiem
oleju z Inicznika siewnego,

- grupa D2 (do$wiadczalna) — mieszanka petnoporcjowa, granulowana z 2% dodatkiem
oleju z Inicznika siewnego oraz 0,50% dodatkiem imbiru mielonego,

- grupa D3 (doswiadczalna) — mieszanka petnoporcjowa, granulowana z 2% dodatkiem
oleju z Inicznika siewnego oraz dodatkiem selenu w iloéci 0,3 mg/kg paszy.

Wyniki

W trakcie odchowu kréliki byty regularnie wazone w 35., 42., 56., 70. i 90. dniu zycia, co
pozwolito na okreslenie ich uzytkowosci tucznej (Tabela 1.).
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Tabela 1. Wptyw dodatkdw zywieniowych na mase ciata i przyrosty w poszczegdlnych tygodniach odchowu krélikéw
(g) - $rednia £ SD.

Grupa

Wyszczegdlnienie K D1 D2 D3

n =30 n =230 n =30 n=30
Masa ciata w 35. dniu 101435 1078 +48 1092 22 1122421
Masa ciata w 42. dniu 1288+43 139464 1397130 1446126
Masa ciata w 56. dniu 1793+48 1948483 196536 196132
Masa ciata w 70. dniu 2298+53b 2433+88ap 2520+42a 2500440
Masa ciata w 90. dniu 2817640 2944+9 4cb 3103500 2951+620b
Przyrosty od 35. do 42. dnia 273,86115,86 315,76+22,61 304,09+17,39 323,91+21,36
Przyrosty od 42. do 56. dnia 505,71£28,19 554,09+37,88 568,48+14,74 515,16£18,39
Przyrosty od 56. do 70. dnia 503,86+21,53 484,70+30,32 555,30£18,23 538,59+27,36
Przyrosty od 70. do 90. dnia 518,86+42,33¢c0 512,12+24,4500 582,42+27,00@ 451,09+42,79°
Przyrosty od 35. do 90. dnia 1802,29+64,17 1866,67+72,95 2010,30+42,54 1828,750+56,02

W wieku 90 dni kroliki zostaty poddane ubojowi. Podczas uboju oraz obrébki poubojowej prze-
prowadzono andalize rzezng, obejmujgcg m.in. okreslenie wydajnosci rzeznej oraz mas wybra-
nych elementdw tuszki (Tabela 2., 3.1 4.). Ponadto pobrano tkanki niezbedne do dalszych eta-
pow badan, takie jak miesnie, krew, watrobe, nerki oraz fragmenty jelit.

Tabela 2. Wptyw dodatkdw zywieniowych na wyniki analizy rzeznej cieptej (g) - Srednia £ SD.

Grupa
Wyszczegdlnienie K DI D2 D3
n=10 n=10 n=10 n=10
Masa ubojowa 295175,37 3096+80,00 3159+134,32 302089
Masa tuszki cieptej 1454+42,750 1604+57,91¢0 1663+33,47¢ 1552+53,68¢b
Masa wgtroby 90,24%7,71 82,66%4,56 98,60+7,55 131,16493,84
Masa serca 9,94%0,24 9,98+0,90 12,06+0,85 9,6610,52
Masa nerek 19,18+1,45 21,48£1,19 21,76+0,82 19,82+1,48
Masa ptuc 19,22+1,06 17,2240,76 16,54+1,04 16,30+0,94
Masa skory 349,62+16,84 399,10+14,79 401,66%13,81 351,74+15,22
Masa skokdw 97,24%2,83 96,98£3,29 97,60£3,27 92,23+2,68
Masa przewodu pokarmowego 543,30%16,13¢ 461,27+12,38b 527,98+25,12ab 484,39+21,97a0
Masa growy 265,78+4,74 274,56+4,80 276,96+6,33 263,62+6,43
Tabela 3. Wptyw dodatkdw zywieniowych na wyniki analizy rzeznej zimnej (g) — $rednia * SD.
Grupa
Wyszczegdlnienie K D1 D2 D3
n=10 n=10 n=10 n=10
Masa tuszki schtodzonej 1429+42,620 1582+58,97¢b 1635+35,750 1520538500
Masa czgsci przedniej 586,10+21,89 649,16224,98 663,88+16,03 607,75%23,56
Masa combra 304,80+13,990 352,2019,75 379,30+13,650 353,90+19,100
Masa czesci tylnej 537,7010,86 580,60+18,07 591,50£13,99 558,10+18,38
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Tabela 4. Wptyw dodatkdw zywieniowych na wydajnos¢ rzezng cieptq i zimng (%) — Srednia £ SD.

Grupa
Wyszczegdlnienie K DI D2 D3
n=10 n=10 n=10 n=10
Wydajno$¢ zezna ciepta 49,2610,52 51,690,57 53,51+2,60 51,32£0,45
Wydajno$¢ zezna zimna 48,40£0,57 50,9510,62 52,582,55 50,25£0,46

Zrealizowano réwniez cel badawczy pod nazwq ,,Analiza kwasowosci i barwy miesa”. Parame-
try te oznaczono w miesniu najdtuzszym grzbietu oraz w miesniu dwugtowym uda, po uptywie

45 minut i 24 godzin od uboju (Tabela 5.).

Tabela 5. Wptyw dodatkdw zywieniowych na kwasowosc i barwe miesa — srednia + SD.

Grupa
Parametr D1 D2 D3
n=10 n=10 n=10 n=10
Miesien najdtuzszy grzbietu
pH 45 min. 6,58+0,04 6,62+0,05 6,63x0,05 6,61x0,04
pH 24 h 5,63%0,03 5,67+0,04 5,65+0,03 5,66+0,02
L*45 46,94%3,46 44,95%1,89 44,92+1,42 42,30%1,75
a*45 4,83+0,74 3,59+0,04 3,75%0,28 3,49+0,31
b*45 1,90£0,65 2,31%0,65 3,12+0,44 2,60%0,57
L*24 52,13%1,79 54,78%3,03 51,83£2,56 50,69+3,04
a*24 7,08%0,64 5,52+0,72 4,91+0,58 5,82+0,68
b*24 5,67+0,44 5,63+0,59 7,04%0,49 7,02+0,44
Miesien dwugtowy uda

pH 45 min. 6,65%0,03 6,75+0,04 6,72+0,04 6,61+0,04
pH 24 h 5,65+0,03 5,69+0,04 5,68+0,05 5,69+0,04
L*45 52,36x1,17 51,37+1,06 50,90+0,96 48,94+0,57
a*45 4,47+0,26 4,13+0,55 3.86+0,35 3,43+0,26
b*45 0,52+0,90 0,71%0,77 1,52+0,70 1,31£0,45
L*24 54,1120,91¢ 53,23+0,84¢ap 51,72+0,850 49,861,100
a*24 6,48+0,46¢ 5,28+0,46090 4,49+0,59° 5,040,380
b*24 4,15£0,31 3,29+0,20 3,71£0,32 4,36+0,43

Prébki miesa przeznaczone do realizacji celu ,,Okreslenie sktadu chemicznego miesa i poda-
wanej paszy” przekazano do analiz laboratoryjnych na Uniwersytecie Rolniczym w Krakowie
i Centralnego Laboratorium Instytutu Zootechniki PIB.
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Zaktad Ochrony Bioréznorodnosci Zwierzgt Gospodarskich i Hodowli Koni
kierownik: dr inz. Agnieszka Chelminska

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

Etapy badawcze realizowane w ramach zadania

1. Opracowanie modelu oceny dyskomfortu u koni pracujgcych i hodowlanych na podstawie
wyrazu pyska i ocena dobrostanu koni na podstawie oznak bdlu i dyskomfortu wirdd koni
rekreacyjnych.

2. Poréwnanie stanu emocjonalnego koni po wprowadzeniu nowoczesnych metod szkolenia
z wykorzystaniem wzmocnienia pozytywnego (R+) i targetowania.

3. Okreslenie zdolnosci oceny samopoczucia koni przez instruktoréw/hodowcodw i wtascicieli
koni.

4. Ocena dobrostanu koni na podstawie oznak bdlu i dyskomfortu wérdéd koni dotknietych
egzemgq letniq.

5. Analiza genetyczna koni dotknietych egzemq letniq.

Celem projektu byta ocena dobrostanu koni poprzez rozpoznanie sygnatdw dyskomfortu i/lub
bdlu u koni pracujgcych oraz dotknietych chorobq alergiczng skéry. Projekt zaktadat szerzenie
swiadomosci w hodowli oraz w uzytkowaniu koni, aby ocena dyskomfortu na podstawie wy-
razu pyska byta codziennoscig u instruktoréw i hodowcow.

Dokonano analizy opartej na punktacji wyrazu pyska koni Horse Grimace Scale (HGS).
Oceniono takie wskazniki jak: obnizone uszy (1), skurcz miesni nad okiem m. levator anguli oculi
medialis (2), powieki zakrywajgce potowe oka (3), napiete miesnie twarzowe (4), napiete iroz-
szerzone nozdrza (5), napiety pysk (6) (Fot.). Przyznano punkty: 0 — niewidoczne, 1 - lekko wi-
doczne, 2 — wyraznie widoczne.

Koh podczas prowadzenia oraz przy schodkach do wsiadania (Fot. I. Tomczyk-Wronal).
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Przeprowadzona analiza genetyczna koni dotknietych nadwrazliwoscig na ukgszenia owadow
pozwoli zweryfikowaé podtoze genetyczne powstawiania choroby i weczesng identyfikacje
nosicieli w celu eliminowania takich osobnikdw z hodowli.

Stwierdzenia i wnioski

1. Zgodnie z zatozeniami projektu oceniono zachowanie, poziom stresu i dyskomfortu u koni
pracujgcych oraz u koni dotknietych egzemg letniqg.

2.  Wykazano statystycznie istotne réznice miedzy mimikg koni na pastwisku i przy schodkach
do wsiadania. Rdznice wykazano réwniez miedzy mimikg na pastwisku i w trakcie
prowadzenia, oraz prowadzenia i przy schodkach. Srednia punktéw oceny mimiki wedtug
Horse Grimace Scale (HGS) na pastwisku wyniosta 3,25 pkt, natomiast przy schodkach 5,28.
Wyniki te sugerujg, ze schodki do wsiadania mogg kojarzy¢ sie koniom nieprzyjemnie
i wywotac¢ negatywne emocje.

3. Podczas doswiadczenia nie stwierdzono duzych réznic w czestotliwosci skurczéw serca.
Prawdopodobnie podczas prowadzenia konia ruch wptywat na niewielkie pobudzenie
pracy serca. Wyniki sugerujq, ze przy schodkach do wsiadania zmienia sie nastawienie
emocjonalne koni wyrazone mimikqg, jednak pomiar tetna wskazuje, ze nie sg one
w nadmiernym stresie.

4, Podobne wyniki uzyskano na podstawie badan poziomu kortyzolu w §linie. Na podstawie
uzyskanych wynikdw mozna wysnu¢ wniosek, ze przebieg doswiadczenia miat raczej
wptyw na ustabilizowanie poziomu kortyzolu bez zaznaczenia wyraznej reakcji na stres.

5. Poréwnanie zachowania koni wykazujgcych oznaki stresu/dyskomfortu po wprowadzeniu
krétkiego szkolenia z wykorzystaniem wzmocnienia pozytywnego w freningu pozwolito
oceni¢ pozytywny wptyw szkolenia i potwierdzi¢, ze rozwijajgce sie, przyjazne metody
treningowe koni mogqg zosta¢ w tatwy sposdb zaimplementowane do codziennej pracy
z tymi zwierzetami.

6. Uzyskane wyniki pozwolity zobrazowa¢ poziom dobrostanu koni, wyrazajgcy sie stanem
emocjonalnym koni pracujgcych oraz koni dotknietych egzemg letniq. Poréwnanie
obiektywnych wynikdw doswiadczenia z ankietami przeprowadzonymi wérdd instruktorow
i hodowcow odzwierciedlit poziom wiedzy osdb, ktdére na co dzien pracujq z kormi.

7. Przeprowadzona analiza rodowodowa i genetyczna koni dotknietych nadwrazliwoscig na
ukgszenia owaddw w celu préby wytonienia gendw odpowiedzialnych za powstawanie
egzemy letnie] moze przyczynic sie do szybszego wykrywania nosicieli tej choroby, dzieki
czemu mozliwa bedzie Swiadoma hodowla i zmniejszenie wystepowania osobnikdw
dotknietych tq chorobqg w populaciji koni.

8. Wyniki doSwiadczenia kierowane sq przede wszystkim do wtascicieli osrodkdw jazdy konnej
i hodowcdéw koni, gdyz dobrostan koni tgczy sie z produkcyjnoscig, wydajnosciq,
zdrowotnosciq, a prawidtowa ocena stanu emocjonalnego koni przektada sie na
bezpieczenstwo zarédwno obstugi jak i samych koni. Ocena dobrostanu koni oraz
Swiadomosci opiekundw tych zwierzgt pozwoli zobrazowac w jakim stopniu konieczne jest
szkolenie osdb zajmujgcych sie kormi w celu podnoszenia ich wiedzy, tym samym dgzgc
do podnoszenia poziomu dobrostanu koni i minimalizowania ryzyka urazéw wsérdd ludzi
i zwierzqt.
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Zadanie 01-15-04-11
Analiza genetycznego podtoza wad koni zimnokrwistych w oparciu o badania markeréw
genetycznych.

dr inz. Grazyna Polak

Celem zadania jest ustalenie podtoza genetycznego cech koscistosci (obwdd nadpecia) oraz
wystepowanie objawdw Chronic Progessive Lymphodema (CPL) — przewlektego postepujg-
cego obrzeku limfatycznego.

Badanie genetycznego uwarunkowania koscistosci

Informacje przekazywane z Polskiego Zwigzku Hodowcdw Koni wskazujg na zmniejszajgcy sie
obwdd nadpecia (koscisto$c) zwtaszcza wirdd ogierdw sokdlskich. W wyniku tego, coraz wiek-
sza liczba reproduktordw jest eliminowana z hodowli zwiekszajgc zagrozenie tej chronionej po-
pulacii.

Badanie CPL

Przewlekty, postepujgcy obrzek limfatyczny (CPL), bedgcy prawdopodobnie wadg dzie-
dzicznq, wystepuje w Polsce wsrdd koni zimnokrwistych, gtéwnie u starszych ogierdw, poniewaz
objawy pojawiagjg sie po trzecim roku zycia. Jest on wieloczynnikowym schorzeniem obejmujqg-
cym interakcje czynnikdw genetycznych i srodowiskowych. Charakteryzuje sie postepujacym
obrzekiem dolnych partii konczyn konia, ktéremu towarzyszy ztuszczanie sie naskorka, wyrazne
zwtdknienie skory wtasciwej oraz rozwdj fatddw i guzkdw. Przyczyng problemodw jest nieprawi-
dtowa budowa elastyny, co u dotknietych chorobg koni powoduije nieprawidtowe wchtania-
nie i usuwanie limfy. W stadiach szczegdlnie ostrych osobniki muszg by¢ poddane eutanazji, co
oprécz koniecznosci pozbycia sie z hodowli potencijalnie cennych osobnikdw powoduje takze
straty ekonomiczne wérdéd hodowcdw. Jak podajqg zrédta szczegdlnie podatny na nig jest bel-
gijski kon zimnokrwisty, z ktérg to rasq spokrewnione sqg polskie rasy i typy koni zimnokrwistych,
takze te objete ochrong.

Materiat (cebulki wtosowe z grzywy) zostat pobrany w gospodarstwach indywidual-
nych, a takze podczas imprez hodowlanych w nastepujgcych wojewddztwach: warminsko-
mazurskim, pomorskim, podlaskim, lubelskim, mazowieckim, matopolskim. Hodowcy zostali po-
informowani o celu badan i wyrazili na nie zgode. Badania nie wymagaty zgody Lokalnej Ko-
misji Etyczne;j.

W pierwszym roku zebrano materiat od koni sztumskich i sokdlskich (objete programami
ochrony), a takze koniinnych ras zimnokrwistych —w sumie od 71 osobnikdw, w tym 23 ogieréw
i 48 klaczy:

—  pkz (polski koh zimnokrwisty) — 24

- pkz/sok typ sokdlski — 32

—  pkz/sztum typ sztumski — 3

- kon belgijski— 1

— arden polski — 6

— arden francuski - 4

— cobirlandzki- 1
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Dokumentacja wprowadzana do bazy danych podczas pobierania materiatu:

— nazwa konia, nr wpisu do ksiegi,

— data urodzenia, wiek w latach,

— pochodzenie (do 5-tego pokolenia wstecz),

- wystepowanie w rodowodzie osobnikdw obcych ras z podaniem tych ras,

- wymiary (obwdd nadpecia, wysokos¢, obwdd klatki piersiowej) przy wpisie do ksiegi
stadne;j,

— uwagi dotyczgce fenotypu.

Wyniki

Badania genetycznego uwarunkowania koscistosci — analizy prowadzono na zgromadzonym
materiale w Zaktadzie Biologii Molekularnej Zwierzat.

Analizy poszukiwania mutacii sprawczych (mata koscistosc):

— izolowanie DNA przy uzyciu zestawu komercyjnego,

— ocena spektrofotometryczna (aparat NanoDrop) ilosci i jakosci otrzymanego DNA,
— identyfikacji regionéw genomu zwigzanych z budowq koscca,

— analiza SNP przy uzyciu mikromacierzy,

— andliza asocjacyjna catego genomu (GWAS),

- typowanie mutacji potencjalnie zwigzanych z cechami pokroju.

Do badan wybrano grupe koni, z czego 19 (1 belg, 10 ardenskich, 6 pkz, 1 cob, 1 sztum) ozna-
czono jako D - o duzej koscistosci (>25 cm) i 19 (11 sokdlskich i 8 pkz) oznaczono M — mata
koscistos¢ (<25cm obwodu nadpecia).

Konh o duzej koscistodci (po lewej) i matej koscistosci (Fot. 1. Olsztyhski ZHK., G. Polak).

Probki réwniez podzielone zostaty zgodnie z oznaczeniami — M (mata koscistose) i D (duza ko-
Scistos¢). Dane uzyskane z mikromacierzy SNP zostaty przeanalizowane metodq asocjaciji
GWAS z wykorzystaniem pakietu GenABEL w oprogramowaniu R oraz oprogramowaniu Gen-
Sel.

Wstepne wyniki GWAS (Rycina 1.) pokazaty zgrupowanie osobnikdéw D — o duzym ob-
wodzie nadpecia z lewej strony wykresu.
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Rycina 1. Wyniki dotyczqce koscistosci — prébki podzielone zgodnie z oznaczeniami
M - maty obwdd nadpecia i D — duzy obwdd nadpecia.
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W czesci centralnej wystepujg zardwno osobniki M jak i D, a z prawej tylko M. Moze to by¢
spowodowane faktem, ze konie z objawami CPL majg duzy obwdd nadpecia lub wskazywad
na dwa efekty na jednym wyniku.

Wyniki genetycznego uwarunkowania CPL

W tej czesci badan, przy uwagach dotyczgcych fenotypu i wprowadzanych do bazy danych,
uwzgledniano opis objawdw CPL i zdjecia konhczyn, na ktérych wystepowaty objawy w réznych
stadiach nasilenia choroby lub informacije, ze osobnik byt wolny od objawdw (grupa kon-
trolna), co pozwolito na podzielenie osobnikdw na trzy grupy:

1. wyrazne objawy CPL,

2. podejrzenie wystepowania CPL,

3. wykluczone objawy CPL.

Wiérdd 71 wybranych osobnikéw, 18 prezentowato wyrazne objawy: zgrubienia, deformacje
i zakazenia naskérka konczyn przednich ponizej stawu nadgarstkowego i tylnych ponizej stawu
skokowego.

Kon z objawami CPL (Fot. 2. G. Polak).
e
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Zadnych schorzen ww. odcinkéw kohnczyn (grupa kontrolna) nie prezentowato 35 osobnikdw.
Pozostate prezentowaty stany posrednie (podejrzenie wystgpienia CPL). Probki materiatu
(cebulki wtosowe) byty przekazywane do laboratorium Zaktadu Biologii Molekularnej Zwierzgt
Instytutu Zootechniki PIB.

Analizy identyfikacji polimorfizmdw zwigzanych z wystepowaniem CPL:

- na podstawie dostepnych informacji zgenotypowanie mutaciji wskazanych przez innych
autordw jako potencjalnie determinujgce CPL,

— zaprojektowanie i zoptymalizowanie metody detekcji,

- zoréwnanie frekwencji wystepowania mutacji z grupg kontrolng.

Poczgtkowo przeprowadzone analizy dotyczyty sekwencjonowania genu FOXC2. Na mozliwe
znaczenie tego genu przy CPL wskazywaty materiaty zrédtowe, ze wzgledu na podejrzenie
podobnego dziedziczenia zaburzen u ludzi. Wyniki nie wskazywaty jednak powigzania tego
genu z CPL. Przeanalizowanie materiatu przy uzyciu oprogramowan metodq asocjacji GWAS
dato daleko bardziej interesujgce wyniki, ktére wskazaty kilka gendéw moggcych miec zwigzek
z CPL.

Rycina 2. Wyniki analizy gtdwnych sktadowych (PCA) przedstawiajqce rozdziat koni na grupe chorqg (case — czerwone
punkty) oraz zdrowq (control — niebieskie punkty) w oparciu o pierwsze dwie sktadowe gtéwne (PC1iPC2).

FCA Cage ve Conbrol
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Wstepne wyniki z macierzy polimorfizmdw i analizy w kierunku CPL wskazujq, ze probki rozdzielity

sie w dwdch kierunkach i np. kon 57 ktéry jest najbardziej wysunietym punktem na lewo ma,
zgodnie z opisem i zdjeciami krytyczne CPL.
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Rycina 3. Wyniki GWAS dla analizowanej cechy - linia pozioma oznacza prég istotnosci statystyczne;.
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Chromosome

Cztery geny moggce miec zwiqzek z CPL:

1. gen KANSL1 jest kluczowym regulatorem dziatania chromatyny i ekspresji gendw; biatko to
ma szeroki wptyw na przebieg rozwoju dzieki modulacji aktywnosci wielu gendw,

2. gen TMEMS54 koduje biatko transmembranowe; nagjsiiniej powigzano go z procesami
migraciji i proliferaciji komarek,

3. gen RERE jest kluczowym koregulatorem transkrypciji zwigzanym z sygnalizacjg kwasu
retinowego i prawidtowym rozwojem wielu narzgddw,

4., OLFM3 1to gen kodujgcy biatko zwigzane z rozwojem uktadu nerwowego,
funkcjonowaniem synaps oraz modulacjg macierzy zewngtrzkomorkowej.

Wyniki przeprowadzonej analizy GWAS sqg bardzo obiecujgce i wskazujg, ze mimo braku po-
twierdzonych wynikéw badan w krajach zachodnich (by¢ moze ze wzgledu na matg prébe
badanych koni), nalezy prowadzi¢ dalsze analizy pod kgtem uwarunkowania genetycznego
CPL wérdéd polskiej populacji. Nalezy réwniez przeanalizowaé potencjalng zalezno$¢ duzej ko-
scistosci i wystepowania CPL.

Zadanie 01-15-05-11
Zréznicowanie genetyczne i fenotypowe umaszczenia bydta ras rodzimych.

dr inz. Ewa Sosin

W biezgcym roku rozpoczeto zbieranie materiatu badawczego, ktdry pobrano od 183 osobni-
kéw nalezgcych do czterech ras zachowawczych bydta: polska czerwono-biata (11), polska
czerwona (13), biatogrzbieta (154) i w typie bydta nadbuzanskiego czarnego (5).

Materiat pozyskano w siedmiu gospodarstwach, w wojewddztwach: matopolskim, ma-
zowieckim, warminsko-mazurskim i lubelskim. Podzielono na trzynascie grup —zgodnie z kolorem
umaszczenia: czarno-boczasta, czerwono-boczasta, zutawskie z odmianami czarnymi, zutaw-
skie z odmianami czerwonymi, czerwona jasne umaszczenie i czerwonad ciemne umaszczenie,
czerwona - podzara, czerwono-biata (bez wyraznie dominujgcej barwy), czerwono-biata
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biata (z dominacjg biatej barwy), czerwono-biata czerwona (z dominacjg czerwonej barwy),
czerwono-biata podzara (wystepowata ciemna maska lub podpalanie), jednolita czarna,
czarno-biata BG (dla jednego przypadku biatogrzbieta, kiedy nie wystepowat pas na grzbie-
cie, a taty byty duze i wyrazne).

Z uwagi na zagrozenie chorobami zakaznymi i obostrzenia weterynaryjne dotyczgce
przemieszczania sie miedzy stadami materiat pobierano w drugiej potowie roku.

Przeprowadzono analize struktury genetycznej bydta na podstawie polimorfizmu mikro-
satelitarnego DNA w 12 loci rekomendowanych przez Miedzynarodowe Towarzystwo Genetyki
Zwierzgt — ISAG. Analize przeprowadzono przy zastosowaniu reakcji PCR multiplex (Type-it Mi-
crosatellite PCR Kit - Qiagen) oraz fluorescencyjnie znakowanych sekwencji mikrosatelitarnych
(barwniki: FAM, VIC, NED, PET). Otrzymane produkty PCR poddano elektroforezie pionowej
w sekwenatorze Applied Biosystems 3500xI Genetic Analyzer.

Wynik rozdziatu elektroforetycznego oraz okreslanie profili DNA przeprowadzono w pro-
gramie GeneMapper® Software.
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Zaktad Zywienia Zwierzqt i Paszoznawstwa
kierownik: dr hab. Anna Arczewska-Wtosek, prof. IZ PIB

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

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

Badania realizowane w ramach zadania sktadaty sie z dwdch niezaleznych, ale spdjnych
przedmiotowo celdw szczegdtowych.

Celem gtdwnym zadania byto okreslenie efektdéw wybranych czynnikdw zywieniowych
w zakresie aktualnie istotnych zagadnien nowoczesnej produkcii drobiarskiej — zdrowotnosci
wysokoprodukcyjnych kur nieSnych i kurczgt rzeznych, jakosci produktéw (miesa i jaj) oraz
strawnosci jelitowej aminokwasdw nasion krajowych odmian roélin strgczkowych jako alterna-
tywnego dla $ruty sojowej GMO Zzrodta biatka paszowego.

W odniesieniu do celu 1. uwage skierowano na ekstrakt z ostropestu, karczocha, ostryzu,
czosnku lub oregano, tj. substancje, ktére majg wtasciwosci antyoksydacyjne, a takze oddzia-
tujg na funkcjonowanie watroby, co w przypadku kurczgt brojlerdéw moze wptywaé na meta-
bolizowanie kokcydiostatykédw jonoforowych i w konsekwencji ich nizszg lub wyzszg retencje
w wagtrobie. Moze to mie¢ bezposrednie przetozenie na produkcyjnose, status zdrowotny kur-
czqgt, ale takze bezpieczenstwo produktdéw odzwierzecych. W przypadku wysokoprodukcyj-
nych kur nie$nych, zaktadano z kolei, iz badane substancje, tj. L-karnityna i ekstrakt z ostropestu,
karczocha lub ostryzu, wykazqg dziatanie ostonowe i hepatoprotekcyjne oraz poprawiq jakose
jaj, w tym ich warto$¢ dietetycznq, przy zachowaniu wysokiego poziomu produkcii.

W przypadku celu 2. analizowano wptyw uwarunkowan fizjologicznych zwigzanych
Zrozwojem przewodu pokarmowego oraz wydajnosciq sekrecyjng uktadu enzymatycznego
U kurczgt brojleréw w wieku 10, 20 i 30 dni na strawno$¢ jelitowg aminokwasdw nasion krajo-
wych niskotaninowych i wysokotaninowych odmian bobiku, w kontekicie uzyskania danych
umozliwiajgcych optymalne wykorzystanie tych nasion w mieszankach paszowych stosowa-
nych w systemie wielofazowego zywienia brojleréw.

Kontynuowano analizy materiatu biologicznego zgromadzonego w frakcie doswiad-
czenh zywieniowych na kurczetach brojlerach oraz kurach nie$nych oraz zestawiono wyniki, do-
konano ich analizy oraz sporzgdzono raport kohcowy z realizaciji zadania.

Celem doswiadczen realizowanych na kurczetach brojlerach byto okreslenie skutecz-
nosci preparatéw z czosnku (Allium sativum), oregano (Origanum vulgare), ostropestu (Silybum
marianum), karczocha (Cynara scolymus) lub ostryzu dtugiego (Curcuma longa) w warunkach
ciggtego stosowania jonoforowego kokcydiostatyku paszowego: salinomycyny (doswiadcze-
nie 1.) lub monenzyny (do$wiadczenie 2.). Schemat doswiadczenia obejmowat réwniez grupy
kontrolne: negatywnq - bez dodatkdéw oraz pozytywnq — z dodatkiem kokcydiostatyku.

W dos$wiadczeniach oceniono wskazniki produkcyjne (przyrost masy ciata, pobranie
i wykorzystanie paszy), parametry biochemiczne krwi (m.in. biatko, lipidy, glukoze, enzymy wg-
trobowe), hormony uktadu pokarmowego oraz wskazniki stresu oksydacyjnego. Przeprowa-
dzono takze analize morfometryczng struktury jelita cienkiego, ocene cech poubojowych
i udziatu narzgddéw wewnetrznych, a takze oznaczono poziom pozostatosci kokcydiostatykdw
w watrobie, jako organu odpowiedzialnego za metabolizm tych substancii.
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Do najwazniejszych obserwacii i wynikdw uzyskanych w do$wiadczeniach nalezy zaliczy¢:

1. Zastosowanie salinomycyny nie wptywato istotnie na przyrosty masy ciata w okresie 1-21
dnia zycia, natomiast w okresie 22-42 dnia zycia poprawiato wykorzystanie paszy w poréw-
naniu z kontrolg negatywnaq.

2. Salinomycyna nie wykazywata korzystnego wptywu na stabilnos¢ oksydacyjng miesa anina
wiekszo$¢ parametrow redoks i hormonalnych, a jej zastosowanie wigzato sie ze wzrostem
stezenia cholesterolu.

3. Dodatki fitogeniczne stosowane tgcznie z salinomycynq istotnie poprawiaty wykorzystanie
paszy w poréwnaniu z kontrolg negatywna, a wybrane z nich (ostropest, czosnek) zwiekszaty
przyrosty masy ciata.

4. Wiekszos¢ ekstraktéw rodlinnych (z wyjgtkiem karczocha) istotnie obnizata warto$¢ TBA
w miesie $wiezym, co wskazuje na poprawe jego stabilnosci oksydacyjne;.

5. Dodatki fitogeniczne modyfikowaty odpowiedz metaboliczng ptakdédw na obecnos¢ kokcy-
diostatyku paszowego salinomycyny — karczoch i ostryz dtugi obnizaty stezenie glukozy i lipi-
déw, natomiast czosnek wigzat sie z ich wzrostem.

6. Zastosowanie ekstraktdw roslinnych, co wptywato na aktywnosé enzymdw antyoksydacyij-
nych (wzrost SOD lub GPX), bezistotnych zmian w poziomie MDA, wskazuje na brak nasilenia
stresu oksydacyjnego i lepszg ochrone antyoksydacyjng.

7. Poziom pozostatosci kokcydiostatykdw w tkankach byt znikomy.

Podsumowujgc, stosowane wcigz na duzq skale kokcydiostatyki paszowe jako gtéwne narze-
dzie profilaktyki kokcydiozy drobiu rzeznego, samodzielnie lub tgcznie z ekstraktami ziotowymi,
nie wywierajg negatywnego wptywu na parametry wzrostu, status zdrowotny zwierzgt oraz jo-
koS¢ produktdw odzwierzecych. Wszystkie uzyskane parametry miescity sie w zakresach refe-
rencyjnych dla kurczgt brojlerow. Z punktu widzenia bezpieczehstwa konsumenta najwazniej-
szym wnioskiem jest, ze stosowanie kokcydiostatykdw w zalecanych dawkach i przy stosowaniu
zalecanych okreséw karencji jest bezpieczne, bowiem poziom pozostatosci kokcydiostatykdw
w tkankach kurczat jest minimalny, jesli sg w ogdle wykrywalne.

Zastosowanie ekstraktow ziotowych nie wptyneto negatywnie na metabolizowanie
i odktadanie w tkankach kokcydiostatykdw, pozytywnie wptywajgc na produkcyjnosé, status
zdrowotny i jako$¢ miesa. Schemat doswiadczenia przeprowadzonego na kurach nie$nych ilu-

struje Tabela 1.
Tabela 1. Schemat doswiadczenia 3.

Grupa Czynnik do$wiadczalny

1 — kontrolna

L-karnityna

Ostropest plamisty

Karczoch

Ostryz dtugi

Ostropest plamisty + karczoch

Ostropest plamisty + L-karnityna

Karczoch + L-karnityna

O O N o O A~ WN

Ostryz dtugi + L-karnityna

o

Ostropest plamisty + karczoch + L-karnityna
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Zastosowanie ostryzu oraz wybranych dodatkéw ziotowych obnizato aktywnosé enzymow wa-
trobowych (ASAT, LDH) oraz poziom lipiddw we krwi, w tym tréjgliceryddw i cholesterolu (zwtasz-
cza LDL). Najkorzystniejsze efekty uzyskano przy stosowaniu dodatkdw pojedynczo lub w wy-
branych kombinacjach, natomiast tgczenie ich z L-karnityng zazwyczaj nie poprawiato profilu
biochemicznego. Dodatki nie wptywaty istotnie na poziom stresu oksydacyjnego, jednak mie-
szanina ostropestu i karczocha ograniczata sttuszczenie wgtroby, podczas gdy ich tgczne za-
stosowanie z L-karnityng nasilato ten proces.

Gtownym celem badan w ramach celu 2. byto oznaczenie w testach wspdtczynnikdw
standaryzowanej (korygowanej) strawnosci jelitowej (SID) aminokwasdw zawartych w nasio-
nach bobiku, z uwzglednieniem ich aktualnej klasyfikacji ze wzgledu na zawartos¢ tanin skon-
densowanych (odmiana niskotaninowa oraz odmiana wysokotaninowa).

Zgodnie z najnowszymi pogladami wartosci wspdtczynnikdw SID poszczegdlnych ami-
nokwaséw charakteryzujg faktyczng warto$¢ zywieniowq biatka materiatéw paszowych, co
powoduje, ze mogqg stanowi¢ wazne kryterium w podejmowaniu decyzji o wyborze nasion bo-
biku z danej grupy odmianowej jako komponentu biatkowego mieszanek dla kurczgt brojleréw
we wczesnej i pdzniejszych fazach odchowu oraz utatwig dostosowanie tych decyzji do zmie-
niajgcej sie sytuacji na krajowym rynku roslinnych surowcodw biatkowych.

Hipoteza badawcza zaktadata, ze uwarunkowania fizjologiczne zwigzane z rozwojem
i motorykg przewodu pokarmowego oraz wydajnoscig sekrecyjng uktadu enzymatycznego
U kurczgt brojleréw w wieku 10, 20i 30 dni mogg znaczgco wptywacd na efektywnose tfrawienia
polipeptyddw i wchtaniania AA zawartych w tych nasionach oraz reakcje ptakdw na nieko-
rzystnie (antyzywieniowe) dziatanie tanin skondensowanych. Przyjeto wystepowanie rdznic
w strawnosci SID aminokwasdw u kurczgt w danym wieku wynikajgce zaréwno z udziatu tanin
w nasionach, jak i miedzy wiekiem ptakdéw w obrebie odmiany nisko- i wysokotaninowej. Uzycie
w testach poekstrakcyjnej sruty sojowej GMO (SBM) jako materiatu kontrolnego (referencyj-
nego) pozwolito sprawdzi¢ czy i w jakim zakresie strawnos¢ aminokwaséw bobiku rézni sie od
wartosci oznaczonych dla SBM u ptakdw danej grupy wiekowe;.

Bobik wysokotaninowy, odmiana BOBAS Bobik niskotaninowy, odmiana AMIGO
(Fot. 1. W. Szczurek). (Fot. 2. W. Szczurek).

Z punktu widzenia istotnosci dla praktyki, podsumowujgc uzyskane wyniki skupiono sie na
wspodtczynnikach SID dziewieciu aminokwasdw z grupy niezbednych dla drobiu, obejmujgcej
lizyne (Lys), metionine (Met), freonine (Thr), arginine (Arg), izoleucyne (lle), leucyne (Leu), histy-
dyne (His), waline (Val) i fenyloalanine (Phe) oraz na wartosci SID usrednionej dla wszystkich
tych aminokwasdw.
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Ponizej zebrano najwazniejsze obserwacje i wnioski:

1. W oparciu o poréwnanie réznic w wartosci wspdtczynnikdw SID, mozna oczekiwac znacznie
lepszego wykorzystania aminokwasdéw z biatka surowych nasion bobiku (zardbwno 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 sq bogatszym
zrédtem strawnych aminokwasdw, zwtaszcza metioniny, lizyny, treoniny, waliny ileucyny dla
kurczgt brojleréw 10- i 20-dniowych.

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

5. Uzyskane rezultaty mogaq stanowi¢ praktycznie przydatne zrédto informacii przy planowaniu
zastepowania $ruty sojowej surowymi nasionami bobiku w zywieniu brojlerdw na réznych
etapach wzrostu.

Zadanie 01-16-09-21
Opracowanie panelu badan kompleksowej oceny wtasciwosci i efektywnosci czynnikow
Zywieniowych z wykorzystaniem testéw in vitro, w tym hodowli komdrkowych i organoiddw
oraz weryfikacji na poziomie testdw na zwierzetach monogastrycznych.
kierownik zadania: dr hab. Anna Arczewska-Wtosek, prof. IZ PIB

Etapy badawcze realizowane w roku sprawozdawczym

1. Ocena wtasciwosci bioaktywnych i antyutleniajgcych wybranych czynnikdw zywieniowych:

a) wybdr dodatkdw paszowych do badan,

b) przygotowanie ekstraktow/olejkdw eterycznych z materiatdw roslinnych o potencjalnie
wysokich wtasciwosciach prozdrowotnych,

c) opracowanie zestawu analiz chemicznych wtasciwych dla danego rodzaju dodatkdw
paszowych,

d) przeprowadzenie analiz chemicznych okreslajgcych poziom substancji bioaktywnych
oraz wtasciwosci antyutleniajgce wybranych dodatkéw paszowych,

e) opracowanie otrzymanych wynikéw badan, przygotowanie rankingu najefektywniej-
szych dodatkdéw paszowych i sporzgdzenie raportu z realizacji celu.

2. Ocena aktywnosci mikrobiologicznej wybranych czynnikdw zywieniowych:
a) przeprowadzenie testdw mikrobiologicznych MIC i MBC dodatkdw paszowych wybra-
nych pod kgtem wptywu na jelitowq flore patogenng i probiotyczng swin i drobiu,
b) sporzgdzenie raportu z realizacji celu.

3. Ocena metodq in vitro wptywu wybranych czynnikéw zywieniowych na nabtonek jelitowy
Swini:
a) opracowanie metodyk dla modeli hodowli komdrkowej 2D i 3D organoiddw jelitowych
Swinskich,
b) okreslenie wptywu wybranych w poprzednich etapach badan dodatkdw paszowych na
przezywalno$¢ komodrek swinskiego nabtonka jelitowego, w szczegdinosci enterocytdw,
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stymulacje proceséw proliferacyjnych, apoptotycznych, charakteryzujgcych status
redoks, a takze istotne dla srodowiska jelitowego funkcje bariery jelitowej mierzonej mie-
dzy innymi za pomocqg metody TEER w warunkach hodowli komadrkowej 2D oraz hodowli
3D organoiddw.
4, Ocena metodq in vitro wptywu wybranych czynnikdw zywieniowych na nabtonek jelitowy

kury:

a) opracowanie metodyk dla modeli hodowli komdrkowej 2D i 3D organoiddw jelitowych
kurzych.

Opis wynikéw zadania

Ad 1. W badaniach wykorzystano kolejnych szes$¢ ekstraktdw roslinnych, z czego dwa byty
komercyjnie dostepne (szatwia i wrotycz), cztery wytworzono w Katedrze Technologii
Fermentacji i Mikrobiologii z komercyjnie dostepnych suszy (wyttoki z biatych winogron, wyttoki
z czerwonych winogron, tuski z cebuli i tupiny z czosnku (Fot. 1.).

Ekstrakty pozyskane z materiatu roélinnego (Fot. 1. Anna Arczewska-Wtosek).
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W celu oceny zawartosci dominujgcych komponentdw bioaktywnych w badanych prepara-
tach wykorzystano spektroskopie masowqg (MS) oraz chromatografie cieczowg o wysokiej
sprawnosci (HPLC).

Najwiecej polifenoli stwierdzono w suchych ekstraktach z wyttokdw z czerwonych wi-
nogron — dominowaty tam antocyjany, oraz z ekstraktach z tupin cebuli — przedstawiciele flo-
wonoiddw.

W ekstraktach z wyttokéw z winogron wérdd zwigzkdw lotnych dominowaty terpeny,
a w czerwonych, oprécz nich, sredniotancuchowe kwasy organiczne oraz estry. W ekstraktach
z cebuli i czosnku, w grupie komponentdw lotnych przewazaty substancje siarkoorganiczne,
przy czym zwtaszcza czosnek byt ich bogatym zrédtem.

W celu okreslenia aktywnosci przeciwutleniajgcej badanych substancii (Tabela 1.), pre-
paraty zostaty poddane czterem réznym chemicznym metodom oceny zdolnosci przeciwutle-
niajgce;.

Naijsilniejszg aktywnosciq przeciwutleniajgcg odznaczaty sie ekstrakty sporzgdzone
z wyttokdw z czerwonych winogron i tusek z cebuli. Suche ekstrakty z szatwii i wrotycza, prak-
tycznie nie zawieraty zwiqgzkdw charakterystycznych dia odpowiedniego materiatu roslinnego,
wptywato to na znikomag aktywnos¢ przeciwutleniajgcg.



Zaktady Naukowe

Tabela 1. Aktywnos¢ przeciwutleniajgca preparatéw fitobiotycznych.
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Ad 2. Wszystkie wytypowane ekstrakty przekazano do analizy aktywnosci mikrobiologiczne;.
W badaniach wykorzystano mikroorganizmy potencjalnie chorobotwoércze pochodzgce
z amerykanskiej kolekciji czystych kultur (American Type Culture Collection; ATCC): Escherichia
coli ATCC 25922; Salmonella enteritidis ATCC 13076; Salmonella Typhimurium ATCC 14028; Sta-
phylococcus aureus ATCC 29213; Candida albicans ATCC 24433; Clostridium perfringens ATCC
13124 oraz szczepy referencyjne mikroorganizmow probiotycznych pozyskanych z preparatéw
probiotycznych: Lactiplantibacillus plantarum 299v (DSM 9843; Sanprobi IBS); Lactobacillus rha-
mnosus GG (ATCC 53103; Dicoflor é); 25 Saccharomyces boulardii CNCM [-745 (Enterol). Eks-
trakty wykazywaty zblizong aktywnos$¢ przeciwmikrobiologiczng, przy czym na kultury pato-
genne najsilniej inhibujgco dziataty ekstrakty z wyttokdw z czerwonych winogron oraz z tupin
czosnku (Tabela 2.).

Tabela 2. Wartosci MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration, minimalne stezenie hamujgce) i MBC (ang. Minimal
Bactericidal Concentration, minimalne stezenie bakteriobdjcze)/ MFC (ang. Minimum Fungicidal Concentration,
minimalne stezenie grzybobdjcze) ekstraktdw roslinnych wzgledem badanych mikroorganizmdw. Wartosci wyrazone
sg w (mg/ml).
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Ad 3. i 4. Andlizy prowadzone na tym etapie wykonano na dwodch typach komorek $wini.
Pierwszg byta linia komdrkowa IPEC-J2, ktéra jest linig komercyjng $winskich enterocytdow
wyizolowanych z jelita czczego prosigt nie ssgcych. W oparciu o liczne dane literaturowe
komorki izolowano dziesiecioma réznymi sposobami (Fot. 2.). Testowano takze rézne sktady
pozywek hodowlanych oraz warunki prowadzenia hodowli.
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Izolacja enterocytdw swinskich (Fot. 2. Anna Arczewska-Wtosek).
s — .

-

Ekstrakty postanowiono przygotowywaé w dziewieciu réznych stezeniach rozpuszczonych
w 70% metanolu. Postepowanie to byto podyktowane faktem stworzenia analogicznych
wynikdw do tych otrzymanych w badaniach mikrobiologicznych.

Na komérkach przeprowadzono testy zywotnosci, proliferaciji oraz cytotoksycznosci (Fot. 3.)
oraz analize poziomu ROS. Analizy prowadzono po 6 i 24 godzinach inkubacji z ekstraktem.
Przeprowadzono takze analize przepuszczalnosci bariery jelitowej metodqg TEER.

Przyktadowa analiza cytotoksycznosci ekstraktu metodqg LDH.

Najbardziej efektywnym sposobem izolacji komdrek okazata sie metoda z wykorzystaniem
trawienia fragmentéw tkanki (2 h w temp 37°C), a nastepnie zatozenia hodowli eksplantatdw
oraz metoda opierajgca sie na wykorzystaniu homogenizatora do tkanek.

Najbardziej korzystna temperatura hodowli wynosita 38,5°C. Dla linii komdrkowej IPEC-
J2 wtasciwg pozywkqg okazata sie pozywka o sktadzie: DMEM/Ham's F12 (50:50) z dodatkiem
10% FBS, 1% suplementu glutamaks, 1% roztworu antybiotyku i zwigzku przeciwgrzybicznego
(AAS), 1% roztworu insulina- transferryna-selen (ITS), 1% roztworu podstawowych aminokwasdw
(BME), 1% roztworu endogennych aminokwasdw (MEM) oraz 5 ng/ml nabtonkowego czynnika
wzrostu (EGF). W przypadku wyizolowanych w laboratorium Instytutu Zootechniki PIB
enterocytéw zastosowano pozywke: o sktadzie 4:1 czyli 4 ml pozywki IPEC-J2 oraz 1 ml ODM
(IntestiCuli™ Organoid Differentiation Medium (Human)-StemCell Technologies).

Testy komérkowe wykonywane zostaty dia oceny wptywu 24 h inkubacji komérek z eks-
traktami do stezenia 3,3 mg/ml. Podyktowane byto to faktem, ze komorki hodowane w wyz-
szych stezeniach charakteryzowaty sie juz niekorzystnymi parametrami zywotnosci, niskim tem-
pem proliferacji, nastepowat wzrost stezenia reaktywnych form tlenéw oraz cytotoksycznosci.
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Zadanie 01-16-10-21
Wykorzystanie swini jako modelu w badaniach nad zaburzeniami funkcjonowania
bariery jelitowe.

kierownik zadania: prof. dr hab. Marek Pieszka

Na podstawie hipotezy badawczej sformutowano cele naukowe:

1. Ocena przydatnosci modelu $wini stuzgcego do analizy bariery jelitowe] u odsadzonych
prosigt.

2.  Ocena skutecznosci zastosowania dodatku do diety probiotyku lub liposomalnego eks-
traktu z gozdzika na bariere jelitowq i profil mikrobioty u odsadzonych prosigt.

3. Ocena efektywnosci dodatku do diety probiotyku lub liposomalnego ekstraktu z gozdzi-
kéw wspierajgcego proces dojrzewania przewodu pokarmowego prosigt po odsadzeniu
od lochy.

Materiat i metody

Doéwiadczenie wykonano w dwdch powtdrzeniach na 18 wieprzkach rasy DanBred i sktadato
sie z okresu przygotowawczego polegajgcego na socjalizaciji zwierzgt z personelem i oswojenia
sie z kojcami metabolicznymi (Rycina 1.). Prosieta ofrzymywaty pasze prestarter odsadzeniowy
bez dodatku antybiotykdw, w okresie od 28. do 42. dnia. Od 43. do 56. dnia zwierzeta bedq
otrzymywaty mieszanke starter (Tabela 1.). Od poczatku badan, tj. od 28. dnia byty podawane
z paszg dodatki: grupa | (kontrola — bez dodatku), grupa Il (probiotyk) oraz grupa
(liposomalny ekstrakt z gozdzikéw). Okres wtasciwy badan rozpoczgt sie w 43. dniu. Test
absorpcji cukréw i kolekcja moczu wykonano w 48. i 55. dniu zycia prosigt. W 56. dniu zwierzeta
zostaty usmiercone metodq standardowq. Krew, prébki katu i tkanek zostaty pobrane celem
dalszych analiz (zotgdek cze$¢ oddzwiernikowa, dwunastnica, jelito czcze cze$¢ poczgtkowa,
srodkowa i koncowa, jelito biodrowe, jelito krete).

Rycina 1. Schemat badan.
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Tabela 1. Dawkowanie dodatkdw paszowych.

Dawkowanie preparatéw gram/prosie

Rodzaj dodatku

Grupa | (kontrola) Grupa Il (probiotyk) Grupallll
(liposom)
Probiotyk (g) 0 2000 g probiotyku/ 0
prosie/dzien
Liposom (mg) 0 0 10 mL
liposaomalny ekstrakt z gozdzika
30 mg kwasu galusowego

W takcie doswiadczenia okreslano parametry zootechniczne prosigt m.in. mase ciata, $rednie
przyrosty masy ciata, pobranie paszy, 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 wykonano metodq spekirofotometryczng wykorzystujgc dedykowane zestawy
diagnostyczne firmy PZ Cormay SA, (Warszawa, Polska), postepujgc zgodnie z instrukcjg pro-
ducenta. Analizy CRP, IgG, i IgA wykonano za pomocg metody ELISA, wykorzystujgc zestawy
diagnostyczne ELISA Kit ( BT-Lab, Shanghai, Chiny). Pomiaréw dokonano na czytniku ELISA
- Magellan™ firmy Tecan Trading AG, (Szwajcaria). Aktywno$¢ sacharazy, laktazy i maltazy
w homogenatach btony $luzowe] oznaczono wedtug zmodyfikowanej metody Dahlquist’'a
(1964), z kolei aktywno$¢ aminopeptydaz A i N oraz dipepeptylopetydazy IV wedtug zmodyfi-
kowanej metody Maroux i in. (1973). Analize histologiczng tkanek przewodu pokarmowego
wykonano klasycznymi metodami barwienia tkanek wykorzystujgc eozyne i hematoksykline.
Ocenie zostaty poddane parametry, takie jak: wysokos¢ kosmkdw jelitowych, gtebokose krypt,
grubos¢ btony sluzowej i miesniowej, stosunek dtugosci kosmkdw do gtebokosci krypt (Bancroft
i Gamble, 2002). W badanych préobkach tresci jelita grubego oznaczono sktad mikrobiomu
korzystajgc z techniki (NGS — ang. next-generation sequencing). Analiza TEER — badanie prze-
puszczalnodci warstwy pojedynczych komodrek nabtonkowych poprzez pomiary rezystancii
elektrycznej (TEER, ang. Trans Endothelial Electrical Resistance) za pomocg aparatu The Millicell
ERS (Electrical Resistance System). Wykonano ocene wtasciwosci i efektywnosci czynnikéw zy-
wieniowych z wykorzystaniem testéw in vitro w hodowlach komérkowych.

Obliczenia statystyczne

Analize statystyczng dla parametrow zootechnicznych i fizyko-chemicznych wykonano stosu-
jgc jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, zastosowano testy post-hoc Tukeya z po-
prawkg 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
t odchylenie standardowe (SD). We wszystkich analizach wartos¢ P<0,05 uznano za statystycz-
nie istotng.

Analize statystyczng dla mikrobioty jelitowe]j przeprowadzono przy uzyciu oprogramo-
wania statystycznego R (wersja 4,2,2). Metryki réznorodnosci alfa obliczono po rozrzedzeniu na
gtebokosci 88 175 przy uzyciu pakietu rtk 0.2.6.1. Obliczone metryki obejmowaty wskazniki Rich-
ness, Evenness, Simpsona i Shannona.
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W celu wykazania istotnych réznic miedzy grupami, zastosowano nieparametryczny test Kru-
skala-Walllisa. Do oceny réznorodnosci beta, metryke odmiennosci Braya-Curtisa obliczono z
rozrzedzonych danych przy uzyciu pakietu vegan (wersja 2.6-4). Rdéznice miedzy analizowa-
nymi grupami oceniono przy uzyciu testu PERMANOVA.

Analiza réznicowej liczebnosci — rozrzedzone dane dotyczqgce liczebnosci poddano
transformacji 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.

Wyniki badan

Wtasciwa suplementacija diety prosigt zwigzkami zdolnymi do optymalnego utrzymania funkcji
jelit jest jednym z najefektywniejszych sposobdw na poprawe zdrowotnosci i produkcyjnosci
prosigt. Ponizej zestawiono i opisano uzyskane wyniki z badan zywieniowych i analiz laborato-
ryjnych.

Tabela 2. Parametry produkcyjne prosiat, srednie £ SD.

Grupy zywieniowe

Wyszczegdlnienie | Il Il SEM P
Masa kohcowa, (kg) 15.8 14,8 15.4 0,385 0,072
Pobranie paszy (g) Prestarter | 3415,17 2953,58 3134,83 110,27 0,238
Starter 7183,67 6537,83 6663,17 156,70 0.211
tqcznie 10598,83 9491,42 9798,00 252,66 0,186
Srednie dzienne Prestarter | 341,51 295,35 313,48 8,67 0,356
pobranie paszy (ADAL @) 7y e 478,91 435,85 444,21 10,45 0,211
tgcznie 423,95 379,65 391,92 10,11 0,186
Sredni przyrost dzienny | prestarter | 0,176 0175 0,161 001 0,855
(ADC. ) Starter 0,205 0,235 0,206 0,03 0,918
tqcznie 0,274 0,266 0,269 0,01 0,863
Zuzycie paszy na 1 kg Prestarter | 2,13 2,03 2,00 0,16 0,947
przyrostu (FCR. ka/kal g ier 3,49 3,15 3,13 0,52 0,476
tgcznie 1,56 1,56 1,46 0,03 0,334
Przyrost catkowity (g) Prestarter 1,76 1,75 1,61 0.1 0.855
Starter 3,07 3,52 3,10 0,45 0,918
tgcznie 6,848 6,197 6,725 0,22 0,477

ADG - przyrosty masy ciata; ADFI— dzienne zuzycie paszy; FCR — wspdtczynnik konwersji paszy, e —warto$ci w wierszach
oznaczone réznymi literami rdzniqg sie statystycznie przy P<0,05.

Obserwacje dotyczgce masy ciata prosigt oraz pobrania i wykorzystania paszy zostaty przed-
stawione w Tabeli 2. Suplementacja diety prosigt probiotykiem (gr. Il) wykazata tendencje do
wyzszej masy konhcowej prosigt w poréwnaniu do grupy kontrolnej (1) i grupy lll, otrzymujgcej
liposomalny ekstrakt z gozdzika (P = 0,072). Nie stwierdzono istotnych réznic w przyrostach masy
ciata prosigt w okresie od odsadzenia do 56 dnia zycia pomiedzy grupami zywieniowymi
(P =0,863). Srednie pobranie paszy przez prosieta przez caty okres doswiadczenia byto zblizone
i wynosito srednio 409,8 g. Nie stwierdzono takze istotnych réznic w srednim wskazniku wykorzy-
stania paszy FCR, ktéry miescit sie w granicy 1,46-1,56 kg/kg.
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Tabela 3. Ocena histometryczna uktadu pokarmowego prosigt w 56. dniu zycia.

Grupy zywieniowe
Parametry Narzgdy
| Il 1] SEM P
zotgdek 151,27 141,12 146,87 3,13 0,440
. jelito cienkie 762,150 592,88 @ 708,920 22,24 0,001
Masa narzgddw (g) —
jelito grube 287,63 271,28 270,88 7.84 0,638
watroba 349,85 313,98 350,98 6,99 0,960
zotgdek 4,355 3.42 3,75 0,22 0,241
H dwunastnica 6,04 6,03 6,18 0,08 0,692
P cienkie 5,64 5,56 5,78 0,05 0,245
grube 6,24 6,47 6,45 0,07 0,284
dwunastnica 20,00 @ 25,17 22,83 a0 0,788 0,016
Dtugos¢, cm cienkie 1197,50 1130,67 1232,83 29,03 0.367
grube 250,00 244,00 228,00 6,92 0,432

ab— wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0,05.

Ocena histometryczna wykazata istotne zréznicowanie w masie jelita cienkiego pomiedzy
grupg Il a grupg | i lll P<O,001. Stwierdzono istotnie dtuzszg dtugosé dwunastnicy u prosigt
otrzymujgcych probiotyk w poréwnaniu do grupy | lll P<0,016 (Tabela 3.).

Tabela 4. Parametry tandemowego spektrometru mas dla poszczegdlnych analitéw.

Analit Jon Jon Q1 (V)* g2 CE (V)** Q3 (V)*
pseudomolekularny fragmentacyjny

Mannitol 181,2 89,0 12 16 20

Sacharoza 341,1 179.0 12 15 15

Laktuloza 341,1 161,0 16 9 13

Rafinoza 503,1 179,2 24 24 15

* napiecie wstepne na kwadrupolu, ** energia kolizji w celi kolizyjnej.

Tabela 5. Wyniki analizy chromatograficznej zawartosci: mannitolu, laktulozy i sacharozy w moczu prosigt metodg LC-
MS.

Grupa Mannitol Sacharoza Laktuloza Rafinoza

pg/mL = SD png/mL = SD png/mL = SD png/mL = SD
I 78,53%1,63A 41,19£1,01A 39,17%1,65A 34,97+0,924
I 165,61%3,168C 53,25%1,04 48 77,49+2,298 67,82+0,47®
Il 186,54%5,26 ¢ 74,771,788 154,75+3,14¢ 99,54+1,47¢
P 0,01 0,01 0,01 0,01

AB —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rdzniqg sie statystycznie przy P<0,01.

W wyniku przeprowadzonego testu absorpcji cukréw przeanalizowano mocz prosigt pod kg-
tem zawarto$ci mannitolu, sacharozy, laktulozy i rafinozy metodg LC-MS (Tabela 5.). Stwier-
dzono wysokoistotne zréznicowanie w zawartosci mannitolu, sacharozy, laktulozy i rafinozy po-
miedzy grupami (P<0,01). Najwyzsze stezenia cukréw stwierdzono w moczu prosigt otrzymujg-
cych w diecie liposomalny roztwér gozdzikdw odpowiednio 186,54; 74,77; 154,75 ; 99,64 ug/mL,
nastepnie w grupie ofrzymujqgcej probiotyk 165,61; 53,25; 77,49; 67,82 ng/mL. Najnizsze stezenia
cukréw stwierdzono w grupie kontrolnej, odpowiednio: 78,3; 41,19; 39,17 i1 34,97 ug/mL.
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Rycina 2. Przyktadowe obrazy mikroskopowe pokazujgce przekréj jelita czczego Sekcje zostaty wybrane losowo,
Il - liposom), barwienie H&E, powiekszenie 5-krotne.

T T
N =
Lo, il

Tabela 6. Aktywnos¢ enzymdw rgbka szczoteczkowego jelita czczego prosigt (nM/min/mg biatka).

Grupy zywieniowe*
Enzymy .
Czesc jelita | +SD Il +SD 1l +SD SEM p-wartos¢
Prosieta (sztuka) 6 6 6
Sacharaza Prox 045 | 009 | 050 |010| 046 012 | 011 0,125
Mid 0692 | 0,11 | 099 | 009 | 0700 | 0,11 | 0,038 0,032
Dist 030 | 001 | 031 [002]| 040 |002| 0010 0,078
Laktaza Prox 1054 | 311 | 944 | 331 | 1006 | 202 | 1,05 0,242
Mid 1234 | 084 | 1416 | 1,19 | 11,11 | 1,09 | 078 0,116
Dist 9,12 1,14 | 11,80 | 1,41 | 896 | 0,76 0,81 0,184
Maltaza Prox 7,22 114 | 884 | 132 758 | 138 | 092 0,374
Mid 4940 | 098 | 886> | 1,10 | 551a | 0,95 | 0,44 0,046
Dist 402 | 041 | 668 | 048 | 488 | 056 | 032 0,098
Dipeptydaza IV Prox 148 | 035| 1,66 | 058 | 1,51 | 060 | 033 0,116
Mid 1,64 | 042 | 1,84 | 066 | 1,48 | 050 | 020 0,098
Dist 1,80 | 044 | 1,96 | 066 | 1,78 | 060 | 022 0,284
Aminopeptydaza N Prox 312 | 052 | 442 | 058 | 318 | 059 | 036 0,094
Mid 4,640 | 0,54 | 6900 | 0,52 | 4500 | 044 | 0,39 0,038
Dist 384 | 066 | 502 |064| 376 | 061 | 035 0,106
Aminopeptydaza A Prox 555 | 059 | 635 |062| 542 | 054 | 042 0,156
Mid 490 | 067 | 538 |054| 568 | 056 | 047 0,216
Dist 304 | 059 | 436 |092| 502 | 049 | 021 0,192

* _jak w Tabeli 2.
ab— wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami réznig sie statystycznie przy P<0,05.

W Tabeli 6. zamieszczono wyniki analizy aktywnosci enzymdw rgbka szczoteczkowego jelita
czczego prosigt. Stwierdzono istotny wzrost aktywnosci sacharazy i maltazy w czesci srodkowej
jelita czczego w grupie Il w poréwnaniu do grupy kontrolnej (1) i grupy Il odpowiednio (P<0,038
i P<0,046). Obserwowano takze w grupie Il istotnie wyzszg aktywno$é aminopeptydazy N
w poréwnaniu do grupy |illl (P<0,012),
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Tabela 7. Analiza hematologiczna krwi prosigt pobranej w 56. dniu zycia.

Grupy zywieniowe*

Wskazniki morfotyczne krwi | Il 1l SEM P

WBC, 103/uL 12,49 10,87 13,11 0,962 0,632
LYM, % 57,70 63,04 61,06 2,017 0,597
MON, % 7,64 6,23 3,91 0,823 0,184
GRA, % 34,66 30,72 51,11 6,170 0,366
LYM, 103/pL 7,08 6,71 8,03 0,576 0,641
MON, 103/uL 0,99 0,64 0,56 0,134 0.418
GRA, 103/uL 4,44 3,52 4,53 0,412 0,561
RBC, 108/uL 6,19 de 535d 6,46 e 0,220 0,082
HGB, g/dL 10,05 9,06 10,59 0,412 0,301
HCT, % 36,47 32,59 38,80 1,370 0,160
MCV, um? 58,92 60,62 60,31 0,754 0,668
MCH, pag 16,22 16,85 16,46 0,309 0.731
MCHC, g/dL 27.58 27.76 27.26 0,357 0.853
RDWC, % 17.89 17.32 17,82 0,254 0,628
RDWS, fl 36,98 37,84 36,60 0,776 0.812
PLT, 103/uL 118,89 @ 158,15¢ 306,87 p 26,098 0,002
MPV, fl 8,56 a 8,04 ab 7.59b 0,154 0,031
PCT, ng/mL 0,105 @ 0,128 a 0,233 b 0,019 0,006
PDW, % 41,42 d 37,18 de 30,73 ¢ 1,895 0,061
PLCR 18,50 @ 14,79 ab 11,840 0,905 0,004

* _jak w Tabeli 2.
ab— wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0,05.

W Tabeli 7. przedstawiono wyniki analizy hematologicznej. Stwierdzono istotnie wyzszg zawar-
to$¢ ptytek krwi oraz prokalcytoniny (PCT) w grupie I, w poréwnaniu do grupy | i lll P<0,002.
W grupie Il obserwowano takze istotnie nizszy poziom czerwonych krwinek oraz srednig obje-
tos¢ krwinek (MPV) w pordwnaniu do pozostatych grup odpowiednio — P = 0,082 0,031. Stwier-
dzono istotnie podwyzszony procentowy wskaznik objetosci ptytek krwi (PLCR), w grupie kon-
trolnej (1) i grupie (Il) P< 0,004.

Tabela 8. Zawartos¢ wybranych wskaznikdw biochemicznych w surowicy krwi prosigt 56. dniu zycia.

Wskazniki biochemiczne Grupy zywieniowe™

I I I P SEM
CHOL, mg/dl 90,83 97.25 98,08 0,245 1,900
LDL-D, mg/dl 35.80 37.82 35,70 0,789 1,342
HDL-D, mg/dl 42,44 44,98 42,77 0,614 1,091
ALB, g/dI 3,58 3,46 3,40 0.316 0,047
TG, mg/dl 41,06 31,84 43,12 0,422 3,611
IRON, ug/dl 178,95 179,38 198,99 0,644 9,153
UREA, mg/dl 6,434 ab 9,058 b 54750 0,010 0,543
TP, g/dl 4,553 4,516 4,516 0,989 0,114
CK, U/l 1691,56 1360,58 1745,66 0.776 278,68
Amyl eps, U/l 2628,77 2759,72 2118,70 0,326 174,05
CREA enz, mg/dl 0,791 0.722 0,709 0,563 0,032
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GLU hex, mg/d 110,72 119,95 115,36 0,416 2,824
LIPA, U/L 10,37 4 10,43 ¢ 9,60 de 0,078 0,186
MG, mg/dl 2,73 2,38 de 2,2164 0,083 0,167
Ca ARS, mg/dl 12,86 11,95 12,39 0,139 0,195
ALP, U/I 360,17 340,00 385,50 0,102 8.820
AST, U/L 88,250 48,29 @ 68,29 ab 0,003 5,331
ALT, U/L 96,77 ¢ 66,684 83,48 de 0,051 5,222
GGT, U/l 68,44 55,46 45,16 0,200 5,256

ab— wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0,05.

Analiza wybranych wskaznikdw biochemicznych w surowicy krwi odpowiedzialnych na prze-
miany weglowodandw, ttuszczéw oraz biatek wykazata istotne réznice we wskaznikach wgtro-
bowych, m.in. w AST i ALT, gdzie stwierdzono istotne ich obnizenie w grupie ofrzymujgcej pro-
biotyk w poréwnaniu do pozostatych, odpowiednio: P<0,003 i P<0,051. Natomiast istotne obni-
zenie poziomu mocznika, stwierdzono w surowicy prosigt otrzymujgcych liposomalny ekstrakt
z gozdzikéw P<0,010. Obserwowano takze w tej grupie tendencje do obnizonego poziomu ma-
gnezv i lipazy odpowiednio P = 0,078 i P = 0,083

Sktad mikrobiomu jelitowego i profilowanie réznorodnosci

W osiemnastu mikrobiomach katowych prosigt (po sze$¢ na grupe) struktura spotecznosci na
poziomie typu byta zdominowana przez Bacillota we wszystkich grupach, ze Sredniq (+ SD)
wzgledng liczebnosciq wynoszgcq 88,2 + 3,6% w grupie kontrolnej, 88,1 + 3,8% w grupie probio-
tyczneji 90,1 = 1,3% w grupie liposomalnego ekstraktu z gozdzikéw (Rycina 3.A). Bacteroidota
i Actinobacteriota stanowity kolejne najliczniejsze typy (grupa kontrolna: odpowiednio 3,9
+3,1% i 4,3 £ 1,8%). Efekty leczenia w te] randze taksonomicznej byty niskie: Bacillota wzro-
sta o 1,9 punktu procentowego po zastosowaniu ekstraktu z gozdzikdw, podczas gdy Bactero-
idota i Actinobacteriota réznity sie srednio o <1 punkt procentowy w poréwnaniu z grupq kon-
tfrolng. Bardziej widoczne byty state redukcje Spirochaetota w przypadku obu interwenciji (kon-
trola 1,50 + 1,41%; probiotyk 0,30 £ 0,15%; ekstrakt z gozdzikéw 0,12 £0,13%), ktérym towarzyszyto
niewielkie zmniejszenie liczebnosci Pseudomonadota (kontrola 1,20 + 0,63%; probiotyk 0,73
*0,23%; ekstrakt z gozdzikdw 0,88 £ 0,17%).

Patescibacteria wykazywaty rozbiezne zachowania — nizsze w przypadku probiotyku
i wyzsze w przypadku ekstraktu z gozdzikéw, jednak nadal stanowity niewielki sktadnik. Sktad
na poziomie rodzaju byt wyrazniejszy miedzy interwencjami. Kontrole charakteryzowaty sie wy-
sokg wzgledng liczebnosciqg Lactobacillus (srednio 19,36%) i Streptococcus (14,78%) (Rycina
3. B). Oba rodzaje leczenia znaczgco zmniejszyty liczbe paciorkowcdw (Streptococcus), zbli-
zajgc sie do wartosci wyjsciowych w grupie probiotycznej (Srednio 0,06%) i redukujgc do 3,42%
w przypadku ekstraktu z gozdzikdw. Natomiast liczba bakterii Lactobacillus spadta z 19,36%
w grupie kontrolnej do 13,19% w grupie probiotycznej i 16,48% w grupie z ekstraktem z gozdzi-
kéw, podczas gdy liczba bakterii Limosilactobacillus wzrosta w obu grupach, najbardziej wi-
doczna w przypadku ekstraktu z gozdzikéw (grupa kontrolna 3,71%; grupa probiotyczna 5,73%;
grupa z ekstraktem z gozdzikdw 9,82%). Kilka dodatkowych rodzajow Bacillota wykazato
zmiany zalezne od leczenia. Liczba bakterii Clostridium sensu stricto 1 wzrosta w grupie probio-
tycznej (12,55% w porédwnaniu z 9,25% w grupie kontrolnej), ale spadta w przypadku ekstraktu
z gozdzikdw (2,45%), podczas gdy liczba bakterii Terrisporobacter wzrosta w grupie probiotycz-
nej (8,14% w porébwnaniu z 4,43% w grupie kontrolnej) i spadta w przypadku ekstraktu



Zaktady Naukowe

z gozdzikdw (1,78%). Rodzaje zwigzane z produkcjg krétkotancuchowych kwasdw ttuszczo-
wych z Lachnospiraceae i Ruminococcaceae wykazaty selektywne wzbogacenie, szczegdl-
nie w grupie z ekstraktem z gozdzikdw, takie jak Blautia (4,18% w porédwnaniu z 1,46% w grupie
kontrolnej), Subdoligranulum (5,17% w pordwnaniu z 3,02%) i Phascolarctobacterium (2,69%
w poréwnaniu z 0,52%). Grupa probiotyczna wykazata mniejsze lub mieszane zmiany w tych
taksonach (Subdoligranulum 1,98%; Phascolarctobacterium 0,35%). Wsréd mniej licznych ro-
dzajow, liczba Treponema zmniejszyta sie po zastosowaniu obu interwencji (kontrola 1,45%; pro-
biotyk 0,20%; ekstrakt z gozdzikéw 0,12%), a liczba Turicibacter byta wyraznie nizsza po zastoso-
waniu ekstraktu z gozdzikdw (0,07% w pordwnaniu z 1,04% w grupie kontrolnej).

Rycina 3 ai 3 b. Wykresy stupkowe wzglednej liczebnosci na poziomie typu (A) i rodzaju (B) mikrobiomdw katowych
z grupy kontrolnej, grupy probiotycznej (grupa ll) i grupy ekstraktéw gozdzikowych liposomowych (grupa lil).
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Podsumowujgc, sktad na poziomie typu bakterii pozostat zasadniczo podobny we wszystkich
grupach z jednolitg dominacjg Bacillota, z niewielkimi przesunieciami, podczas gdy profile na
poziomie rodzaju réznity sie miedzy obiema interwencjami i grupami kontrolnymi. Oba rodzaje
intferwenciji doprowadzity do zmniejszenia liczby Streptococcus i redystrybucji bakterii Lactoba-
cillus (zmniejszajgc liczbe bakterii Lactobacillus przy jednoczesnym wzroscie liczby bakterii Li-
mosilactobacillus), ale probiotyk preferencyjnie zwiekszyt liczbe Clostridium sensu stricto 1 i Ter-
risporobacter, podczas gdy ekstrakt z gozdzikdw selektywnie wzbogacit Blautia, Subdoligranu-
lum i Phascolarctobacterium. Wyniki te wskazujqg, ze pomimo stabilnej architektury na poziomie
typu, inferwencje te powodujg odmienne rekonfiguracje na poziomie rodzaju mikrobioty jeli-
towej bogatej w Bacillota. Aby oceni¢c wptyw suplementacji na réznorodnos¢ mikrobiolo-
giczng, dokonalismy ilosciowej oceny réznorodnosci, a w prébie, wykorzystujgc zaobserwo-
wane wskazniki ASV, Chaol, Shannona i Simpsona w trzech grupach. Wskazniki bogactwa mi-
krobiologicznego, w tym zaobserwowana liczba ASV i oszacowania Chaol, byty zasadniczo
podobne we wszystkich grupach, ze znacznym naktadaniem sie rozktaddw i brakiem staty-
stycznie istotnych réznic w porédwnaniach parami (adnotowane wartosci p wynosity 0,7-1,0).

Wskazniki réznorodnosci i rOwnomiernosci wykazywaty podobny wzorzec. Wartosci réz-
norodnosci Shannona byty nieznacznie podwyzszone w obu grupach interwencyjnych w po-
réwnaniu z grupg kontrolng, podczas gdy rownomiernos$¢ Simpsona byta najwyzsza w grupie
z ekstraktem z gozdzikéw. Jednak zadna z tych réznic nie osiggneta istotnosci statystycznej (ad-
notowane wartosci p wynosity 0,2-1,0). Analiza réznorodnosci a sugeruje, ze w ramach ograni-
czenh tej ograniczonej liczebnosci proby, zadna ze strategii suplementacii nie spowodowata
istotnej zmiany w bogactwie mikrobiologicznym ani rownomiernosci. Bogactwo (Obserwo-
wane, Chaol) pozostato stabilne, co sugeruje brak zauwazalnych zmian w liczbie obecnych
taksondw mikroorganizmdw. Chociaz indeksy Shannona i Simpsona wykazaty niewielkie trendy
wzrostowe, szczegdlnie w przypadku rownomiernosci Simpsona w Grupie lll, prawdopodobnie
odzwierciedlajg one umiarkowane redystrybucje wzglednej liczebnosci, a nie wyrazng rotacje
taksonomiczng.

Reasumujgc, chociaz istnieje kierunkowa sugestia na nieznacznie zwiekszong rowno-
mierno$¢ zbiorowisk, dane nie potwierdzajq istotnych zmian w réznorodnosci alfa w przypadku
zadnej z interwencji przy obecnej mocy statystycznej.

Rycina 4. Wykresy skrzypcowe wskaznikdw réznorodnosci a (bogactwo obserwowane, Chaol, Shannon i Simpson)
dla mikrobiomdw katowych grupy kontrolnej, grupy probiotycznej (grupa ll) i grupy liposomalnych ekstraktéw
gozdzikowych (grupa lll).
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Rycina 5. Analiza gtéwnych wspdtrzednych (PCoA) odlegtosci beta-réznorodnosci.
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Do analizy istotnosci zastosowano testy Manna-Whitneya z poprawkg Benjaminieg Hochberga.
Anadliza wspdtrzednych gtownych (PCoA) oparta na réznicach miedzy prébkami ujawnita
umiarkowany, cze$ciowo ustrukturyzowany podziat spotecznosci mikrobiologicznych wedtug
grup interwencyjnych. Pierwsze dwie osie PCoA wyjasniaty 34,59% (PCol) i 16,93% (PCo2) wa-
rianciji w sktadzie spotecznosci. Probki kontrolne byty gtéwnie roztozone w kierunku ujemnego
krana PCo1, podczas gdy obie grupy interwencyjne (grupy Il lll) miaty tendencje do skupia-
nia sie blizej Zrédta lub dodatnich wartoéci PCol. Pomimo tych kierunkowych trenddw, ogdine
rozktady probek wykazaty znaczne naktadanie sie w przestrzeni ordynacji. Aby formalnie oce-
ni¢ réznice miedzy grupami, przeprowadzono test PERMANOVA (9999 permutacji). Czynnik in-
terwencji wyjasniat okoto 28,2% catkowitej wariancji (R? = 0,282), ale efekt ten nie osiggnagt
istotnosci statystycznej (F = 1,18, p = 0,227). Wyniki te sugerujq, ze chociaz suplementacja moze
wptywac na sktad spotecznosci w sposdb kierunkowo spdjny, zaobserwowane zmiany sg nie-
wielkie i nieistotne statystycznie przy obecnej liczebnosci proby. Naktadanie sie wynikdw mie-
dzy grupami wskazuje, ze ogdina struktura mikrobioty pozostaje zasadniczo podobna pomimo
interwencii.

Ocena wtasciwosci i efektywnosci czynnikdw zywieniowych z wykorzystaniem testéw in vitro
w hodowlach komdrkowych.

W komédrkach poddanych dziataniu ekstraktow przez dwadziescia cztery godziny, zywotnosé
komoérek byta zmniejszona w poréwnaniu z grupg kontrolng w przypadku stezel 200 mg/I
(p <0,002) i 1000 mg/I (p <0,001). W przypadku komdrek poddanych dziataniu ekstraktow przez
sze$¢ godzin wyniki sg niemal identyczne; zaobserwowano statystycznie istotnie nizszg zywot-
nos$¢ komodrek w hodowli komdrkowej w przypadku stezel 200 mg/l i 1000 mg/I (p < 0,001)
ekstraktu z gozdzikdw. Cytotoksyczno$é mierzona w komaérkach po é-godzinnej ekspozyciji na
ekstrakty wykazata statystycznie istotny wzrost w komaérkach hodowanych przy dwdch najwyz-
szych stezeniach (p < 0,05). W przypadku 24-godzinnej ekspozycii cytotoksycznos¢ wzrosta sta-
tystycznie tylko przy najwyzszym stezeniu (p < 0,001). Ponadto, nie zaobserwowano wptywu na
zywotnosc i cytotoksycznosé komédrek hodowanych z 1% i 6% rozpuszczalnikiem ekstraktu (70%
etanolem).
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Rycina é. Wykres procentowej zywotnosci enterocytdw swinskich w funkcji logarytmu stezenia ekstraktu z gozdzikdw.
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Wartosci IC50 dla 6-godzinnej ekspozycji wynosity 890,8 mg/l, a dla 24-godzinnej 593,4 mg/I.
Interesujgce jest, ze najwyzsze stezenie gozdzikdw podczas é-godzinnej ekspozycji miato wta-
Sciwosci antyoksydacyjne i statystycznie istotnie zmniejszato poziom ROS (p < 0,05), podczas
gdy 24-godzinna ekspozycja miata odwrotny efekt i statystycznie istotnie zwiekszata poziom
ROS (p < 0,001). Nie stwierdzono istotnych réznic w pozostatych grupach badawczych. Nie
zaobserwowano réwniez wptywu na poziom ROS w komérkach hodowanych z 1% i 6% rozpusz-
czalnikiem ekstraktu (70% etanolem).

Rycina 7. Wptyw réznych wartosci ekstraktu z koniczyny na produkcje ROS w enterocytach $winskich.
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Rycina 8. Przeznabtonkowy opdr elektryczny w enterocytach (TEER) po dodaniu ekstraktu z gozdzikéw. TEER
rejestrowano po 6 i 24 godzinach ekspozycji na ekstrakt.
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Ta sama wielka litera (A) oznacza statystycznie wysoce istotne réznice (p < 0,005)
w jednokierunkowej analizie wariancji (ANOVA) z nastepowym testem post hoc Tukeya.

Spadek przeznabtonkowego oporu elektrycznego (TEER) wskazuje na zaburzenie integralnosci
nabtonka. Stezenia ekstraktu z gozdzikdw do 300 mg/I nie wptywajg negatywnie na TEER i nie
powodujqg jego spadku w ciggu 24 godzin po ekspozycji. Zaobserwowano statystycznie istotne
réznice (p < 0,005) po 24-godzinnej inkubacji komdrek z ekstraktem z gozdzikdw w stezeniu
400 mg/I. Nie zaobserwowano zadnych zmian po 6 godzinach inkubacji przy tym stezeniu. Ste-
zenia powyzej 400 mg/I statystycznie istotnie obnizaty warto$¢ TEER nawet po 6 godzinach in-
kubaciji (p <0,005).

Whnioski i stwierdzenia

1. Opracowana procedura potwierdzita przydatnos$¢ zastosowanego protokotu badawczego
do analizy integralnosci bariery jelitowej na przyktadzie rosngcych prosigt.

2. Zastosowane interwencje zywieniowe wykazaty pozytywny wptyw na integralno$¢
i wzmocnienie bariery jelitowej u odsadzonych prosigft.

3. Zastosowanie interwenciji zywieniowej poprzez dodatek do diety preparatu probiotycznego
lub liposomalnego ekstraktu z gozdzika moduluje mikrobiote jelitowq, ochrania przed
bakteriami chorobotwdrczymi i zaburzeniami zotgdkowo-jelitowymi.

Zadanie 04-16-06-11
Dtugoterminowy wptyw sktadu paszy statej podawanej w pierwszych tygodniach
Zycia na funkcjonowanie zwacza i wartos¢ uzytkowq bydta mlecznego.
kierownik zadania: dr hab. Pawel Gérka, prof. IZ PIB

W ramach realizowanego zadania okreslony zostanie dtugoterminowy wptyw sktadu paszy sta-
tej podawanej cieletom ras mlecznych na funkcjonowanie zwacza i najwazniejsze wskazniki
produkcyjne (wydajno$¢ mleczna, podatno$¢ na choroby). Zaktada sie, ze powszechnie prak-
tykowane podawanie cieletom ras mlecznych pasz tresciwych do woli od pierwszych dni
zyciq,
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pomimo szeregu zalet, ma réwniez negatywne, dtugoterminowe konsekwencje, ktére do tej
pory nie byty brane pod uwage w praktycznym zywieniu tej grupy zwierzgt. Uscislajgc, wyniki
dostepnych badan wskazujg, ze pobranie przez cieleta pasz treSciwych przyspiesza rozwdj
strukturalny i funkcjonalny nabtonka zwacza. Przektada sie to na wieksze pobranie paszy statej
i przyrosty masy ciata i jednoczesnie prowadzi do bardzo niskiego pH w zwaczu zwierzgt, opdz-
nienia w rozwoju jego pojemnosci oraz oddalenia w czasie rozwoju odruchu przezuwania. Wy-
niki niektérych badan wskazujg, ze sytuacja taka moze mie¢ dtugoterminowe, negatywne kon-
sekwencje dla zwierzecia. Niskie pH w zwaczu w poczgtkowym okresie zycia moze dtugotermi-
nowo modyfikowac/programowac sktad mikroorganizméw zasiedlajgcych ten odcinek prze-
wodu pokarmowego, co ma decydujgcy wptyw na przebieg procesdw trawiennych u przezu-
waczy. Ponadto moze zwieksza¢ podatnosé zwacza na niskie pH w zyciu dorostym lub tez mo-
dyfikowac jego reakcje na czynniki zywieniowe w sposdb, ktdry moze prowadzi¢ do pogorsze-
nia wykorzystania sktadnikdw pokarmowych. W efekcie przeprowadzone badania mogqg zmie-
ni¢ obecne podejicia do zywienia cielgt ras mlecznych. W ujeciu szczegdtowym, w ramach
projektu okreslony zostanie wptyw sktadu podawanej paszy state] w pierwszych tygodniach
zycia na: 1) wydajnosé¢ mleczng krow oraz podatnodé na choroby w pierwszej laktacii; 2) wy-
brane markery funkcjonowania zwacza (pH, przezuwanie); 3) wybrane wskazniki bioche-
miczne krwi charakteryzujgce wydolno$¢ metaboliczng organizmu oraz jego adaptacje do
rozpoczetej laktacji. Oczekuje sie, ze wyniki badan mogqg by¢ punktem wyjscia do zdecydo-
wanej zmiany obecnie praktykowanego zywienia cielgt ras mlecznych i zastgpienia powszech-
nie podawanych im pasz tfre$ciwych paszami objetosciowymi.

Zatozenia metodyczne

Doswiadczenie jest wykonywane na 200 jatdwkach ras mlecznej, ktdre bedq przebywaty w do-
$wiadczeniu do ukonczenia 100. dnia laktacji, w celu okredlenia dtugoterminowego wptywu
podawanej paszy state] w pierwszym okresie zycia na produkcyjnos¢ zwierzat. Zwierzeta przy-
dzielone do badan (cieleta w wieku poczgtkowym nie przekraczajgcym 15 dni zycia) zostaty
rozdzielone do jednejz dwdch grup doswiadczalnych, réznigcych sie podawang paszqg statq
w pierwszych tygodniach zycia, fj. ofrzymujgcej mieszanke tresciwa, ktdrej gtéwnym sktadni-
kiem sq ziarna zbdz (Grupa A); otrzymujqcej sieczke z siana (Grupa B). Doswiadczalne pasze
bedg podawane zwierzetom przez okres pierwszych 12 tygodni zycia, po czym bedqg zywione
typowqg dawkqg pokarmowq dla rosngcych jatdwek.

Doswiadczenie zostanie podzielne na trzy etapy:

1. okres zywienia preparatem mlekozastepczym oraz 2-4 tygodnie po zakohczeniu jego
podawania, w czasie ktérych zwierzeta bedq jednoczesnie zywione doswiadczalnymi
paszami statymi,

2. okres od 2 do 4 tygodni po zakohczeniu zywienia preparatem milekozastepczym do
wycielenia,

3. pierwsze 100 dni laktacii.

W trakcie do$wiadczenia monitorowane bedg nastepujgce parametry: pobranie paszy, masa
ciata zwierzat, ich aktywnos¢ (z wykorzystaniem czujnikdw montowanych na ciele, w tym po-
miar czasu przezuwania), wybrane wskazniki metaboliczne krwi, kondycja zwierzat, pH zwacza
oraz wydajno$¢ mleczna.
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Syntetyczny opis wynikéw

Zadanie jest w trakcie realizacji. Wstepne wyniki pierwszego etapu badan nie wskazujg na
istotne réznice w pobraniu paszy i przyrostach masy ciata jatdwek.

Iwierzeta przydzielone do pierwszego etapu badan (Fot. P. Gérka).
-
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Zaktad Systeméw i Srodowiska Produkcii
kierownik: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Zadanie 01-17-07-11
Przyrodniczo-produkcyjne nastepstwa proceséw recesywnych o charakterze dezagraryza-

cji i dezanimalizacji w obszarach chronionych Wyzyny Krakowsko-Czestochowskiej.
kierownik zadania: dr Kamila Musiat

Gtéwnym celem zadania badawczego byto zdiagnozowanie stanu zaawansowania proceséw
recesywnych, a zatem dezagraryzacji i dezanimalizacji na obszarach chronionych i znajdujgcych
sie w ich bezposrednim sgsiedztwie, w obrebie Wyzyny Krakowsko-Czestochowskiej.

Wykonanie badan stuzyto pogtebieniu wiedzy w zakresie istniejgcego stanu rolniczej prze-
strzeni produkcyjnej oraz siedlisk przyrodniczych, ktére bezposrednio jg otaczajg w wybranym ob-
szarze analiz.

Badania prowadzone w latach 2023-2025 obejmowaty realizacje badan terenowych
o charakterze ankietowym, a w wybranych gminach réwniez badah o charakterze przyrodni-
czym. Przygotowane zostaty stosowne formularze ankiet, ktére nastepnie zostaty wykonane
w uktadzie gmin i objety wszystkie gminy wiejskie, miejsko-wiejskie, a takze nieliczne miejskie, znaj-
dujgce sie na obszarze makroregionu o nazwie Wyzyna Krakowsko-Czestochowska. Badania te
o charakterze ocen eksperckich prowadzone byty we wszystkich czterdziestu czterech gminach
zaliczonych do tego obszaru, poprzez wyjazdy terenowe bezposrednio do gmin. Postuzyto temu
takze wsparcie Matopolskiego oraz Slgskiego Oérodka Doradztwa Rolniczego, jak rowniez Izb Rol-
niczych z tych dwdéch wojewddztw.

W kazdej gminie przeprowadzono dziesie¢ ankiet. Uzyskane i opracowane wyniki badan,
umozliwity ocene rolniczej przestrzeni produkcyjnej w obszarach znajdujgcych sie w obrebie lub
bliskim sgsiedztwie parkéw krajobrazowych. W gtéwnej mierze analizy dotyczyty obszaru Parku
Krajobrazowego Orlich Gniazd oraz jego otuliny, poniewaz w czeséci badan w woj. matopolskim
pokrywat sie on z obszarem szesciu gmin, natomiast w woj. §igskim obejmowat osiemnascie gmin.
Ponadto, obszar badan pokrywat sie takze z obszarami innych parkdw krajobrazowych wraz zich
ofulinami, jakimi byty: Dtubnianski PK, PK Dolinki Krakowskie, Rudnianski PK oraz Tenczynski PK.
Analizy dotyczyty oceny oddziatywania obszaréw chronionych na rolnictwo, na podstawie da-
nych dotyczqcych gospodarki rolnej oraz dezagraryzacji produkcyjnej, w tym porzucania chowu
inwentarza, a zatem dezanimalizacii, na terenie poszczegdlnych gmin, jak rowniez wptywu tych
procesdw recesywnych na przyrodniczy ksztatt przestrzeni rolno-leénej na terenach chronionych
lub z nimi sgsiadujgcych.

Wyzyna Krakowsko-Czestochowska jest obszarem specyficznym pod wzgledem zagospo-
darowania rolniczego, ze wzgledu na potozenie pomiedzy dwiema duzymi aglomeracjami miej-
skimi. Rezultaty badanh pod kgtem udziatu poszczegdinych kategorii gospodarstw w aspekcie ich
stanu i perspektyw rozwoju wskazaty, ze na tym obszarze tgcznie ok. 14% gospodarstw wykazy-
wato cechy rozwoju (kategoria A). Na drugim biegunie tak prowadzonych obserwacji znajdo-
waty sie gospodarstwa schytkowe (kategoria D), tzn. takie ktére wycofujq sie z prowadzenia pro-
dukciji rolniczej. Ich udziat w obszarze badan byt srednio dwukrotnie wyzszy, anizeli gospodarstw
rozwojowych i wynosit dla woj. slgskiego 30%, natomiast dla woj. matopolskiego 25%. Ponadto
badania w terenie wykazaty, ze udziat, a zatem takze i liczba gospodarstw wykazujgcych cechy
rozwoju, byt niemal dwukrotnie nizszy anizeli w przypadku gospodarstw nierozwojowych (katego-
ria C), ktére stanowity srednio 37,5% podmiotdw rolnych z catego rejonu badan.

W wojewddztwie Slgskim najmniejszy udziat gospodarstw okreslanych jaoko rozwojowe,
czyli posiadajgce znaczgcy potencjat produkcyjny i relatywnie duzg skale produkcji stwierdzono
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w gminach: Poreba (3%) oraz Myszkéw, Wtodowice i Jandw (po 4% dla kazdej z tych gmin). Nie-
joko na drugim biegunie takiej oceny znajdowaty sie gminy Zarmowiec (25%) oraz Niegowa (27%).
W wojewddztwie matopolskim najmniej gospodarstw z tzw. kategorii ,,A” wskazano dla gminy
Trzebinia (2%), ale takze bardzo niski byt ich udziat w gminach: Bukowno, Klucze oraz Bolestaw
(po 5%). Z kolei najwyzszy udziat gospodarstw rozwojowych stwierdzono w gminach Iwanowice
(28%) oraz Zabierzow (23%), a nastepnie gminach: Zielonki, Skata i Wolbrom (po 20%). Z kolei
w odniesieniu do gospodarstw potencjalnie rozwojowych (kategoria B), najwiecej takich pod-
miotéw okreslono dia gmin: Krzeszowice (37%), Iwanowice (36%) i Skata (33%). natomiast najmnie;j
dla gmin: Trzebinia (3%), Klucze (5%) oraz Babice (7%).

W rezultacie przeprowadzonych badan oszacowano, ze Sredni udziat gospodarstw utrzy-
mujgcych bydto w analizowanych gminach, potozonych w woj. matopolskim wynosit ok. 7%. Od-
nosnie chowu $win udziat taki wyszacowany zostat na ok. 4%, jednak wahania pomiedzy poszcze-
gdélnymi gminami byty tam dosy¢ duze. O wiele trudniej byto oceni¢ udziat gospodarstw prowa-
dzgcych chéw owiec, jako ze wskazania respondentdw wahaty sie od catkowitego ich braku,
do 1-2% (przy czym warto$¢ 2% zostata wskazana tylko dla dwdch gmin). Dla czesci obszaru ba-
dan znajdujgcego sie w obrebie woj. Slgskiego, zaawansowanie procesu dezanimalizacji odno-
$nie utrzymania owiec byto jeszcze wieksze. Udziat badanych gospodarstw utrzymujgcych bydto
wyszacowano na 3%, $winie na 4%, a chéw owiec byt faktycznie w fazie wygasniecia. Istotne jest,
aby w rolnictwie — w tym zwtaszcza w otoczeniu obszardéw cennych przyrodniczo - rozwijaé ten-
dencje majgce na celu utrzymanie wiekszej liczby przezuwaczy. W badaniach przyjete zostato,
ze stada liczgce po 30 sztuk krow lub bydta opasowego, mogq by uznane za takie, ktdre kreujg
dochody i przychody w rolnictwie uznawane za satysfakcjonujgce. Gospodarstwa takie sqg lub
tez mogq by¢ biorcami nieuzytkowanych TUZ, znajdujgcych sie w ich bliskim sgsiedztwie. Jed-
nakze w obszarze prowadzonych badan takich podmiotdw rolnych byto bardzo mato, dla woi.
Slgskiego liczba stad > 30 sztuk kréw Srednio w gminie wynosita dwa, natomiast dla woj. matopol-
skiego cztery. Jeszcze mniej byto gospodarstw nastawionych na produkcje bydta opasowego,
odpowiednio $rednio dwa na gmine dla woj. matopolskiego oraz jedno dla woj. $lgskiego. Po-
mimo, ze w obszarze badan obserwowany byt niedobdr przezuwaczy i znaczqgcy udziat gospo-
darstw degresywnych, to jednoczesnie brak byto w badanych gminach bardzo duzych areatéw
porzuconych TUZ, ale takze niezagospodarowanych GO, ktére mogtyby by< przeznaczone pod
rézne formy rolniczego zagospodarowania. Obszary takie zostaty zidentyfikowane jedynie w sied-
miu gminach w obrebie woj. matopolskiego oraz w sze$ciu na terenie woj. §lgskiego. Gminy na
terenie woj. §lgskiego, w ktdrych stwierdzono najwiekszq liczbe stad, tzn. z bydtem o koncentracji
stad powyzej 30 sztuk, to: Przyrow, Niegowa, Pilica, Leldéw i Zarnowiec. W woj. matopolskim w tym
wzgledzie wyrdzniajg sie gminy: Trzycigz, Iwanowice oraz Gotcza.

Przeprowadzone badania wykazaty we wszystkich gminach obszaru obserwacji zaawan-
sowane procesy przemian strukturalnych i agrarnych, w tym o charakterze degresywnym. W do-
minujgcej liczbie gmin najwyzszy udziat posiadaty gospodarstwa nierozwojowe i schytkowe, przy
czym najwyzszy udziat gospodarstw typowo schytkowych byt charakterystyczny dia pétnocnej
czesci regionu badan. W tych gminach powinny by¢ kontynuowane i pogtebione badania
o charakterze przyrodniczym, celem okreslenia wptywu zaawansowanej dezagraryzacji na stan
rolniczej przestrzeni produkcyjne;j.

Analizy procesdw, ktére sktadajqg sie na catkowitg ocene zaawansowania dezanimaliza-
cji. wskazaty na duze zréznicowanie w poszczegdlnych gminach odnosnie porzucania chowu
przezuwaczy. Ogdtem proces dezanimalizacji byt bardziej zaawansowany w woj. §lgskim anizeli
w matopolskim. Wystepowanie w badanych gminach réznej wielkosci obszaréw zajetych przez
porzucone tgki oraz murawy cieptolubne gtéwnie ulokowane na wzgdrzach, daje potencjat do
wypasu i jednoczesnego zagospodarowania rolniczej przestrzeni produkcyjnej w tym zakresie.
Jest to tym bardziej uzasadnione, ze w obszarze analiz przewazajg gleby z klas bonitacyjnych IV b
oraz V, a zatem cechujgce sie sredniq i stabg przydatnosciqg rolniczq. Jest to jednak takze wysoce
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problematyczne, ze wzgledu na matqg liczbe utrzymywanego inwentarza zywego w gospodar-
stwach znajdujgcych sie na obszarze badanh.

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

kierownik zadania: dr inz. Anna Borecka

Celem zadania badawczego jest identyfikacja i ocena wptywu dziatalnodci gospodarstw utrzy-
mujgcych zwierzeta gospodarskie na poszczegdlne komponenty kapitatu naturalnego oraz kom-
pleksowe okreslenie kierunku zmian zachodzgcych w relacjach pomiedzy gospodarstwem rol-
nym a srodowiskiem naturalnym.

Cel realizowany jest poprzez oszacowanie m.in.: wydajnosci srodowiskowej, sSrodowisko-
wej intensywnosci produkcji, kosztdw poprawy efektu sSrodowiskowego, efektywnosci kosztédw sro-
dowiskowych.

Zatozenia metodyczne

Zakres prac badawczych obejmowat analize sze$¢dziesieciu dziewieciu gospodarstw rolnych
specjalizujgcych sie w chowie bydta (35), $win (26) oraz drobiu (8), zlokalizowanych w dwdch
wojewddztwach. W badanych obiektach przychody z produkcii zwierzecej stanowity ponad 60%
przychodoéw z dziatalnosci rolniczej ogdtem. Podstawowym narzedziem badawczym byty dedy-
kowane kwestionariusze ankiet opracowane oddzielnie dla kazdego kierunku produkgiji, ktére
umozliwity pozyskanie szczegdtowych informacji dotyczgcych organizacii produkcji roslinnej
i zwierzecej, struktury uzytkowania gruntdw, skali produkciji, zuzycia srodkdw produkcji, kosztéw
i przychoddw oraz poziomu obcigzeh srodowiskowych.

Syntetyczny opis wynikéw zadania

Analiza charakterystyki gospodarstw wykazata istotne zréznicowanie zasobdéw pracy, po-
wierzchni uzytkdw rolnych oraz struktury uzytkowania gruntéw pomiedzy poszczegdlnymi specja-
lizacjami (Tabela 1.).

Najmniejszymi zasobami sity roboczej charakteryzowaty sie gospodarstwa drobiarskie,
jednoczesnie w tej grupie odnotowano najdtuzszy okres prowadzenia gospodarstwa rolnego.
Srednia powierzchnia uzytkéw rolnych w badanej prébie wynosita ponad 20 ha i byta niemal
dwukrotnie wyzsza od Sredniej krajowej. Najwieksze gospodarstwa wystepowaty w grupie utrzy-
mujgcej bydto, natomiast najmniejsze drob. W gospodarstwach utrzymujgcych bydto domino-
waty tfrwate uzytki zielone, natomiast w gospodarstwach utrzymujgcych $winie i dréb przewazaty
grunty orne.

Struktura zasiewdw w badanych obiektach w wiekszosci przypadkdéw byta zgodna z zo-
sadami dobrej praktyki rolniczej. Udziat zbdz w zasiewach miescit sie w zalecanych granicach,
szczegoblnie w gospodarstwach drobiarskich, podczas gdy w gospodarstwach z bydtem i $wi-
niami zboza stanowity dominujgcg grupe roélin. Srednia liczba gatunkéw roslin w zmianowaniu
wynosita 4,3, co wskazywato na spetnienie zalecen dotyczgcych racjonalnego ptodozmianu.
Obecnos¢ roslin motylkowatych oraz poplondw sprzyjata poprawie struktury gleby, ograniczeniu
erozji oraz zwiekszeniu okrywy glebowej w okresie zimowym.

Jednoczednie w gospodarstwach objetych badaniem odnotowano niski udziat upraw
ro$lin silnie degradujgcych glebe, do ktérych zalicza sie rosliny okopowe.

Ograniczenie powierzchni uprawy byto konsekwencjg zaréwno zmieniajgcych sie
uwarunkowan rynkowych, jak i przeobrazen organizacyjnych w produkcii zwierzecej. Wyjgtek
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stanowity gospo darstwa drobiarskie, ktére charakteryzowaty sie niewielkim udziatem trwatych
uzytkdw zielonych oraz uproszczonym zmianowaniem, opartym gtdwnie na uprawie roélin towa-
rowych, co negatywnie wptywato na poziom réznorodnosci biologiczne;.

Tabela 1. Podstawowe informacje o gospodarstwach utrzymujgcych zwierzeta gospodarskie.

: o :
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Liczba gospodarstw rolnych (szt.) 69 35 26 8
Okres prowadzenia gospodarstwa rolnego (lata) 19.12 18,54 16,72 20,91
Roczna jednostka pracy AWU* 1,94 2,02 1,87 1,76
Uzytki rolne (ha) 20,53 29,28 18,47 10,50
Grunty ormne (ha) 12,06 8.77 16,99 9,63
Udziat trwatych uzytkdw zielonych (%) 39.86 69,53 6,32 4,30
Wskaznik bioréznorodnosci (pkt.) 4,3 4,5 4,6 3,4
Udziat zbéz w zasiewach (%) 58,41 57,2 61,52 55,42
Zuzycie nawozdéw azotowych w przeliczeniu na czysty 71,70 72,50 76,26 63,78
sktadnik na 1 ha UR (kg)
Zuzycie nawozdw fosforowych w przeliczeniu na czysty 27,36 32,00 18,33 36,28
sktadnik na 1 ha UR (kg)
Zuzycie nawozdw potasowych w przeliczeniu na czysty 34,42 48,00 32,39 29,67
sktadnik na 1 ha UR (kg)
Zuzycie nawozéw wapniowych w przeliczeniu na 76,96 74,83 75,40 80,13
czysty sktadnik na 1 ha UR (kg)
DJP w gospodarstwie - 20,84 11,87 25,76
Koszty catkowite produkcii (zt/szt.; zt/100 jaij) - 6 535,57 8918,74 45,47

Irédto: badania wiasne.
*AWU- Annual Work Unit; DJP — duza jednostka przeliczeniowa.

Ocena wptywu badanych gospodarstw na srodowisko zostata przeprowadzona miedzy innymi
na podstawie analizy zuzycia nawozédw mineralnych oraz srodkdw ochrony roslin w przeliczeniu
na 1 ha uzytkdw rolnych. We wszystkich analizowanych specjalizacjach zuzycie nawozéw mine-
ralnych w przeliczeniu na czysty sktadnik byto wyzsze od $redniej krajowe;.

Najwyzsze zuzycie nawozdw azotowych oraz najwyzsze koszty nawozdw i srodkdw ochro-
ny roslin odnotowano w gospodarstwach utrzymujgcych $winie, natomiast najnizsze — w gospo-
darstwach drobiarskich.

Stosowane dawki nawozdw azotowych wigzaty sie z potencjalnym wzrostem emisji ga-
z&w cieplarnianych, chod srednie zuzycie w badanej grupie tylko nieznacznie przekraczato $red-
nig krajowaq.

We wszystkich gospodarstwach najwyzszy udziat w strukturze kosztéw bezposrednich sta-
nowity koszty pasz. Koszty catkowite produkcji wyliczono na poziomie 6 535,57 zt w przeliczeniu
na krowe; 8 918,74 zt w przeliczeniu na loche oraz 45,47 zt na 100 jaj (Tabela 1.).

Relacja pomiedzy poziomem obcigzeh srodowiskowych a wartosciqg produkcji byta
wyraznie zréznicowana w zaleznosci od kierunku produkcji zwierzecej (Tabela 2.). Najoardziej
zréwnowazong relacjg charakteryzowaty sie gospodarstwa utrzymujgce bydto, co wynikato
z wiekszego udziatu trwatych uzytkdw zielonych oraz nizszej koncentraciji obsady zwierzgt.

Gospodarstwa utrzymujgce Swinie i drob cechowaty sie wyzszym poziomem obcigzen
srodowiskowych w relacji do wartosci produkcji, przy czym w gospodarstwach drobiarskich
kluczowe znaczenie miaty koszty energii elekirycznej i zuzycia wody.
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Tabela 2. Relacja obcigzen srodowiskowych do wartoéci produkcji w gospodarstwach utrzymujgcych bydto, $winie i dréb.

Kierunek Udziat warto$ci produkcii Dominujgce obcigzenia Charakter relacji obcigzeh srodowiskowych

produkcji w przychodach (%) srodowiskowe do wartoéci produkdiji

Bydto 69,6 paliwa, Relatywnie zrbwnowazona relacja dzieki
nawozy mineralne wiekszemu udziatowi TUZ i nizszej koncentra-

cji obsady

Swinie 79.5 nawozy mineraine, Wysoki poziom obcigzeh Srodowiskowych
paliwa w relacji do wartosci produkciji

Dréb 88,3 energia elektryczna, Bardzo wysoki poziom obcigzenh srodowisko-
woda wych przy duzej koncentracji produkgiji

Irédto: badania wtasne.

Struktura kosztow produkcii wskazata, ze najwiekszy udziat w kosztach bezposrednich we wszyst-
kich analizowanych gospodarstwach stanowity koszty pasz, natomiast w strukturze kosztéw $ro-
dowiskowych dominowaty koszty paliw oraz energii.

Uzyskane wyniki potwierdzajqg, ze wzrost intensywnosci produkcii zwierzecej, prowadzgcy
do zwiekszenia wartosci produkcii, wigze sie jednoczesnie ze wzrostem presji na srodowisko natu-
ralne, przy czym skala tej zaleznosci jest silnie uzalezniona od kierunku produkcji oraz organizacii
gospodarstwa rolnego.

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

kierownik zadania: dr Wojciech Krawczyk

Cel readlizowanego etapu badan stanowita ocena mitygaciji gazéw cieplarnianych (GHG),
zwtaszcza emisji metanu z fermentacji zwaczowej w systemie zréznicowanego terminu pastwisko-
wania. Dos$wiadczenie przeprowadzono na 80 maciorkach rasy suffolk i owcy pomorskiej ogd-
tem, przy rownym udziale zwierzgt kazdej z ras. Zostaty one wybrane na zasadzie analogdéw —
zblizony wiek (2. lub ew. 3. laktacja), masa ciata i kondycja.

Przez okres trwania etapu do$wiadczenia zwierzeta pierwszej grupy - alkierzowej
(A; 10 sztuk suffolk, 10 sztuk owcy pomorskiej) — przebywaty catodobowo w owczarni, z dostepem
do okdlnika. Zywienie opierato sie na paszach objetosciowych konserwowanych oraz mieszance
tresciwej, bez suplementacji zielonkg pastwiskowq, zgodnie ze standardami wynikajgcymi z ak-
tualnych norm zywienia IZ-INRA. Zwierzeta pozostatych trzech grup pastwiskowych, réwnych pod
wzgledem liczebnosci i sktadu rasowego (kazda z grup P1, P2i P3: 10 sztuk suffolk, 10 sztuk owcy
pomorskiej), w miesigcach kwiecieh—pazdziernik (180-200 dni) przebywaty przez 10-12 godzin
dziennie na pastwiskach o dominujgcym udziale runi zycicowej, w systemie wypasu kwatero-
wego, a zielonka pastwiskowa stanowita podstawe ich zywienia (z suplementacjq paszg tre-
sciwaq, zgodnie z normami zywienia IZ-INRA). Poza sezonem pastwiskowym oraz w okresie nocnym
zwierzeta przebywaty w budynku owczarni.

Intfrodukcja zwierzgt na pastwiska przebiegata w trzech réznych terminach: Grupa P2 —
w terminie klasycznym, gdy wysoko$¢ porostu osiggneta 10-12 cm, co miato miejsce na przeto-
mie miesigca kwietnia i maja; Grupa P1 — w terminie wczesdniejszym: 2 tygodnie przed terminem
klasycznym; Grupa P3 — w terminie opdznionym: 2 tygodnie po terminie klasycznym.
Stacjonarnainstalacja doswiadczalna w budynku owczarni sktadata sie z frzech kompletdw prze-
wododw cisnieniowych mocowanych podkalenicowo (pobdr zbiorczych préb), z punktem po-
miarowym dostepnym z poziomu podtogi owczarni. Na potrzeby obiektdw pastwiskowych opra-
cowano sondy do szacowania emisji CH4 w wydychanym przez zwierzeta powietrzu. W obydwu
lokalizacjach instalacja zostata uzupetniona o rejestratory mikroklimatyczne.
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Podczas realizacji doswiadczenia zgromadzono dane pomiarowe dotyczgce mikroklimatu pa-
stwisk oraz budynku owczarni (parametry tta: temperatura, wilgotnos¢ wzgledna oraz ruch po-
wietrza), realizowane przy uzyciu elektronicznych miernikdw mikroklimatycznych: DeltaOHM
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 analizatora Lumasense Technologies A/S INNOVA 1512-
5 wraz z wielokanatowym modutem poboru préobek INNOVA 1409-06, Gasmet GT5000 Terra oraz
aparatury Tiger Optics i-2000. Stezenie gazdw towarzyszgcych okreslono z wykorzystaniem elek-
tronicznego miernika gazéw Multiwarn |l firmy Dréger, Gasmet GT5000 Terra oraz Horiba APNA-
370.

Wyniki przeprowadzonych badanh wskazujq, iz parametry mikroklimatyczne objetego do-
swiadczeniem 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 owczarni, wyniosto
1-5 ppm (najwyzsze wartosci wystepujgce sporadycznie), nie wykazujgc réwnoczeénie jakiejkol-
wiek zaznaczonej tendencji. W obiektach pastwiskowych w wiekszosci pomiardw nie stwierdzono
jego obecnosci, a najwyzsza zmierzona warto$¢ wyniosta 1 ppm. Warto$ci NOx zmierzone na
pastwisku (okoto 1 ppb) byty kilkakrotnie nizsze od ustalonych w owczarni, gdzie uzyskiwaty naj-
wyzszy poziom 8,4 ppb, przy czym udziat NO byt zazwyczaj, co najmniej 2-3-krotnie wyzszy od
stezenia NO2. Pomiary udziatu zwigzkdw azotu w alkierzu i na pastwisku odznaczyty sie najwiekszg
zmiennosciq, nie wykazujgc przy tym zadnej zaznaczonej tendencji.

Pomiaréw emisji zwaczowej u owiec przebywajgcych na pastwisku, jak i w alkierzu doko-
nywano w przepedach, gdzie zwierzeta byty unieruchomione na czas dokonywania pomiardw.
Kazda seria pomiardw realizowana byta w interwatach 2-godzinnych, tak aby zarejestrowacé ca-
todobowy, zmienny przebieg emisji gazu.

W rejonie lokalizacji bazy doswiadczalnej miata miejsce dtugotrwata susza. Niedobor

opaddw przy réwnoczesnej intensywnej insolacji spowodowat, ze pomimo poprawnego wzrostu
masy zielonej pastwisk na poczgtku sezonu kwiecien/maj, poczynajgc od czerwca roslinnose
przestata wykazywac oznaki wegetacji i dalszego rozwoju, jaki to stan miat miejsce do pdznego
lata. Pozostaty zdrewniaty materiat rolinny nawet w niewielkim udziale nie mdgt pokryé
zapotrzebowania zywieniowego pastwiskowych grup doswiadczalnych.
Okolicznosci te uniemozliwity realizacje etapu doswiadczenia w zaktadanym zakresie. Uzyskane
podczas sezonu pastwiskowego wyniki wskazujg na duze zréznicowanie emisji metanu pomiedzy
grupami przebywajgcymi na pastwisku i otrzymujgcymi zielonke a zwierzetami utrzymywanymi
alkierzowo (Tabela 1.).

Tabela 1. Emisja metanu od owiec podczas okresu pastwiskowego (kg/szt./2 mies.).

Wariant
Okres (mies.) Pastw. 1 Pastw. 22025 | Pastw. 32025 Pastw. Alkierz Alkierz
2025r. r. r. 2024r. 2025r. 2024r.
IV/V-VI 3.8 4,0 4,0 3.9 3.1 3.2
VII-VIII 4,6 4,5 4,5 4,3 3.0 2.9
IX-X 4,8 4,6 4,7 4,6 3.2 3.0

Najnizszg, a tym samym najbardziej korzystng wartos¢ CH4 uzyskano w grupie wczesniej introdu-
kowanej na pastwisko (P1, okres: IV/V), co by¢ moze miato zwigzek z walorem mitygacyjnym
pobieranej przez zwierzeta mtodej filogenetycznie zielonki. Niestety, powyzej opisane okolicznosci
uniemozliwity weryfikacje tezy w ujeciu poszczegdinych okreséw spasania, jak i petnego sezonu
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wegetacyjnego. Podczas uptywu sezonu pastwiskowego dystans pomiedzy wolumenem emisji
na pastwisku i w alkierzu ulegat stopniowej eskalacji. Gdy emisja zwaczowa grupy A wykazywata
wzgledng stabilno$¢ w tej cesze (podobnie jak miato to miejsce w ubiegtym roku), odnotowano
wyrazng tendencje wzrostowq u zwierzgt zywionych zielonkg w ujeciu emisyjnosci w nastepujg-
cych po sobie dwumiesiecznych okresach trwania sezonu pastwiskowego. Poczgtkowo, wartosci
emisji byty najnizsze, a nastepnie wykazywaty konsekwentng tendencje wzrostowaq. Jej przyczyng
byt postepujgcy wzrost udziatu wtdkna w zielonce w miare uptywu sezonu wegetacyjnego runi,
przy rbwnoczesnym obnizaniu sie jej strawnosci, co powodowato dtuzsze zaleganie paszy w prze-
dzotgdku i intensyfikacje procesdw metanogenezy, przez co caty proces trawienia ulegt rowniez
znaczgcemu wydtuzeniu. Utrata pewnej iloSci wody w skoszonej a nastepnie fransportowanej do
skarmienia zielonce mogta ponadto przyczynic sie do pewnego wzrostu emisji, zwtaszcza pordw-
nujgc analogiczne wyniki pastwiskowe z roku sprawozdawczego i ubiegtego. Niemniej jednak,
we wszystkich okresach sezonu pastwiskowego uzyskane wartosci emisji metanu byty znaczgco
wyzsze od ustalonych dla owiec przebywajgcych w alkierzu (Tabela 1.), co miato swe bezposred-
nie przetozenie na wolumen produkcji tego gazu podczas catego omawianego podtrocznego
okresu. Wartosci te byty o ponad 40% wyzsze w grupach spasajgcych zielonke pastwiskowq (Ta-
bela 2.).

Tabela 2. Catkowita emisja metanu podczas okresu pastwiskowania owiec (kg/szt./6 mies.).

Wariant
Cecha Pastw. 1 Pastw. 2 Pastw. 3 Pastw. Alkierz Alkierz
2025 2025 2025 2024r. 2025 2024r.
Catkowita emisia 13,2 13.1 13,2 12,8 9,3 9,1
Wzgledna zmiana +41,93 +40,86 +41,93 +37,63 0 215
emisji metanu (%)

Warto$¢ catkowitej pastwiskowej emisji metanu byta dwukrotnie wyzsza od ustalonej za caty
okres trwania omawianego etapu badanh (emisja roczna), co wynikato z profilu zywienia zwierzgt
poza sezonem pastwiskowym, tozsamego z zywieniem grupy utrzymywanej wytgcznie w owczar-
ni.

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

Wariant
Cecha Pastw. 1 Pastw. 2 Pastw. 3 Pastw. Alkierz Alkierz
2025r. 2025r. 2025r. 2024 r. 2025r. 2024 r.
Catkowita emisja 22,5 22,4 22,5 21.9 18,6 18.2
Wzgledna zmiana |5, o +20,43 +20,97 +17,74 0 2,15
emisji metanu (%)

Roczna emisja metanu jest powszechnie uznawana za podstawowy wskaznik wykorzystywany
w kontekscie szacunkdw ucigzliwosci produkcji rolniczej dla srodowiska oraz przy realizacji celdow
redukcyjnych. Wyniki uzyskane w tej cesze sq zbiezne z pozyskanymi w — decydujgcym
o kontekscie catorocznej emisji — okresie wypasu (Tabela 2.).

W grupie alkierzowej wyniosty 18,6 kg NH4 na sztuke, natomiast zwierzeta zywione
pastwiskowo w ujeciu rocznym emitowaty do atmosfery o ponad 20% wiekszqg ilo$¢ tego gazu
(Tabela 3.).



Zaktady Naukowe

Zadanie 01-17-10-11
Stan i przebieg proceséw recesywnych w produkcji zwierzecej jako miara peryferyzaciji
wybranych gmin réznych regiondw FADN w Polsce.

kierownik zadania: dr Kamila Musiat

Gtéwnym celem zadania badawczego byto zdiagnozowanie i ocena stanu zaawansowania
procesdw recesywnych w obszarach wiejskich, dotyczgcych produkcji zwierzecej i roslinnej
w réznych regionach Polski. Tak uimowane trendy wsteczne dla rolnictwa obrazowane sq po-
przez natezenie zjawisk dezanimalizacji i dezagraryzacji, ktére jednoczesnie czesto stanowiqg
takze miare stopnia peryferyzacii rolniczej wybranych gmin. Porzucanie ziemi przez rolnikdw nie
jest procesem nieznanym, ani tez nowym. Moze ono wynika¢ bezposrednio z uwarunkowanh
przyrodniczych, jak réwniez mie¢ podtoze ekonomiczne, rodzinne lub organizacyjne. W tym
ostatnim przypadku moze by¢ to m.in. nastepstwem nadmiernego rozdrobnienia ziemi oraz
wiekszego oddalenia poszczegdlinych dziatek rolnych od siedziby gospodarstwa. Moze takze
wynika¢ ze stabej jakosci gleb, na ktérych znajdujg sie uzytki rolne oraz z niekorzystnego
uksztattowania terenu.

Analizy prowadzone byty w gminach potozonych w obrebie sze$ciu parkdw krajobrazo-
wych lub w ich bezpodrednim sgsiedztwie, znajdujgcych sie na obszarze trzech wojewddziw wy-
branych do analiz na podstawie regionalizacji produkcyjno-ekonomicznej FADN: wojewddztwo
pomorskie (wedtug FADN — region Pomorze i Mazury), wojewddztwo kujawsko-pomorskie (we-
dtug FADN — Wielkopolska i Sigsk) oraz wojewddztwo lubelskie (wg FADN — Mazowsze i Podlasie).
Parki krajobrazowe objete badaniami, to w kolejnosci: Szczebrzeszynski PK oraz Kazimierski PK
(wojewddztwo lubelskie), Nadgoplanski Park Tysigclecia i Krajenski PK (wojewddztwo kujawsko-
pomorskie) oraz Kaszubski PK i Park Krajobrazowy Dolina Stupi (wojewddztwo pomorskie). W celu
przeprowadzenia w terenie analiz utworzono odpowiednie dla potrzeb badan formularze ankiet
o charakterze eksperckim.

Pierwszy etap badan obejmowat wykonanie 144 ankieto-wywiaddw, majgcych na celu
zdiagnozowanie wybranych aspektdw stanu organizacji rolnictwa i gospodarstw. Szczegding
uwage skupiono na tych cechach iloéciowych i jako$ciowych, ktére bezposrednio lub posrednio
wigzqg sie z dezagraryzacjq, a stqd takze z peryferyzacjq rolnictwa. Jest to o tyle istotne, ze
rolnictwo w réznych obszarach chronionych, w tym takze w obrebie parkdw krajobrazowych,
realizuje wazne funkcje w przestrzeni danych gmin, w tym réwniez zwigzane ze $wiadczeniem
ustug ekosystemowych.

Dobrani do badah respondenci to rolnicy, ktdrzy posiadali relatywnie wieksze anizeli
srednia dla ocenianych regiondw gospodarstwa rolne (od 15,8 do 61,11 ha). Prowadzili oni pro-
dukcje roslinng i zwierzecq w tym w zakresie utrzymania bydta lub $wih — w znacznie mniejszym
stopniu takze owiec oraz deklarowali cheé powiekszenia skali produkcji, czesto korzystajgc
rowniez z dzierzawy ziemi. Sposrdéd szeSciu ocenianych parkéw krajobrazowych, tego typu
obszary w obrebie wojewddztwa lubelskiego cechowaty sie widocznymi problemami
wynikajgcymi z czestego porzucania rolniczego uzytkowania. Byto to odpowiednio 9,4% wskazanh
dla Kazimierskiego PK oraz 25% dla Szczebrzeszyhiskiego PK. W pozostatych parkach krajobra-
zowych zlokalizowanych w wojewddztwach kujawsko-pomorskim oraz pomorskim, problem ten
miat jednak charakter nieznaczny lub wrecz incydentalny. W najmnigjszym stopniu dotyczyt on
Nadgoplanskiego Parku Tysigclecia. Porzucanie ziemi rolniczej i wigzgce sie z nim niezbieranie
masy roslinnej, powtarzajgce sie w co najmniej kilku postepujgcych po sobie okresach wegeta-
cyjnych dotyczyto w wiekszym stopniu trwatych uzytkéw zielonych niz gruntéw ornych. Proces
taki mozna byto odnies¢ w gtéwne] mierze do gmin znajdujgcych sie w obrebie Szczebrze-
szyhskiego PK, gdzie stwierdzono $rednio 23,3% porzuconych TUZ oraz Kazimierskiego PK — odpo-
wiednio 19,8%. Na obszarze wymienionych powyzej parkdw rodwniez najbardziej nasilone byty
wieloaspektowe problemy produkcyjne i ekonomiczne, obrazowane np. poprzez "koszenie tgk
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jedynie w celu ofrzymania dotacji” — 24,4% dla Szczebrzeszynskiego PK oraz 30,8% dla Kazi-
mierskiego PK. Dotyczyto to rowniez GO, ktdre sq porzucane lub tez uprawiane w sposdb bardzo
ekstensywny — odpowiednio 17,1% oraz 17,4% wskazan respondentéw. Cenny ze wzgleddw
przyrodniczych pastwiskowy system utrzymania letniego przezuwaczy, zostat okreslony jako
»czesto praktykowany” w nastepujgcych parkach: PK Dolina Stupi, Kaszubskim PK oraz Szczebrze-
szynskim PK. W pozostatych parkach krajobrazowych stosowany byt on ,rzadko” lub wcale nie
wystepowat. Najmniej korzystne wyniki w tym zakresie uzyskano dla obszaru Kazimierskiego PK.
Gospodarstwa zlokalizowane w badanym obszarze majg zréznicowany udziat w zakresie ich
stanu i przewidywanych perspektyw rozwoju. Najwyzszy udziat gospodarstw nierozwojowych
i schytkowych odnotowano dla Szczebrzeszynskiego PK (54% wskazan) oraz dla Nadgoplanskiego
Parku Tysigclecia (47,8% wskazan). Z kolei najwiecej gospodarstw rozwojowych znajdowato sie
w Kazimierskim PK (32%) oraz Kaszubskim PK (30,8). Udziat gospodarstw utrzymujgcych bydto byt
najwyzszy w obszarze Krajehskiego PK (25,7%) oraz Kaszubskiego PK (21%). Z kolei najnizszy udziat
bydta stwierdzono Srednio dla gospodarstw potozonych w obrebie Kazimierskiego PK (4,5%) oraz
Szczebrzeszyhskiego PK (8,7%). Srednio najwiece] gospodarstw zajmujgcych sie chowem $win
stwierdzono dla Nadgoplanskiego Parku Tysigclecia oraz dla Krajehskiego Parku Krajobrazo-
wego, kolejno 11,7% oraz 10,1%, jednak nawet tam gdzie chdow $wih byt stosunkowo dobrze
rozwiniety, obejmowat on zaledwie srednio 1 na 10 gospodarstw. W przypadku owiec wartosci te
byty jeszcze nizsze, jako ze w Krajehskim Parku Krajobrazowym zwierzeta te byty utrzymywane w
ok. 2,4% gospodarstw.

Zadanie 01-17-11-11
Ocena oddziatywania produkcji zwierzecej na srodowisko naturalne — metody mitygacii
i efekt ekonomiczno-spoteczny.

kierownik zadania: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Celem badawczym zadania jest weryfikacja skutecznosci dziatah ograniczajgcych negatywne
oddziatywanie produkcji zwierzecej na srodowisko naturalne, w szczegdlnosci w odniesieniu do
gospodarstw rodzinnych oraz przedsiebiorstw rolnych utrzymujgcych bydto i $winie.

W ramach badan planowana jest szczegdétowa analiza iloSciowa i jakosciowa naktadéw
finansowych oraz okreslenie ich wptywu na redukcje emisji zanieczyszczen i poprawe stanu
srodowiska.

Etap za ten rok obejmowat trzy kluczowe dziatania:
1. opracowanie zatozeh metodycznych i konstrukcji kwestionariuszy badawczych,
2. wykonanie badan pilotazowych w co najmniej trzydziestu gospodarstwach mlecznych,
w celu oceny frafnoéci doboru metody badawczej,
3. identyfikacje praktyk mitygacyjnych podejmowanych w gospodarstwach w odpowiedzi na
presje srodowiskowq produkcii zwierzece;.

Opracowano kwestionariusze ankiety, ktérych zadaniem byto gromadzenie danych umozliwia-
jacych ocene wptywu produkcji zwierzecej na elementy kapitatu naturalnego oraz analize relacji
miedzy gospodarstwem a srodowiskiem. Kwestionariusz obejmowat szeroki zakres informacji, m.in.
0: obsadzie zwierzat, strukturze i powierzchni gruntéw, uprawach iplonach, towarowosci
produkciji, przychodach, bilansie substancji organicznej, zuzyciu energii i paliw, zuzyciu wody,
nawozeniu mineralnym i naturalnym, naktadach finansowych na srodki produkcii oraz kosztach
dziatan prosrodowiskowych.

Wspdtczesna intensyfikacja produkciji zwierzecej (szczegdlnie w sektorze bydta i frzody)
stanowi istotne wyzwanie srodowiskowe. Zjawisku temu towarzyszy nie tylko wzrost emisji zanie-
czyszczen, ale rowniez konflikty spoteczne, spadek optacalnosci, likwidacja gospodarstw matych
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i sSrednich oraz pogorszenie warunkdw zycia w sgsiedztwie ferm przemystowych. Do kluczowych
problemdw Srodowiskowych nalezg emisje metanu i amoniaku, straty azotu oraz niewtasciwa
gospodarka odchodami zwierzecymi, co prowadzi do degradacji gleb i zanieczyszczenia wod
powierzchniowych i podziemnych. Wobec tych wyzwanh roénie potrzeba wdrazania rozwigzan,
ktére pozwolqg ograniczy¢ presje sSrodowiskowq przy zachowaniu rentownosci gospodarstw.

Analiza wynikdw badan pilotazowych wskazuje, ze préba badawcza obejmuje gospo-
darstwa o znacznym zréznicowaniu skali produkcii. Srednia liczba kréw mlecznych wynosita ok.
40 sztuk, a bydta ogdtem ok. 81 sztuk, przy czym warto$ci maksymalne siegaty odpowiednio
95 krow i 204 sztuk bydta, co Swiadczy o duzym zréznicowaniu organizacyjnym. Przecietna wy-
dajnos¢ mleczna (ok. 8 833 I/krowe/rok) wskazuje na obecnos¢ obiektdw o wyzszejintensywnosci
technologicznej. Z punktu widzenia $rodowiskowego intensywno$¢ moze wptywadé dwojako -
z jednej strony zmniejsza¢ emisje w przeliczeniu na litr mleka, z drugiej zwiekszaé presje srodowi-
skowq poprzez wzrost koncentracji zwierzgt, zuzycia energii i pasz oraz ryzyko nadwyzek nawozo-
wych. Sredni czas uzytkowania kréw (ok. 5 lat) jest wskaznikiem korzystnym, poniewaz dtuzsze
uzytkowanie ogranicza srodowiskowy koszt remontu stada i moze sprzyjac redukcji emisji w prze-
liczeniu na produkt.

Istotne informacje dotyczq takze profilu spoteczno-ekonomicznego gospodarstw — sredni
wiek wtascicieli wynosit 43,8 roku, a dominowato wyksztatcenie srednie i zawodowe. Moze to
oznaczag, ze wdrazanie innowacji srodowiskowych bedzie zalezne przede wszystkim od dostep-
nosci doradztwa, doptat oraz prostoty wdrozenia dziatah, a nie wytgcznie od swiadomosci eko-
logicznej. Struktura uzytkowania ziemi byta typowa dla gospodarstw mlecznych — srednio ok.
39 ha, w tym ok. 23 ha gruntéw ornych oraz ok. 12 ha trwatych uzytkéw zielonych, ktére odgry-
wajq wazng role srodowiskowgq, m.in. poprzez ograniczanie erozji, poprawe retenciji i stabilizacje
wegla glebowego.

Ocena wdrazanych dziatah mitygacyjnych pokazuje, ze gospodarstwa najczesciej
stosujg praktyki organizacyjne i agrotechniczne, ktére nie wymagajg wysokich naktadow
inwestycyjnych. Przyktadowo, wszystkie gospodarstwa dzielg dawki nawozdw azotowych na kilka
aplikacji, co ogranicza straty azotu i zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia wod. Jednoczesnie tylko
60% wykonuje regularne analizy gleby, co moze prowadzi¢ do niewta$ciwego planowania
nawozenia i wzrostu nadwyzek azotu oraz emisji N,O. W zakresie stosowania inhibitoréw odnoto-
wano wyrazng asymetrie: czesciej stosowane byty inhibitory ureazy (ok. 47%), natomiast inhibitory
nifryfikacji wystepowaty marginalnie (ok. 3%). Wynik ten wskazuje, ze rolnicy preferujg rozwigzania
prostsze i bardziej dostepne, natomiast rzadziej siegajg po technologie wymagajgce wiekszej
wiedzy i ponoszenia kosztow.

Wysokie odsetki dotyczyty réwniez dziatan zwigzanych z nawozami naturalnymi: wiekszo$¢
gospodarstw wykonuje szybkie przyoranie obornika (ok. 87%), co zmnigjsza straty amoniaku
i poprawia efektywnos$¢é nawozenia. Znaczenie majq takze miedzyplony (ok. 77%) oraz rosliny
motylkowate w ptodozmianie (ok. 57%), ktére wspierajg retencje sktadnikéw i poprawe struktury
gleby. Zaskakujgco niski byt udziat pozostawiania resztek pozniwnych na polu (ok. 10%), co moze
w dtuzszym okresie ostabiac bilans materii organicznej gleb. Ponadto w strukturze upraw domino-
wata orka fradycyjna, natomiast systemy bezorkowe pozostajg nadal rzadkie.

W obszarze infrastruktury do przechowywania nawozéw naturalnych gospodarstwa naj-
czescie] wdrazajg podstawowe rozwigzania: przykrywanie zbiornikdw na gnojowice oraz posia-
danie uszczelnionych ptyt obornikowych. Jednoczesnie zaawansowane technologie (np. zakwa-
szanie, separacja gnojowicy, kompostowanie kontrolowane) pojawiajg sie sporadycznie lub
wcale, co wskazuje na ograniczenia inwestycyjne, techniczne i organizacyjne. Pozytywnym sy-
gnatem jest rosngce znaczenie planowania nawozenia oraz dzielenia dawek nawozdw natural-
nych, co $wiadczy o przechodzeniu od podejscia ,pozbywania sie nawozu" do podejscia opar-
tego na zarzgdzaniu sktadnikiem.
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W zakresie dziatan dotyczgcych samych zwierzgt i budynkdéw inwentarskich dominowato regu-
larne usuwanie i higienizacja odchoddw, a wielu rolnikéw wskazywato poprawe dobrostanu
i zdrowotnosci jako istotny element strategii mitygacyjnej. Wydtuzanie okresu uzytkowania kréw
oraz poprawa efektywnosci biologicznej stada sprzyjajg ograniczeniu emisji w przeliczeniu na jed-
nostke produktu. Stosunkowo wysoki byt takze udziat dodatkdw paszowych redukujgcych metan,
co wskazuje na otwarto$¢ gospodarstw na rozwigzania zywieniowe. Zbilansowane zywienie biat-
kiem ma jednoczesnie znaczenie srodowiskowe i ekonomiczne, zmnigjszajgc emisje i obnizajgc
koszty pasz. Natomiast dziatania wymagajgce modernizacji budynkdw (np. wentylacja, filtracja
powietrza) byty mniej popularne, co moze wynikac¢ z kosztéw i trudnosci wdrozenia w istniejgcych
obiektach.

Analiza dziatah zwigzanych z energiq i organizacjq pracy wskazuje, ze gospodarstwa
wcigz sg zalezne od paliw kopalnych, jednak wiele z nich podejmuje modernizacje energetyczne
(wymiana zrédet ciepta, modernizacja instalacji, energooszczedne systemy chtodzenia
i wentylacji). Jednoczeénie wykorzystanie odnawialnych zrédet energii pozostaje ograniczone,
a monitoring zuzycia energii i paliw wystepuje sporadycznie, mimo ze moze stanowic istotny
element zarzgdzania efektywnosciq i dalszej redukcji emisji.

Tabela 1. Identyfikacja dziatan skierowanych na redukcje niekorzystnych oddziatywan produkciji rolnej na srodowisko
w badanych gospodarstwach.

Metody ograniczania emisji GHG i innych zanieczyszczeh realizowane w gospodarstwach Udziat %

Optymalizacja nawozenia azotowego - podziat dawek nawozdw azotowych na kilka aplikacji 100,00

W sezonie

Termin i technika aplikacji nawozdw — unikanie nawozenia na glebe zamarznietq lub zalang 93,33
z System uprawy — orka fradycyjna 90,00
% pH gleby i wapnowanie — regularne wapnowanie gleby 90,00
I': Termin i technika aplikacji nawozdw — stosowanie szybkiego przyorania obornika po rozrzuceniu 86,67
z Zarzgdzanie wodq glebowq - zabiegi poprawiajgce drenaz i strukture gleby (np.: melioracje, 86,67
% gteboszowanie)
2 Ptodozmian i dobdr roslin — stosowanie miedzyplondw/roslin okrywowych 76,67
’g Optymalizacja nawozenia azotowego - regularne analizy gleby w celu ustalenia dawek nawozdéw 60,00
.g Ptodozmian i dobdr rodlin — uwzglednianie w ptodozmianie roslin motylkowatych (wigzanie azotu) 56,67
8 Stosowanie inhibitoréw — inhibitory ureazy (przy nawozeniu mocznikiem) 46,67
.S Termin i technika aplikacji nawozéw — aplikacja gnojowicy/gnojéwki doglebowo 46,67
.ccz» Poprawa zyznosci gleby i prochnicy — stosowanie nawozdw organicznych (kompost, obornik 40,00
b= przetworzony)
*9‘ System uprawy — uproszczona (strip-ill, mulczowa) 30,00
~ Poprawa zyznosci gleby i prochnicy — pozostawianie resztek pozniwnych na polu 10,00

Stosowanie inhibitoréw — inhibitory nitryfikacji 3.33

System uprawy — bezorkowa (no-fill) 3.33

Przykrywanie zbiorikdw na gnojowice 80,00
(-(i: § Czy ptyta obornikowa jest uszczelniona i posiada system odprowadzania odciekow?2 80,00
F £ Czy dostosowujesz dawki nawozdéw naturalnych do potrzeb rodlin na podstawie planu 73,33
5 g nawozowego?
,g 9 Czy dzelisz dawki nawozdw naturalnych na kika aplikacji zamiast stosowac jednorazowo duzg 73.33
g \(;) ilodce
g 3 Sktadowanie pryzm obornika na polu z uwzglednieniem ochrony przed opadami 60,00
% § Przykrywanie pryzm obornika 36,67
% § Napowietrzanie gnojowicy (systemy mieszania, aeracja) w zbiormikach 23,33
5 z Dodatek naturalnych srodkdw do gnojowicy (np. biofiltry, preparaty mikrobiologiczne) 6,67
& Napowietrzanie i kontrolowane kompostowanie obornika (system pryzm napowietrzanych) 3.33
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— Regularne usuwanie i higienizacja odchoddw w budynkach (np. czestsze czyszczenie kanatdw, 86,67
£, [ma : - :

° 9 Poprawa zdrowotnosci i dobrostanu zwierzgt (mniej brakowan, lepsze przyrosty) 70,00
% '§ o | Stosowanie dodatkéw paszowych redukujacych metan (np. 3-NOP, dlgi, taniny, drozdze) 50,00
g E— E)r Zbilansowane zywienie biatkiem (dopasowanie zawartosci N w dawce, obnizenie surowego biatka) 46,67
% % %’ Wydtuzenie okresu uzytkowania krow (wiecej laktacji, dtuzsza produkcija) 43,33
2 (i') Dobdr ras i linii genetycznych o wyzszej wydajnosci (mniej emisji na jednostke produktu) 30,00
% o Stosowanie systemdw wentylaciji i filtracji powietrza (np. biofiltry, ptuczki powietrza) 30,00
< Imniejszenie otwartej powierzchni z gnojowicg w budynku (np. szybki sptyw odchoddw) 23,33
9 Luzycie paliw kopalnych w gospodarstwie (diesel, benzyna, autogaz) 100,00
.g Wymiana zrédet ciepta na mniej emisyjne (zamiast wegla — pellet, gaz, OZE, pompy ciepta) 90,00
g %‘" Stosowanie energooszczednych systemdw chtodzenia i wentylacji (odzysk ciepta, inteligentne 80,00
0 — sterowanie)

2 % Modernizacja instalacji elekirycznych i oéwietlenia (np. LED, czujniki ruchu, automatyka) 76,67
% f&; Stosowanie odnawialnych zrédet energii w gospodarstwie 26,67
f§ é Stosowanie energooszczednych maszyn i urzqgdzen rolniczych (ciagniki, dojarki, chtodnie) 20,00
g Monitorowanie i rejestr zuzycia energii/paliw w gospodarstwie 6,67
E Optymalizacja logistyki w gospodarstwie (tgczenie fransportéw, wspdtpraca z sgsiadami) 3.33

Podsumowujgc, rozpoczete badania potwierdzajg, ze gospodarstwa mleczne wdrazajq liczne
metody ograniczania negatywnego wptywu produkcji zwierzecej na srodowisko, przy czym do-
minujq dziatania niskokosztowe, tatwe do zastosowania i dajgce szybkie efekty organizacyjne.
Jednoczesnie widoczne sg bariery we wdrazaniu technologii zaawansowanych, co wskazuje na
potrzebe wsparcia finansowego, doradczego oraz demonstracyjnego. Szczegdinie istotne jest,
ze wiele dziatah prosrodowiskowych przynosi rbwnoczesnie korzysci ekonomiczne (lepsze wyko-
rzystanie azotu, redukcja strat sktadnikdw i nizsze koszty energii), co zwieksza szanse na ich trwate
wdrozenie i spoteczng akceptacje kierunkdw transformacii rolnictwa.
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Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzqt
kierownik: prof. dr hab. Katarzyna Ropka-Molik

Zadanie 01-18-16-21
Polimorfizm i tkankowo specyficzna ekspresja gendw warunkujgcych miesnosc jako kryteria
selekcyjne w doskonaleniu cech produkcyjnych gesi.

kierownik zadania: dr inz. Anna Koseniuk

Celem zadania byto zidentyfikowanie genetycznych uwarunkowan miesnosci gesi, ze szcze-
gdlnym uwzglednieniem polimorfizmdw gendw zwigzanych z rozwojem tkanki miesniowej oraz
metabolizmem kwaséw ttuszczowych, a takze okresdlenie ich tkankowo specyficznej ekspresji.
Badania obejmowaty poréwnanie trzech ras gesi: pomorskiej (POM), biatej kotudzkiej® (KOL)
oraz landes (L), utfrzymywanych w ujednoliconych warunkach chowu owsianego.

Przeprowadzono szczegdtowq analize rzezng, ocene jakosci miesa, analize profilu
kwasdw ttuszczowych oraz badania molekularne z wykorzystaniem technik RNA-seq i gPCR.
Wykazano istotny wptyw rasy na mase ciata, mase tuszki oraz wydajnos¢ rzezng. Gesi biate
kotudzkie® charakteryzowaty sie najwyzszg masg ciata i wydajnoscig rzezng, natomiast gesi
pomorskie nizszymi parametrami produkcyjnymi. Rasa landes zajmowata pozycje posredniq.

Analiza jakos$ci miesa wykazata ograniczong liczbe rdznic istotnych statystycznie,
gtéwnie w zakresie barwy miesni oraz parametrow tekstury. Profil kwaséw ttuszczowych wskazat
na réznice miedzy rasami, szczegdlnie w udziale frakcji SFA, MUFA i PUFA, co potwierdza wptyw
tta genetycznego na metabolizm lipiddw.

Andadliza transkryptomiczna ujawnita wyrazne réznice w ekspresji gendw w wgtrobie
i miesniu piersiowym pomiedzy rasami. U gesi biatej kotudzkiej[® dominowaty geny zwigzane
z lipogenezqg i anabolizmem lipidéw (m.in. FASN, SCD, ME1), natomiast u gesi pomorskich
i landes obserwowano aktywacje szlakédw zwigzanych z oksydacjg lipiddw, odpowiedzig
przeciwzapalng oraz funkcjg mitochondrialng. W miesniu piersiowym gesi pomorskich i landes
utrzymywata sie wysoka aktywno$¢ gendw zwigzanych z proliferacjq i remodelowaniem tkanki,
podczas gdy u gesi biate] kotudzkiej® wczedniej aktywowane byty szlaki metaboliczne
zwigzane z odktadaniem ttuszczu. Przyktadowo, w analizie miedzy gesig pomorskg a kotudzkg
uzyskano 1 974 geny o zréznicowanej ekspresji (DEGs). Nastepnie DEGs analizowano pomiedzy
dwiema grupami, okreélajgc liczbe gendw wspdinych oraz specyficznych dla kazdej z grup
(ras); 1 097 DEGs byto unikatowych dla rasy biatej kotudzkiej®, a 877 DEGs dla rasy pomorskiej.

Rycina 1.a (Venn) i 1. b. (Volcano plot).
Przyktadowe wyniki dla poréwnania ekspresji gendw w watrobie gesi biatych kotudzkich® i pomorskich.
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Uzyskane wyniki potwierdzajqg silne genetyczne podtoze réznic w miesnosci i metabolizmie lipi-
ddéw pomiedzy rasami gesi oraz wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania zidentyfikowanych mar-
kerdw genetycznych w selekciji hodowlanej i programach ochrony zasobdw genetycznych.

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

kierownik zadania: dr hab. Matgorzata Natonek-Wisniewska

Cele zadania

1. Opracowanie, walidacja i wdrozenie metod molekularnych opartych na PCR do
identyfikacji pszczoty miodnej (Apis mellifera).

2. Réznicowanie wybranych podgatunkéw pszczoty miodnej wystepujgcych w Polsce, ze
szczegolnym uwzglednieniem Apis mellifera carnica oraz linii Dobra.

3. Opracowanie narzedzi do potwierdzania autentycznosci mioddw naturalnych i wykrywania
ich Sladowych iloéci w produktach spozywczych, w tym deklarowanych jako weganskie.

4. Wsparcie ochrony produktdw regionalnych oraz dziatan kontrolnych zwigzanych z przeciw-
dziataniem zafatszowaniom.

Zatozenia metodyczne

Badania zaplanowano jako kompleksowg analize molekularng obejmujgcg zaréwno materiat
biologiczny pochodzqgcy bezposrednio od pszczdt, jak i produkty spozywcze zawierajgce lub
potencjalnie zawierajgce midd. Podstawq identyfikacji genetycznej byto mitochondrialne
DNA, charakteryzujgce sie wysokqg stabilnosciqg, duzqg liczbqg kopii w komérce oraz przydatno-
$ciq do analiz materiatu zdegradowanego i siinie przetworzonego. Analizy pszczdt oparto na
amplifikaciji fragmentu miDNA obejmujgcego region COI-COIl, uznawanego za marker infor-
macyjny w badaniach filogenetycznych i haplotypowych Apis mellifera.

ldentyfikacje podgatunkdw prowadzono z wykorzystaniem:

- sekwencjonowania Sangera i analizy poréwnawczej z sekwencjami referencyjnymi (BLAST),

— analizy restrykcyjnej (RFLP) enzymem Dral jako metody szybkiej i niskokosztowej,

— testéw PCR z primerami celowanymi w wybrane podgatunki, jako podejscia przesiewo-
wego.

W analizach mioddw i produktdw spozywczych zastosowano zaréwno klasyczng reakcje PCR,
jak i real-time PCR z barwnikiem SYBR® Green, umozliwiajgcq ocene iloSciowq oraz analize
krzywych topnienia.

Kluczowym elementem metodyki byta optymalizacja procedur izolacji DNA z trudnych
matryc (miéd, produkty przetworzone), w tym eliminacja inhibitoréw reakcji PCR.

Walidacje metod przeprowadzono z wykorzystaniem prébek referencyjnych, rozcien-
czenh oraz materiatéw fortyfikowanych miodem, co umozliwito okreslenie specyficznosci, po-
wtarzalnosci i granicy wykrywalnosci.
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Syntetyczny opis wynikdw zadania
Analiza pszczot

Sekwencjonowanie fragmentéw miDNA pozwolito na identyfikacje licznych haplotypdw i wy-
kazato znaczng zmienno$¢ genetyczng pszczdt wystepujagcych w Polsce. W populacjach typu
buckfast dominowat haplotyp C1, swiadczgcy o wysokiej jednorodnosci genetycznej, nato-
miast w populacjach lokalnych stwierdzono obecnos¢ wielu haplotypdw charakterystycznych
dla réznych podgatunkdw (A. m. carnica, A. m. mellifera, A. m. ligustica, A. m. caucasica).
W niektérych przypadkach wykazano rozbieznosci pomiedzy deklarowanym a rzeczywistym
podgatunkiem pszczdt, co potwierdza powszechne mieszanie linii hodowlanych w kraju. Ana-
liza RFLP enzymem Dral byta zgodna z wynikami sekwencjonowania i pozwalata na szybkie
réznicowanie haplotypdw, jednak nie zawsze umozliwiata jednoznaczne przypisanie podga-
tunku. Testy PCR z primerami specyficznymi dla wybranych podgatunkdéw charakteryzowaty
sie ograniczong skutecznoscig, co wynikato z niedopasowania sekwencji referencyjnych do
lokalnych populacji pszczdt. Podjeto prébe pozyskania dtugich fragmentdw mitochondrial-
nego DNA pszczoty krainskiej linii Dobra z wykorzystaniem sekwencjonowania nanoporowego;
skuteczna amplifikacja fragmentdw referencyjnych potwierdzita poprawnos¢ projektu starte-
réw, natomiast dalsze analizy sg w toku.

Analiza miodéw i produktéw spozywczych

Opracowana procedura izolacji DNA z miodu zapewniata wysokqg jako$¢ materiatu genetycz-
nego, umozliwiajgc skuteczng amplifikacje nawet w prébkach o niskiej zawartosci DNA. Me-
todareal-tfime PCR pozwolita na jednoznaczng identyfikacje miodu naturalnego na podstawie
charakterystycznej temperatury topnienia produktu PCR, stabilnej i wyraznie odrdznialnej od
probek negatywnych (Wykres 1.). Analiza krzywych topnienia wykazata bardzo wysokg zdol-
nos$¢ dyskryminacyjng metody, niezalezng od stopnia rozcienczenia prébek oraz obecnosci
inhibitoréw. Klasyczna reakcja PCR potwierdzita obecno$¢ miodu w prébkach fortyfikowanych
oraz naturalnych, z granicq wykrywalnosci na poziomie 0,1%. W zadnej z analizowanych pré-
bek komercyjnych produktdw weganskich nie stwierdzono obecnosci miodu, co potwierdzito
zgodno$¢ deklaracii producentéw z rzeczywistym sktadem produktéw. Metoda umozliwiata
réwniez rozréznienie mioddw naturalnych od ich sztucznych zamiennikéw oraz ocene probek

mieszanych.
Wykres 1. Krzywa topnienia dla mioddw naturalnych.

- 1

.\.
-
S




Zaktady Naukowe

Irealizowane zadanie potwierdzito wysokqg przydatno$s¢ metod molekularnych opartych na
analizie mitochondrialnego DNA w identyfikacji pszczoty miodnej oraz badaniach autentycz-
nosci produktdw pszczelich.

Sekwencjonowanie fragmentdw miDNA w potqgczeniu z analizg RFLP stanowi wiary-
godne narzedzie do oceny zréznicowania genetycznego pszczdt i ujawnia znaczng skale mie-
szania linii hodowlanych w populacjach krajowych.

Opracowane testy przesiewowe PCR wymagajg dalszego dopasowania do lokalnej
struktury genetycznej pszczdt, co wskazuje na konieczno$c¢ kontynuacii badanh referencyjnych
nad populacjami polskimi.

Metody real-time PCR i klasycznej PCR umozliwiajg jednoznaczne wykrywanie miodu
naturalnego, takze w Sladowych iloSciach, niezaleznie od stopnia przetworzenia produktu.

Kluczowym parametrem diagnostycznym okazata sie analiza krzywych topnienia, za-
pewniajgca wysokqg specyficzno$¢ i powtarzalno$¢ wynikdw.

Opracowane procedury spetniajg wymagania praktycznej kontroli jakosci zywnosci, w tym
certyfikacji produktéw weganskich oraz ochrony mioddw regionalnych.

Wyniki badan majg bezposrednie zastosowanie w dziatalnosci laboratoryjnej, monito-
ringu rynku oraz dokumentowaniu pochodzenia biologicznego produktdw, stanowigce solidng
podstawe do dalszych wdrozen i prac badawczo-rozwojowych.

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

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

Miesnie szkieletowe sqg tkankg wysoce plastyczng, a ich funkcjonowanie podczas intensyw-
nego wysitku jest wprost zalezne od dostepnosci tlenu i wynikajgcych z tego zmian metabolicz-
nych. W warunkach wysitku dochodzi do okresowych niedoboréw tlenu (hipoksji), ktére uru-
chamiajg m.in. szlaki zalezne od HIF-1, przeprogramowanie energetyczne w kierunku glikolizy
oraz przebudowe macierzy zewngtrzkomaorkowej i struktur kurczliwych. W ramach zadania przy-
jeto, ze kontrolowana hipoksja in vitro moze stanowic¢ uzyteczny model do odtwarzania kluczo-
wych komponentéw adaptacji miesni do wysitku, a nastepnie do ich analizy na poziomie eks-
presji gendw (QPCR) oraz globalnej odpowiedzi transkryptomicznej (RNA-Seq).

Gtoéwne cele badawcze

Ustalenie i optymalizacja modelu hipoksji in vitro mozliwie zblizonego do warunkdw tlenowych
w miesdniach szkieletowych.

Ocena wptywu hipoksji na ekspresje gendéw zwigzanych z:
— metabolizmem kwasdéw ttuszczowych,

— utylizacjq glukozy i szlakami energetycznymi,

— apoptozg indukowang hipoksjg.

Zastosowanie NGS (RNA-Seq) do identyfikacji globalnych zmian ekspresji oraz szlakdéw biolo-
gicznych zaleznych od stezenia tlenu i czasu ekspozycii.

Zatozenia metodyczne i organizacja prac

Komérki miesni szkieletowych izolowano z materiatu pobranego post mortem (etyczne zrédto
materiatu), za pisemng zgodg wtasciciela. Pobrania wykonano bezposrednio po ustaniu
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czynnosci zyciowych zm. gluteus medius, w warunkach aseptycznych i zzachowaniem tahcu-
cha chtodniczego. Zgodnie z obowigzujgcymi przepisami, procedura nie stanowita doswiad-
czenia na zwierzetach zywych.

Testowano trzy podejscia do pozyskania populacji miogenicznych i w kazdej metodzie
zastosowano etap pre-plating, aby ograniczy¢ udziat fibroblastow i wzbogacic¢ frakcje komo-
rek miogennych. Hipoksje indukowano w inkubatorze HypoxylLab (Oxford Optronix) poprzez
kontrolowane mieszaniny gazowe (N, + 5% CO, + zadane O,). Réwnolegle prowadzono nor-
moksje (=21% O,, 5% CO,). Zaprojektowano dwa typy doswiadczen: krétkotrwata umiarko-
wana hipoksja (3% O,) z punktami czasowymi 3, 6, 18, 24 h (QPCR; 3 powtdrzenia techniczne);
dtugotrwata ekspozycja (48-72 h) w pieciu grupach: 21% O, i 3% O, oraz 1% O, (48 h lub 72 h)
do RNA-Seq i analiz porébwnawczych. Analizy molekularne obejmowaty gPCR z walidacjg ge-
néw referencyjnych oraz RNA-Seq z kompleksowq analizg bicinformatyczng zmian ekspresji ge-
néw zaleznych od warunkdw tlenowych.

Wyniki

W pierwszym etapie prac uzyskano populacje komodrek pochodzenia miesniowego z wykorzy-
staniem trzech metod izolacji: trawienia enzymatycznego pronazq, tfrawienia kolagenazq oraz
hodowli z eksplantatu. Zastosowanie pronazy skutkowato obecnoscig wiekszej ilosci resztek
tkankowych oraz wolniejszym tempem proliferacji komaérek, co ograniczato ich przydatno$é
w dalszych doswiadczeniach. Hodowla z eksplantatu pozwalata na uzyskanie najwiekszej
liczby komérek, jednak populacja ta charakteryzowata sie znaczng heterogenicznoscig mor-
fologiczng oraz cechami sugerujgcymi domieszke innych typdw komadrek niemiogennych. Naj-
korzystniejsze rezultaty uzyskano w przypadku izolacji z uzyciem kolagenazy, ktéra zapewniata
wysokq powtarzalno$¢, dobrg zywotnos$c oraz stabilny profil miogenny komérek, potwierdzony
podwyzszong ekspresig MYOD1 oraz MYOG po kolejnych pasazach i etapie pre-platingu.
W konsekwencji populacje uzyskang metodg kolagenazowqg uznano za najbardziej odpo-
wiednig do dalszych analiz w réznych warunkach tlenowych, badah gPCR oraz analiz tran-
skryptomicznych RNA-Seq.

Rownolegle podjeto probe opracowania modelu poréwnawczego z wykorzystaniem
komodrek miesniowych gotebia pocztowego. Pomimo zastosowania analogicznych procedur
izolacji i modyfikacji warunkéw hodowli, komorki ptasie wykazywaty ograniczong zdolno$¢ do
dtugoterminowej proliferacji oraz cechy starzenia komaorkowego juz po kilku pasazach. Unie-
mozliwito to uzyskanie stabilnej hodowli porownywalnej z modelem konskim, co stanowi istotny
whiosek metodyczny dla dalszych badan nad modelami miedzygatunkowymi.

Kluczowym elementem czesci analitycznej byta walidacja gendw referencyjnych do
analiz ekspresji gendw metodg gPCR. Ocena stabilno$ci oSmiu kandydatdw z wykorzystaniem
kilku niezaleznych algorytméw wykazata, ze najoardziej stabilnym genem referencyjnym w ba-
danych warunkach byt ACTB, a kolejne miejsca w rankingu zajmowaty RN18S, SDHA oraz
GAPDH. Najnizszg stabilnoscig charakteryzowaty sie geny B2M i TFRC. Wykazano jednoczeénie,
ze wybdr genu referencyjnego istotnie wptywa na interpretacje wynikéw ekspresji genéw do-
celowych, w szczegdlnosci MYOG, co ma bezposrednie znaczenie praktyczne dla przysztych
analiz prowadzonych w pierwotnych hodowlach komérek miesniowych konia.

Analiza ekspresji gendw metodg gPCR wykazata dynamiczng odpowiedz komdrek na
warunki tlenowe. Ekspresja HIF1 A osiggata maksimum po trzech godzinach inkubaciji zaréwno
w normoksji jak i hipoksiji, przy czym w warunkach obnizonego stezenia tlenu utrzymywata sie
na wyzszym poziomie do sze$ciu godzin, potwierdzajgc aktywacje klasycznej odpowiedzi na
niedotlenienie. MYF5 wykazywat podwyzszong ekspresje we wczesnych punktach czasowych,
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a nastepnie jej spadek, co jest zgodne z profilem aktywacji i proliferaciji komérek progenitoro-
wych.

MYODI charakteryzowat sie frendem wzrostowym po dwudziestu czterech godzinach,
natomiast MYOG, marker pdinego rdznicowania, osiggat najwyzsze poziomy ekspresji po
osiemnastu godzinach w obu warunkach tlenowych. Przejsciowy spadek ekspresji PAX7 po
sze$ciu godzinach, a nastepnie jej stopniowy wzrost, wskazuje na dynamiczng rébwnowage
pomiedzy aktywacjg progenitoréw a utrzymaniem ich puli. Obserwacje morfologiczne
potwierdzity, ze krotkotrwata hipoksja byta dobrze tolerowana i nie prowadzita do obumierania
komodrek, a jednoczesnie sprzyjata ich wiekszemu wydtuzeniu i uporzgdkowaniu.

Analizy RNA-Seq dostarczyty globalnego obrazu zmian transkryptomicznych zaleznych
od stezenia tlenu i czasu ekspozycji. Uzyskano dane o wysokiej jakosci, z bardzo wysokim
odsetkiem mapowania odczytéw do genomu referencyjnego, a analiza PCA wykazata wyra-
Zne grupowanie probek zgodnie z warunkami tlenowymi i czasem hodowli. Wydtuzona
normoksja prowadzita do aktywacji programdw zwigzanych z miogenezq i organizacjg apara-
tu kurczliwego, co odzwierciedla naturalng progresje kultur miogenicznych. Ostra, ciezka hipo-
ksja indukowata, natomiast skoordynowane przeprogramowanie metaboliczne w kierunku
glikolizy oraz przebudowe macierzy zewngtrzkomérkowej, czemu towarzyszyta aktywacija
szlaku HIF-1. Poréwnania dtugotrwatych ekspozycji wykazaty stopniowang, zalezng od stezenia
tlenu modulacje odpowiedzi komdrkowej— umiarkowana hipoksja wptywata gtdwnie naremo-
delowanie cytoszkieletu i adhezje komdrek, natomiast ciezka hipoksja sprzyjata aktywacii
programow réznicowania i tworzenia struktur kurczliwych.

Analiza wspdlnych gendw réznicujgco eksprymowanych dla trzech poziomdw tlenu po
72 godzinach ekspozycji pozwolita na identyfikacje zestawu gendw kandydujgcych zwigzao-
nych z adaptacjg miesni do wysitku i wydolnosciq fizycznaq, takich jak: ACTN3, ATP2A1, FNDC5,
EGLNT1, SLC16A1, NAMPT, VEGFB, NOS1 oraz SMYD1. Obecnos¢ tych markerdw potwierdza, ze
opracowany model komdrek miogenicznych konia w kontrolowanych warunkach hipoksji
wiernie odtwarza kluczowe, tlenozalezne mechanizmy adaptacyjne miesni szkieletowych.

Podsumowanie

Uzyskane wyniki potwierdzajg osiggniecie celu zadania poprzez opracowanie i walidacje po-
wtarzalnego modelu in vitro konskich progenitoréw miesni szkieletowych, umozliwiajgcego
kontrolowang analize odpowiedzi komadrkowej na zmienne napiecie tlenu. Model ten stanowi
solidng podstawe do dalszych badan mechanizmdw adaptacji miesni do wysitku, analiz funk-
cjonalnych oraz zastosowan translacyjnych, a opracowane know-how obejmuje kompletny
pipeline eksperymentalny do pozyskiwania, charakterystyki i analizy komdrek miesniowych
w warunkach normoksji i hipoksji.

Zadanie 01-18-21-21
Analiza profilu proteomicznego plemnikdw knura poddanych procedurom
biotechnologicznym.

kierownik zadania: dr Grzegorz Smotucha

Celem zadania badawczego byta kompleksowa ocena wptywu modyfikaciji potranslacyjnych
biatek, ze szczegdlnym uwzglednieniem acetylacji lizyn, na jakos¢ i funkcjonowanie plemnikdw
knura poddanych procedurom biotechnologicznym, w tym kriokonserwacii.

Badania koncentrowaty sie na analizie zmian w proteomie plemnikdw $wiezych
i mrozonych, traktowanych inhibitorem deacetylaz histonowych — maslanem sodu (NaBu) oraz
na powigzaniu tych zmian z parametrami strukturalno-funkcjonalnymi komaérek plemnikowych.
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Plemniki, jako komorki o ograniczonej zdolnosci syntezy biatek, regulujg swoje funkcje gtéwnie
poprzez modyfikacje potranslacyjne istniejgcych biatek, wiérdd ktdrych szczegdlne znaczenie
przypisuje sie acetylaciji lizyn. Modyfikacja ta wptywa na organizacije cytoszkieletu, metabolizm
energetyczny oraz ruchliwos¢ plemnikéw. Dotychczas brakowato danych dotyczgcych roli
acetylacji biatek w plemnikach knura — zwtaszcza w kontekscie kriokonserwaciji, co stanowito
podstawe do podjecia niniejszych badan. Materiat badawczy stanowito nasienie knurow roz-
nych ras, analizowane w czterech grupach doswiadczalnych: $wieze i kriokonserwowane,
traktowane lub nietraktowane maslanem sodu (NaBu). Jakosé nasienia oceniano z wykorzy-
staniem systemu CASA, metod cytometrycznych oraz mikroskopii fluorescencyjnej. Réwnolegle
prowadzono analizy proteomiczne z zastosowaniem elektroforezy dwuwymiarowej (2D-PAGE),
spektrometriimas (LC-MS/MS) oraz analizy typu Western blot w celu identyfikacji zmian w pozio-
mie acetylacji biatek. Analiza parametrdw jakosci Swiezego nasienia wykazata brak istotnego
wptywu NaBu, niezaleznie od zastosowanego stezenia, na ruchliwose plemnikdw, integralnosé
bton, stan chromatyny czy apoptoze. Jednoczesnie stwierdzono wyrazne réznice osobnicze
pomiedzy knurami, szczegdlnie w grupie kontrolnej, co podkresla znaczenie czynnika osobni-
czego w ocenie jakosci nasienia. Natomiast w przypadku nasienia kriokonserwowanego za-
obserwowano istotny wptyw NaBu na parametry ruchliwosci (ruch catkowity i postepowy), przy
jednoczesnym braku wyraznego oddziatywania na pozostate wskazniki jakosci. Najnizsze
stezenia NaBu (0,5-0,75 mM) wydawaty sie ograniczac zmiennos$¢ pomiedzy knurami, co moze
wskazywaé na potencjalny efekt stabilizujgcy. Analizy proteomiczne ujawnity istotne réznice
w profilach biatkowych pomiedzy grupami doswiadczalnymi. Traktowanie plemnikdw NaBu
prowadzito do zmian w liczbie i intensywnosci spotéw biatkowych, przy czym efekt ten byt za-
lezny od dawki inhibitora i szczegdlnie wyrazny w probkach kriokonserwowanych. Wraz ze
wzrostem stezenia NaBu obserwowano pojawianie sie nowych spotdw, zanik lub ostabienie
innych oraz przesuniecia punktdw izoelekirycznych, co wskazuje na wystepowanie modyfikacii
potranslacyjnych. Identyfikacja biatek rdznicujgcych grupy wykazata, ze zmiany dotyczyty
gtéwnie biatek zaangazowanych w organizacje cytoszkieletu (a- i B-tubulina, AKAP4, ODF2),
metabolizm energetyczny (ATP5B, GAPDH-S, VDAC?2) oraz odpowiedz na stres komdrkowy
(HSP70, HSP90, PRDXS5). Szczegdtowa analiza acetylacji biatek wykazata, ze w $wiezym nasieniu
poziom acetylacji nie ulegat istotnym zmianom w odpowiedzi na NaBu, a obserwowane
réznice miaty charakter indywidualny i niespdjny. Odmienng sytuacje stwierdzono w nasieniu
mrozonym, gdzie najwyzsza dawka NaBu (1,0 mM) powodowata istotny wzrost acetylacji bio-
tek. Ponadto poziom acetylacji w mrozonym nasieniu korelowat dodatnio z odsetkiem komorek
nekrotycznych oraz, po uwzglednieniu dawki NaBu, z ruchem catkowitym plemnikéw. Wyniki
te wskazujg, ze acetylacja biatek w warunkach stresu kriogenicznego moze odzwierciedlad
zarbwno procesy degeneracyjne, jak i adaptacyjne zmiany funkcjonalne plemnikdw.

Podsumowujgc, przeprowadzone badania wykazaty, ze kriokonserwacja istotnie
zwieksza wrazliwos¢ proteomu plemnikdw knura na modulacje acetylacji biatek przez inhibitor
deacetylaz histonowych. NaBu, szczegdlnie w najwyzszym zastosowanym stezeniu, nasila
zmiany proteomiczne i epigenetyczne w mrozonym nasieniu, podczas gdy plemniki swieze
charakteryzujq sie wzglednie stabilnym poziomem acetylaciji.

Uzyskane wyniki podkreslajg kluczowe znaczenie stanu fizjologicznego plemnikdw dla
interpretacii zmian molekularnych oraz wskazujq, ze modyfikacje potranslacyjne biatek mogg
stanowic istotny element odpowiedzi plemnikéw na stres kriogeniczny.
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Wykres 1. Poréwnanie acetylacji biatek z nasienia $wiezego i mrozonego.
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Zadanie 01-18-22-21
Ocena wptywu INncRNA MALATI na proces adipogenezy z wykorzystaniem swinskich
komorek pierwotnych adipocytdw.

kierownik zadania: prof. dr hab. Katarzyna Piérkowska

Celem proponowanych badan jest analiza regulacji ekspresji gendw przez czgsteczke dtu-
giego niekodujgcego RNA (long non-coding RNA, IncRNA), zidentyfikowanego u $wini domo-
wej, wykazujgcego wysokg homologie z czgsteczkg ludzkiego INcRNA - MALATI. U $wini domo-
wej w poprzednim badaniu ustalono, ze czgsteczka ta ulega réznicowej ekspresji w podskdrnej
tkance ttuszczowej w zaleznosci od grubosci stoniny. U cztowieka oraz myszy MALAT1 byta
wczesniej analizowana w kontekscie ottuszczenia oraz odktadania tkanki ttusz- czowej. Jednak
uzyskane wyniki nie odpowiedziaty jednoznacznie, czy rzeczywiscie ma ona wptyw na proces
adipogenezy, czy jest obojetna. Poszukiwanie genetycznego podtoza proce- sdw zwigzanych
z odktadaniem tkanki ttuszczowej umozliwi dostarczenie nowych informacji pomocnych przy
opracowaniu skutecznych narzedzi do regulacji poziomu tkanki ttuszczowej u zwierzgt czy
cztowieka.

Zatozenia metodyczne
Materiat do badanh

W eksperymencie wykorzystano osiem $win ras ztotnicka pstra i pietrain. Od wszystkich zwierzgt
pobrano materiat do uzyskania pierwotnych linii preadipocytéw w celu oceny zdolnosci
réznicowania i transfekciji.

Komérki od czterech $win izolowano trzema metodami: z uzyciem komercyjnego kitu,
metodqg swim-up oraz enzymatycznie z kolagenazq |. Preadipocyty proliferowano w medium
wzrostowym, a nastepnie réznicowano w dwodch systemach hodowlanych. Skutecznos$c¢
adipogenezy oceniano barwieniami lipiddw oraz analizg ekspresji gendw LPL i SCD metodq
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gPCR. Linie komodrkowe kriobankowano. Przeprowadzono transfekcje w celu indukcji nad-
ekspresji INCRNA MALATI.

Transdukcja lentiwirusowa

Przeprowadzono lentiwirusowq transdukcje Swinskich preadipocytow przy czterech warto-
sciach MOI (10, 40, 90, 160) w medium wzrostowym z dodatkiem Polybrene. Wydajnos¢
transdukcji oceniano po 48 h metodq cytometrii przeptywowej, mikroskopii fluorescencyjne;j
oraz gPCR. Po 72 h komérki poddano 7-dniowej selekcji puromycyng, a do dalszych badan
wybrano wariant MOI 40. Kontrole stanowity komorki transdukowane pustym wektorem GFP.
Wptyw nadekspresji INcRNA MALAT1 analizowano podczas proliferaciji oraz po 3i 7 dniach rdz-
nicowania, zbierajgc komaorki do analiz molekularnych.

Ocena histologiczna preparatéw tkanki ttuszczowej

Tkanka ttuszczowa byta oceniana pod wzgledem budowy komérek ttuszczowych dla dwdch
wykorzystanych w eksperymencie ras swin — ztotnickiej pstrej oraz pietrain.

Przygotowanie preparatdw histologicznych tkanki ttuszczowej

Probki tkanki ttuszczowej szybko zamrozono w izopentanie schtodzonym ciektym azotem i prze-
chowywano w -80°C. Przed kriosekcjg bloki wyréwnano temperaturowo w kriostacie (-20°C),
a nastepnie wykonano skrawki o grubosci 7-10 um, ktére nanoszono na szkietka i suszono.
Skrawki utrwalono w 10% buforowanej formalinie i barwiono hematoksyling i eozyng (H&E). Pre-
paraty analizowano pod mikroskopem $wietinym Olympus (x20), a obrazy przetwarzano w pro-
gramie Imagel.

Ocena histologiczna tkanki ttuszczowej w odniesieniu do réznych ras.

Tabela 1. Charakterystyka $wih rasy ztotnickiej pstrej i pietrain o wysokiej i niskiej zawartosci ttuszczu wykorzystanych
w eksperymencie, srednia £ SD.

Cechy ztotnicka pstra (n=4) pietrain (n=4)
Mean SD Mean SD p-value Réznica
m. grupami*
Dzienne przyrosty (g) 639 A 18.7 1031 B 108 0.00353 38%
Wyddajnoé¢ rzezna (kg) 75.2 A 0.49 77.5 B 0.62 | 0.0013 3%
Ttuszcz otrzewnowy (kg) 0.80 0.31 0.42 0.13 | 0.06 36%
Poledwiczki masa (kg) 0.30 A 0.06 0.46 B 0.05 | 0.008 48%
Szynka masa (kg) 8.82 A 0.69 11.7 B 0.78 | 0.00172 25%
Grubos¢ stoniny w punkcie K1 3.38 A 0.75 0.88 B 0.15 0.004495 74%
(cm)
Masa tkanki ttuszczowej szynki 2.46 A 0.24 1.15 B 0.23 0.00025 53%
ze skérqg (kg)
Masa tkanki ttuszczowej 2.45 A 0.49 0.83 B 0.21 0.003 66%
poledwicy ze skorqg (kg)
Bekon z zeberkami (kg) 6.2 A 0.13 5.1 B 0.16 6.39E-05 18%
Grubo$¢ tkanki ttuszczowej 3.6 A 0.5 1.9 B 0.19 0.00301 56%
nad topatkg (cm)
Grubos¢ tkanki ttuszczowej na 3.35 A 0.65 1.00 B 0.31 0.001951 69%
krzyzu | (cm)
Grubos¢ tkanki ttuszczowejna | 2.98 A 0.60 0.7 B 0.0 0.0036 77%
krzyzu Il (cm)
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Grubos¢ tkanki ttuszczowej 3.39 A 0.68 0.85 B 0.11 0.00337 75%
na krzyzu Il (cm)

Srednia grubosé stoniny (cm) 3.08 A 0.50 1.14 B 0.15 0.00214 63%
Powierzchnia oka poledwicy 32.05 A 4.95 66.8 B 1.53 0.000294 52%
(cm?)

Skréty: SD — odchylenie standardowe; wartosci oznaczone tymi samymi literami nalezg do tej samej grupy statystycznej
(A,B=p<0,01; 0, b=p<0,05); K1 - grubosc¢ stoniny w punkcie K1 (cm) opisuje grubos¢ stoniny na bocznej krawedzi
mie$nia najdtuzszego grzbietu.

Osobniki obu ras zostaty poddane poréwnaniu w zakresie cech tucznych orazrzeznych (Tabela
1.). Uzyskane wyniki wskazujg na istothe zmiany w zakresie niemal kazdego ocenianego para-
metru.

Ocena struktury histologicznej podskdrnej tkanki ttuszczowej

Adipocyty obserwowano jako duze, wakuolizowane komérki z obwodowo potozonymi jg-
drami. Tkanka ttuszczowa $win rasy ztotnickiej pstrej wykazywata wieksze adipocyty i wiekszg
akumulacie lipiddw, natomiast u rasy pietrain stwierdzono mniejsze, zwarte komorki oraz grub-
sze przegrody tkanki tgcznej. Rdznice te odzwierciedlajg wiekszg zdolno$¢ odktadania ttuszczu
U $win rasy ztotnickiej pstrej w pordwnaniu z rasq pietrain (Rycina 1.).

Rycina 1. Struktura histologiczna tkanki ttuszczowej podskdrnej, pobranej od $wih rasy ztotnickej pstrej i pietrain,
barwionej hematoksyling i eozyng (H&E). Probki pobrano z dwdch okolic ciata: (A) tuszczu grzbietowego i (B) ttuszczu
brzusznego u $win rasy ztotnickiej pstrej oraz (C) ttuszczu grzbietowego i (D) tuszczu brzusznego u $winh rasy pietrain.
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Takze analiza morfometrii adipocytdw wykonana w programie ImageJ wykazata, ze komorki
Swin rasy ztotnickiej pstrej byty istotnie wieksze niz u rasy pietrain w obu obszarach anatomicz-
nych. Najwieksze adipocyty stwierdzono w ttuszczu grzbietowym $wih rasy ztotnickiej pstrej,
a najmnigjsze w ttuszczu brzusznym rasy pietrain.

Wyniki potwierdzajg fenotyp wysokottuszczowy rasy ztotnickiej pstrej i chudy fenotyp
rasy pietrain. Dwuczynnikowa analiza ANOVA wykazata istotny wptyw rasy i regionu oraz ich
interakcje na wielko$¢ adipocytow.



Tabela 2. Charakterystyka morfometryczna adipocytdw w tkance ttuszczowej podskdrnej Swin rasy ztotnickiej plamistej

i pietrain (barwienie H&E).
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Rasa Region Srednia powierzchnia | SD powierzchnia | Srednia srednica | SD érednica n
(Um?) (Wm?) (um) (um)
ztotnicka stonina 3995.5 Aa 680.4 71.3 Aa 6.1 50
pstra tkanka tt. 5297.8 Cb 1392.7 82.1 Cb 10.8 50
brzuszna
pietrain stonina 3063.8 Bc 847.9 62.6 Bc 8.6 50
tkanka 1. 3428.4 Dd 1452.6 66.1 Dd 14.0 50
brzuszna

A.B — wielkie litery oznaczajq istotne rdéznice w grupach o wartosci p < 0,0001; a, b, ¢ — mate litery oznaczajq istotne
réznice w grupach o wartosci p < 0,05.

Transfekcja i ocena jej wptywu na kultury preadipocytdw

Wyprowadzono pierwotng linie $winskich preadipocytéw o prawidtowej morfologii i zdolnosci
do réznicowania w adipocyty, potwierdzonej barwieniem lipiddw. Transdukcja lentiwirusowa
umozliwita uzyskanie komodrek z nadekspresjg MALATI, co potwierdzono ekspresjq GFP i analizg
gPCR. Preadipocyty transdukowane przy MOI 10 i 40 zachowaty prawidtowg morfologie i zdol-
no$¢ proliferaciji, natomiast wyzsze MOl powodowaty efekt cytotoksyczny. Do dalszych analiz
wybrano komoérki transdukowane przy MOI 40.

Rycina 2. Fluorescencyjna detekcja kropli lipidowych w wyprowadzonej linii preadipocytéw $winskich poddanych
kolejno: proliferacji w medium wzrostowym oraz trzy- i siedmiodniowemu réznicowaniu w medium Preadipocyte
Differentiation Medium. Komadrki utrwalano w 4% paraformaldehydzie. Analize mikroskopowq przeprowadzono przy
uzyciu mikroskopu Zeiss AX100 imager D.2 microscope (Zeiss, Germany) oraz oprogramowania Zeiss Zen 2 Blue Edition
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Rycina 3. Preadipocyty poddane trzydniowej proliferacji w medium wzrostowym i siedmiodniowemu réznicowaniu
w medium wspierajgcym proces réznicowania, obrazowane z zastosowaniem BioTek Cytation1 Cell Imaging Multi-
mode Reader (Agilent).
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W kolejnych etapach kontrolne i fransdukowane preadipocyty bedg hodowane w medium
wzrostowym, a nastepnie réznicowane i zbierane w ustalonych punktach czasowych. Z komo-
rek zostanie wyizolowane RNA i miRNA, przygotowane biblioteki i przeprowadzone sekwencjo-
nowanie w celu oceny wptywu nadekspresji MALAT1 na proliferacje i réznicowanie preadipo-
cytdw na poziomie franskryptomu i miRonomu.

Zadanie 01-18-25-21
Multi-gatunkowa, symultaniczna analiza markerdw SNP — opracowanie i implementacija
nowej metodyki badawczej.

kierownik zadania: dr Agata Piestrzynska-Kajtoch

Nadgzajgc za howymi 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 wykorzystaniem rozwigzania AgriSeq targeted GBS.

Laboratorium zostato zaangazowane w proces przygotowania panelu markerdéw SNP
do identyfikacji osobniczej owiec. W ramach wspdtpracy z ISAG wybrano 242 markery SNP
owiec i pozyskano testowy panel starteréw do GBS do analizy tych markeréw. Wytypowano
i przygotowano proébki do analiz: probki réznych ras owiec oraz probki z pierwszego, prébnego
miedzynarodowego testu poréwnawczego kontroli rodowoddw owiec w oparciu o markery
SNP, organizowanego przez ISAG (ISAG trial sheep SNP Comparison Test 2024/2025). Dopraco-
wano schematy normalizacji prébek do tych analiz, takze z zastosowaniem stacji pipetujace].
Wykonano analizy z uzyciem chipu 530. Laboratorium uzyskato certyfikat potwierdzajgcy udziat
w tescie.

Niestety, podczas opracowywania wynikdw testu miedzynarodowego przez ISAG
stwierdzono, ze niektére ze starterdw zostaty btednie zaprojektowane przez ich producenta.
W efekcie wszystkie laboratoria biorgce udziat w tescie z wykorzystaniem platformy lon Torrent
nie mogty uzyskac¢ prawidtowego wyniku analizy dla 30 sposéréd analizowanych markerdw.
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Poréwnanie wynikdw dla préobek z testu miedzynarodowego pomiedzy laboratoriami wykazato
réznice w wynikach genotypowania — w zaleznosci od uzytej techniki analizy (platformami
NGS), ktére wymagajqg dalszej weryfikaciji. Testy metodyki bedqg kontynuowane, jak tylko uda
sie pozyskac¢ panel starteréw z poprawionymi starterami.

Rycina 1. Wynik analizy GBS dla panelu SNP owiec do identyfikacji osobniczej z aparatu lon Torrent GeneStudio S5
Prime.
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Pozyskany panel starteréw dla markerdw SNP do identyfikacji osobniczej dla psdéw wykorzy-
stano do analizy prébek z miedzynarodowego testu poréwnawczego kontrolirodowoddw SNP
psdw (ISAG dog SNP Comparison Test 2024/2025) oraz innych prébek tego gatunku. Analizy
przeprowadzono z wykorzystaniem chipu 530 i protokotdéw opracowanych w pierwszym roku
realizacji zadania. Uzyskano bardzo dobry wynik loadingu, a zsekwencjonowane produkty
miaty oczekiwang dtugos¢. Laboratorium uzyskato certyfikat udziatu w teScie. Wybrano prébki
do dalszych testow.

Wybrano zestaw do analizy mutacji genetycznych pséw. Trwajg prace testowania pro-
tokotu i analiza wynikdéw.

Wykonano testowe analizy tqgczenia réznych paneli markeréw z uwzglednieniem wiel-
kosci poszczegdinych paneli, z wykorzystaniem chipu 530. Biblioteki dla owiec, bydta i pséw,
przygotowane w ramach zadania, potgczono w zestawach: owca + pies oraz owca + bydto
+ kon (dla koni wykorzystano biblioteki przygotowane w ramach innego projektu). Uzyskano
wyniki dla wszystkich analiz. Trwa szczegdtowa analiza porébwnawcza.

Rycina 2. Wynik tgczonej analizy GBS dla paneli SNP do identyfikacji osobniczej owiec i pséw z aparatu lon Torrent
GeneStudio S5 Prime.
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Rycina 3. Wynik tgczonej analizy GBS dia paneli SNP do identyfikaciji osobniczej owiec, bydta i koniz aparatu lon Torrent
GeneStudio S5 Prime.
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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, ro$nie rowniez spozycie dziczyzny. Celem gtow-
nym zadania jest opracowanie i wdrozenie prostej, ekonomicznej metody umozliwiajgcej roz-
réznianie réznych gatunkdw z rodziny jeleniowatych, aktualizacja metod identyfikacji osobni-
czej saren i jeleni szlachetnych, a takze adaptacja i opracowanie metod identyfikacji dla da-
nieli, tosi i jeleni sika.

W ramach zadania opracowano zestaw trzech metod molekularnych przeznaczonych
do identyfikaciji DNA wybranych gatunkdw jeleniowatych. Metody te zostaty zaprojektowane
jako wzajemnie uzupetniajgce sie, tak aby umozliwiaty analize materiatu biologicznego o zréz-
nicowanej jakosci, stopniu przetworzenia oraz poziomie degradaciji DNA. Wszystkie opraco-
wane metody znajdujg sie obecnie na etapie walidacii.

Pierwsza z metod opiera sie na amplifikacji krotkiego fragmentu mitochondrialnego
DNA obejmujgcego gen cytochromu B, o dtugosci ponizej 200 par zasad. Ze wzgledu na nie-
wielkg dtugos¢ identyfikowanego fragmentu metoda ta jest dedykowana do analizy préobek
surowych, przetworzonych technologicznie oraz probek zdegradowanych, w ktérych DNA wy-
stepuje w postaci silnie pofragmentowane;.

Drugqg metode opracowano w celu rozréznienia jelenia szlachetnego, jelenia sika,
sarny, daniela oraz tosia i bazuje na amplifikacji dtuzszych fragmentéw mitochondrialnego
DNA, przekraczajgcych 500 par zasad. Zastosowanie dtugich amplikondw pozwala na uzyska-
nie wiekszej iloéci informacji sekwencyjnej, jednak jednoczesnie ogranicza zastosowanie me-
tody do materiatu $wiezego lub dobrze zachowanego. Metoda ta stanowi uzupetnienie po-
dejscia opartego na krétkich fragmentach DNA i moze by¢ wykorzystywana w analizach wy-
magajacych wyzszej rozdzielczosdci identyfikacyjnej. Wybrane do analizy fragmenty DNA wy-
kazujg homologiczno$¢ w zakresie 88-97%, w zaleznosci od identyfikowanego gatunku, co
umozliwia ich skuteczne i jednoznaczne rozréznienie.

Trzecia metoda zostata zaprojektowana jako metoda selektywna, przeznaczona wy-
tacznie do identyfikacji DNA tosia. Jej opracowanie wynika z potrzeby jednoznacznej detekcji
tego gatunku, w szczegdlnosci w prébkach o ztozonym sktadzie gatunkowym. Metoda ta
moze by¢ stosowana zaréwno jako narzedzie potwierdzajgce obecno$c DNA tosia, jak i jako
uzupetnienie pozostatych metod w przypadkach wymagajgcych szybkiej i ukierunkowanej
analizy.
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We wszystkich opracowanych metodach zastosowano startery charakteryzujgce sie wysokqg
specyficznosciq, niewykazujgce homologii z sekwencjami DNA innych gatunkdéw zwierzgt ani
rodlin. Takie podejscie umozliwia zastosowanie metod do analizy materiatu ztozonego oraz
minimalizuje ryzyko reakcji nieswoistych. Zréznicowanie dtugosci amplifikowanych fragmentéw
DNA oraz zakresu identyfikowanych gatunkdw pozwala na elastyczne dopasowanie metody
do charakteru analizowanej prébki i celu badania. Wszystkie opisane metody sg obecnie
w trakcie walidaciji.

Ponadto, w ramach zadania zaktualizowano metody identyfikaciji osobniczej jeleni
(Rycina 1.) i saren (Rycina 2.). Przetestowano rézne stezenia starteréw i warianty programow
termicznych termocyklera oraz od nowa ustawiono zakresy alleliczne dla obu paneli,
dostosowujgc metodyke do sekwenatordw SeqStudio 24 Flex i 3500xI Genetic Analyzer.
Wykonano drabinke alleliczng dla panelu jeleni, ktéra potwierdzita przesuniecia markerdéw na
obu tych sekwenatorach wzgledem wycofanego juz z uzycia sekwenatora Genetic Analyzer
3130xl. Pozyskano dodatkowe prébki materiatu genetycznego saren i jeleni.

Rycina 1. Markery genetyczne dla jeleni znakowane barwnikiem VIC.
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Rycina 2. Markery genetyczne dla saren znakowane barwnikiem FAM.

LR L — i1 ] R BT R
am . - i

Dla tosi, danieli i jeleni sika przeprowadzono analizy z uzyciem panelu starterow jeleni. Nie
wszystkie markery sie amplifikowaty (Rycina 3.) — stwierdzono konieczno$¢ wymiany kilku
markeréw z uzytego panelu na inne. Na podstawie istniejgce;j literatury wytypowano markery
STR do panelu identyfikaciji osobniczej dla tosi. Zamdwiono startery do markerdw zastepczych
i przygotowano metodyke. Trwa analiza otrzymanych wynikow.

Rycina 3. Markery genetyczne analizowane u tosi znakowane barwnikiem VIC — wida¢ brak amplifikacji w obrebie
markera RT1.
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Ze wzgledu na bardzo matq liczbe probek DNA danieliijeleni sika, doktadna walidacja panelu
dla tych dwdch gatunkdw nie byta mozliwa. Proby pozyskania wiekszej liczby probek tych
dwodch gatunkdw nie powiodty sie.

Zadanie 01-18-27-21
Genotypowanie swin i dzikdw z wykorzystaniem réznych technik i markeréw w celu dobrania
precyzyjnych narzedzi do identyfikowania obydwu podgatunkdw.

kierownik zadania: dr inz. Anna Koseniuk

Cele zadania badawczego:

- wyznaczenie zmiennosci populaciji dzikdw i $win w Polsce oraz przeprowadzenie analizy
poréwnawczej zinnymi populacjami dzikich i domowych $wih z Europy i Azji (na podstawie
wynikéw wtasnych oraz danych on-line dostepnych w repozytoriach DNA),

— anadliza struktury demograficznej dzikéw i $wih w oparciu o dtugos¢ ciggdw homozygo-
tycznych (ROH), identyfikacja hybrydyzacii, analiza zmiennosci liczby kopii sekwenciji
w genomie (copy number variation, CNV) oraz identyfikacja znacznikdw selekcyjnych,

- opracowanie metody identyfikacji obu podgatunkdw.

W pierwszym roku realizacji zadania skoncentrowano sie na zgromadzeniu materiatu badaw-
czego oraz opracowaniu i optymalizacji metodyki analiz molekularnych. Wtasciwa selekcja
prébek badawczych stanowita istotny etap determinujgcy powodzenie dalszych prac i reali-
zacje zatozonych celdw projektu. Do analizy zmiennosci genetycznej zostaty wybrane prébki
swini domowej. Kryterium wyboru stanowity prébki osobnikéw o potwierdzonym rodzicielstwie
na podstawie analiz mikrosatelitarnego polimorfizmu DNA. Dzieki femu zachowano przynalez-
nos$¢ rasowq. Ponadto zadbano, aby osobniki do badan byty jak hajmniej ze sobg spokrew-
nione. Powiekszono baze probek pochodzgcych od dzikéw do 428. Do analiz w oparciu o po-
limorfizn mikrosatelitarny przeznaczono 1930 préobek — 428 dzikéw i 1502 $wih réznych ras.

Analize struktury populacyjnej przeprowadzono z wykorzystaniem programu STRUCTURE
w oparciu o dane genotypowe z 14 markerdw mikrosatelitarnych. Dla kazdej wartosci liczby
klastrow (K = 2-10) wykonano niezalezne uruchomienia algorytmu z zastosowaniem 150 000
iteracji oraz 500 000 iteracji fazy burn-in, przy zatozeniu modelu admixture model i niezaleznych
czestosci alleli. Wyniki analizy nie wykazaty istnienia jednoznacznej, statystycznie najoardziej
prawdopodobnej wartosci K. Zaréwno wartosci logarytmu prawdopodobienstwa danych
[LnP(D)]. jak i analiza oparta na metodzie AK, nie wskazaty wyraznego maksimum dla zadnej
z testowanych wartosci K. Zamiast tego obserwowano stopniowy wzrost LnP (D) wraz ze wzro-
stem K oraz wysokg zmienno$¢ pomiedzy powtdrzeniami, bez wyraznego punktu zatamania
krzywej. Brak wyraznie najlepszego K wskazuje na ciggty charakter zmiennosci genetycznej ba-
danych populaciji, a nie na istnienie dyskretnych, jednoznacznie rozdzielonych jednostek ge-
netycznych. Taki wzorzec jest typowy dla populacji o historii intensywnej selekciji, krzyzowan
miedzyrasowych oraz wspdlinego pochodzenia, szczegdinie w przypadku markerdw neutral-
nych, takich jak mikrosatelity.
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Rycina 1. Wynik analizy struktury populacii dia siedmiu badanych ras $win; bez jednoznacznego wskazania K
o najwiekszym prawdopodobienstwie.

Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) przeprowadzona na podstawie 14 markerdw mikrosate-
litarnych ujawnita istotng strukture genetyczng badanych ras. Pierwsze dwie sktadowe wyja-
Sniaty tgcznie 17,5% catkowitej zmiennosci. Rasy zachowawcze (putawska oraz ztotnicka) wy-
kazywaty wiekszq odrebnos¢ genetyczng, podczas gdy rasy komercyjne (WBP, PBZ, duroc, pie-
train) charakteryzowaty sie znacznym naktadaniem klastréw, co wskazuje na ich wiekszg ho-
mogenizacje genetyczng.

Rycina 2. Wykres PCA (PC1 vs PC2) dla 1930 probek, oparty na 14 markerach STR, z kolorowym rozrdznieniem ras
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Zadanie 01-18-28-11
Profilowanie DNA jako narzedzie w nowoczesnej hodowli zwierzgt.

kierownik zadania: dr inz. Angelika Mgsior

Gtownym celem zadania badawczego jest dopracowanie oraz wdrozenie metod profilowa-
nia DNA u alpak i kotéw, przy wykorzystaniu wszystkich markeréw molekularnych rekomendo-
wanych przez ISAG i nie tylko. Zadanie ma na celu rozwiniecie narzedzi genetycznych, ktére
wspomoggq identyfikacje osobniczg tych gatunkdw, co przyczyni sie do rozwiniecia tych ustug
w laboratorium. Ponadto zaplanowane sg metody identyfikacji ptci ptakdw, bez wyraznego
dymorfizmu ptciowego.

W przypadku pierwszego celu: Identyfikacja osobnicza alpak i lam — zostat zmodyfiko-
wany dotychczasowy panel mikrosatelitarny obowiqzujgcy w LGM. Wykorzystano pule dostep-
nych markeréw mikrosatelitarnych wyizolowanych dla rodziny Camelidae. Wybrano odpo-
wiednie markery, dopasowano regiony, wyznakowano startery barwnikami fluorescencyjnymi.
Metode opracowano pod kgtem amplifikaciji typu multiplex, tak, aby w jednej reakcji méc
amplifikowac jaok najwiekszqg liczbe markerdw. Dobrano odpowiedni program termiczny z wy-
korzystaniem polimerazy Tipe It Microsatellite Kit (Qiagen) (Tabela 1.).

Tabela 1. Program termiczny dla trzech paneli mikrosatelitarnych.

Etap Temperatura [°C] Czas [min] Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95 5 1
Denaturacja 95 0,5

Przytqgczanie starterow 60 1.5 28
Wydtuzanie 72 0.5

Wydtuzanie kohcowe 60 30 1

W ramach realizacji zadania opracowano 3 panele (3 pleksy mikrosatelitarne) (Tabela 2.,3.1 4.;
Rycina 1., 2., 3.).

Tabela 2. Panel | - sekwencje starteréw.

Marker Primer (5'-3') Forward Primer (5'-3') Reverse
LCA99 CAGGTATCAGGAGACGGGCT AGCATITATCAAGGAACACCAGC
SRY GGCTCTAGAGATCCCAAAATGC TAGTCTCTGTGCCTCCTCGA
LGU49 TCTAGGTCCATCCCTGITGC GTGCTGGAATAGTIGCCCAGT
LCA%4 GTCCATICATCCAGCACAGG ACATTTGGCAATCTCTGGAGAA
LCA19 TAAGTCCAGCCCCACACTCA GGTGAAGGGGCTTIGATCTTIC
LCA56 ATGGTGTITACAGGGCGTTIG GCATTACTGAAAAGCCCAGG
LGU50 CTGCTGTGCTTGTCACCCTA AGCACCACATGCCTCTAAGT
LCA8 GCTGAACCACAATGCAAAGA AATGCAGATGTGCCTCAGTT
LCA37 AAACCTAATTACCTCCCCCA CCATGTAGTTGCAGGACACG
LCA65 TITTTCCCCTGTGGITGAAT AACTCAGCTGTTGTCAGGGG
LCAb6 GTGCAGCGTCCAAATAGTCA CCAGCATCGTCCAGTATICA
YWLLO2 GTGCACTCAGATACCTTICACA TACATCTGCAATGATCGACCC
VOLPOS ACTTAATCACCTGGATGTAT ATATGGITCACTGTGTITACT
LCAS GTGGTTITITGCCCAAGCTC ACCTCCAGTCTGGGGATITC
LGU?1 GTCTCCGGITTGCAGATGAG AGAAGCAGAATGGTAGTGAAGAA
LCA24 ACTCACGGGTGACATACACTG GAGCAGTGTTTGGTITGCATT
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Rycina 1. Panel | - elektroforogram alpaki.

— ]
I b i

s L - i e @
ripe s £ = ¥
:. : : ] - ; :
1 .I_ ki ool ]

B P =
1.0 —— L TE ] L]
= .; :.'::u 3= .__:" i :....5_.2'

Tabela 3. Panel Il - sekwencje starteréw.
Marker Primer (5'-3’) Forward Primer (5’-3’) Reverse
P194 AGCAGGTGAAAAGCAGAATIGTGTG AGTITITCCATTGCCGTTGTCAGAG
PCTD17 CCCTCTCACCIGICTACTIG GTATTICTGGCATTIGGTTTIGT
CMS13 TAGCCTGACTCTATCCATITCTC ATTATITGGAATICAACTGTAAGG
P132 CAGAGGAGGGACCACTAATGCTGGC GGGGCAAGTIGAAGTIGAGTIGAAATGG
YWL40 CACATGACCATGTCCCCTTAT CCAGIGACAGTGTIGACTAAGA
CMS3 GCTCTCTGTGCCTCAATATG ACCATAGTTCTGGGTAGCA
YWLL38 GGCCTAAATCCTACTAGAC CCTCTCACTCTTGTTICTCCTC
YWLL44 CTCAACAATGCTAGACCTIGG GAGAACACAGGCTGGTGAATA
YWLL59 TGTGCAGGAGTTAGGTGTA CCATGTCTCTGAAGCTCTGGA
YWLL36 AGTCTTGGTGTGGTGGTAGA A TGCCAGGATACTGACAGTGAT
LCA23 TCACGGCAAAGACGTGAATA CCAGGAAACACACACCCAC
LCA77 TGTTGACTAGAGCCTITICTICTIT GGGCAAGAGAGACTGACTGG
LCA18 TCCACCCATITAGACACAAGC TAGGAAGCTCCAAGAAGAAAAGAC
YWL46 AAGCAGAGIGATITAACCGTG GGATGACTAAGACTGCTCTGA
YWLLO8 ATCAAGTTTGAGGTGCTITCC CCATGGCATIGTGTTGAAGAC
LGU68 CATCTACATGCCCCTGTGTG TGCAGGGAGGACTAACAGGT
YWLL29 GAAGGCAGGAGAAAAGGTAG CAGAGGCTTAATAACTIGCAG

Rycina 2. Panel Il — elektroforogram alpaki.
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Tabela 4. Panel lll - sekwencje starteréw.

Locus Primer (5’-3') Forward Primer (5'-3’) Reverse
LGU83 TCACAAACTTIGGAGGAAGCA ATAGCCCTGGGGTTICTATGG
LGU93 CCTGTGGAGCTAGGCCTIC TITGTAATCCCAGCCTGCTC
LGU76 TICCTTCCATTGAAGCAGGT TGAGATGCACTGCTITGGATA
LCA82 CGTGACACCAGGCTAAGTGA TITCAGATGGTAGCTITAAAAATIG
YWLL43-X ATACCTCTCTTGCTCTCTCTC CCTCTACAACCATGTTAG CCA
LGU52 GTGGITGGAACCTGCAACTC TTIGGGACCTGCTTICCATAAC
VOLPO4 GCATITCTCCGTAATCATIG TGACACCTTTTGTITCCATT
VOLPO3 CGACAGCAAGGCACAGGA AGACGGITGGGAAGGTGG
VOLP32 GTGATCGGAATGGCTTGAAA CAGCGAGCACCTGAAAGAA
CVRLO7 AATACCCTAGITGAAGCTCTGTCCT GAGTGCCTITATAAATATGGGTCTG
LCA68 TCCTGTCTGTGAGAAGGCTG CCGAAGGAAAAATAAAATGGAA
LCA%0 TATAACCCTGGTICTCGCCAA CCAAGTAGTATICCATTATGCG
VOLP68 CTGAAGAAAAATIGTTTACA TTIGCATGAGTCTATITAGATA

Rycina 3. Panel lll - elektroforogram alpaki.
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Metoda zostata wstepnie zwalidowana i z powodzeniem moze zosta¢ wdrozona w poczet
ustug LGM. Baza DNA IMG Alpaki jest obecnie dopracowywana zgodnie z trzema opracowa-
nymi panelami. W trakcie przygotowania sqg nowe formaty certyfikatéw i ekspertyz DNA dla
hodowcow.

Zadanie 01-18-29-21
Analiza wptywu suplementacji witaming D diety swirt na procesy molekularne
zachodzqgce w jelitach z zastosowaniem technik omicznych.

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

Celem badan jest ocena zmian transkryptomu oraz ekspresji gendw wywotanych suplementa-
cjg witaming D na poziomie réznego typu pojedynczych komoérek jelita cienkiego i grubego
swini. Uzyskane wyniki pozwolg na identyfikacje gtownych typdw komérek wrazliwych na dzia-
tanie witaminy D. Uzyskana wiedza pozwoli na lepsze zrozumienie potencjatu terapeutycznego
witaminy D u zwierzagt i ludzi.
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Zatozenia metodyczne

Rycina 1. Zatozenia metodyczne i schemat planowanych analiz.

Matenat

Prosieta n=20 Swinie doroste n=30

Analiza franskryptomu
[RMNA-seq, qPCR]

Angliza Single-nuclei
B [RNA-seq + ATAC-seq)

Analizy biochemiczne | Analiza miRNA
hematologiczne krwi —

Analizy histologiczne i
histomefryczne

Analiza methylzeq (RRBS)

Analza proteomu LC/MS

Syntetyczny opis wynikdw zadania

W roku sprawozdawczym realizowano prace przygotowawcze i eksperymentalne zwigzane
z wdrozeniem zaawansowanych technik omicznych zaplanowanych w projekcie. Przeprowa-
dzono serie préb izolacji jgder komoérkowych z tkanek jelit $wini przeznaczonych do analizy sin-
gle-nuclei RNA-seq. Do izolacji jgder wykorzystano zestaw Nuclei Isolation Kit firmy 10 x Geno-
mics. Poczgtkowo izolacje wykonywane z fragmentdw jelit przechowywanych w temperaturze
-80°C charakteryzowaty sie niskg jakosciq uzyskanych preparatdw, zawierajgcych duzq liczbe
uszkodzonych jgder oraz zanieczyszczenia komobrkowe. Pomimo préb optymalizacii procedury
nie udato sie poprawic jakosci izolatéw z tego materiatu. Dopiero zastosowanie fragmentéw
jelit przechowywanych w ciektym azocie oraz uzycie innego zestawu (Minute™ Single Nucleus
Isolation Kit for Tissues/Cells) firmy (Invent Biotechnologies inc.) umozliwito uzyskanie prepara-
tOw o wysokiej jakosci. Uzyskano okoto 5 miliondw jgder dobrej jakosci na mikrolitr, co stanowi
ilo$§¢ wystarczajgcqg do przejscia do kolejnych etapdw procedury, obejmujgcych przygotowa-
nie bibliotek single-nuclei RNA-seq oraz sekwencjonowanie. W trakcie wszystkich procedur izo-
lacji jader prowadzono obserwacje mikroskopowe i pomiary na urzgdzeniu Countess (Thermo-
fisher Scientific).
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Rycina 2. Zdjecie mikroskopowe jgder komdrkowych, barwionych DAPI, izolowanych z fragmentdw jelita,
przechowywanych w temp. -80°C.

Rycina 3. Izolacja z komérek jelita przechowywanego w temp. -80°C. Wykres parametru ,,circularity” w stosunku do
srednicy komodrek wygenerowany na liczniku komdrek Countess. Wiekszos¢ obiektdw charakteryzuje sie niskim
parametrem ,,circularity” < 80%, co wskazuje na degradacje jader.

Rycina 4. Zdjecie mikroskopowe jgder komdrkowych, w jasnym polu, izolowanych z fragmentéw jelita
przechowywanych w ciektym azocie. Widoczna ciggto$¢ btony jgdrowe;.
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Rycina 5. Izolacja z komérek jelita przechowywanego w ciektym azocie. Wykres parametru ,,circularity” w stosunku
do $rednicy komdrek wygenerowany na liczniku komoérek Countess. Wiekszo$¢ obiektédw charakteryzuje sie wysokim

parametrem ,,circularity” > 80%, co wskazuje na dobrg jakos¢ jgder.

Rownolegle przeprowadzono izolacje DNA z trzydziestu probek jelita cienkiego swih otrzymujg-
cych rézne dawki witaminy D oraz przygotowano biblioteki RRBS przeznaczone do analizy me-
tylacji DNA. Biblioteki te sg obecnie sekwencjonowane w firmie zewnetrznej.

Rycina 6. Obraz biblioteki RRBS wygenerowany na urzgdzeniu LabChip GX Touch Fragment Analyzer.
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Zadanie 01-18-30-11
Baza danych SNP zwierzgt gospodarskich — nowoczesne narzedzie do analiz
genetycznych i wspomagania selekcji.

kierownik zadania: dr Agata Piestrzynska-Kajtoch

Podaqgzajgc za nowymi trendami w selekcji zwierzgt gospodarskich i fowarzyszgcych w oparciu
o kontrole rodowoddw, oznaczanie mutacii powigzanych z chorobami genetycznymi i ozna-
czanie wariantdw gendw powigzanych z pozgdanymi i niekorzystnymi cechami z zastosowa-
niem wielkoskalowych metod z zakresu biologii molekularnej, niezwykle istotnym wyzwaniem
staje sie analiza uzyskiwanych danych.
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Celem zadania jest opracowanie i utworzenie bazy danych oraz aplikacji do obstugi tej bazy,
co pozwoli analizowac dane w zakresie markerdw SNP do kontrolirodowoddw zwierzgt, badan
populacyjnych, bioréznorodnosci oraz postuzy joko narzedzie do wspomagania selekcji zwie-
rzgt w zakresie markerdw genetycznych zwigzanych z chorobami genetycznymi i cechami
uzytkowymi. Umozliwi to zmniejszenie naktadu czasu pracy potrzebnego dotychczas na tego
typu analizy, postuzy réznym gatunkom zwierzgt i utatwi opracowanie danych do publikaciji
naukowych.

Przeprowadzono prace przygotowawcze i opisowe niezbedne do utworzenia bazy do-
nych i aplikacji. Podzielono prace na etapy realizacji, wyznaczono gtéwne cele prac, opisano
oczekiwane funkcje aplikaciji, wybrano oprogramowanie do postawienia bazy danych (Micro-
soft SQL Server) i aplikacji (Microsoft Visual Studio C#).

W ramach realizacji zadania przygotowano szczegdtowe opisy poszczegdlnych modu-
tow aplikacii, z uwzglednieniem funkcjonalnosci specyficznych dla gatunku. Rozpoczeto prace
nad podstawowq wersjg bazy i aplikacji, a takze zakupiono serwer na dane.

Zadanie 01-18-31-11
Genetyka sqdowa zwierzqt — rozwdj nowych metod badawczych dla zwierzqt

hodowlanych, towarzyszqcych i wolno zyjgcych.

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

Genetyka kryminalistyczna (sgdowa) zwierzat, w ktérej nacisk ktadzie sie na gatunki inne niz
ludzkie, jest podzielona na dwa gtéwne nurty — nurt dotyczgcy gatunkdw zwierzat towarzyszg-
cych cztowiekowi oraz nurt dotyczgcy zwierzgt wolno zyjgcych. Obecnie analiza kryminali-
styczna to dtugi, wysoce precyzyjny proces, przeprowadzany w akredytowanych laborato-
riach, przez wysoce wyspecjalizowany personel, z zachowaniem najwyzszych standardéw
pracy, zgodnie z wytycznymi miedzynarodowymi oraz z zastosowaniem specjalistycznej apa-
ratury. Czesciqg sieci laboratoriéw kryminalistycznych sq laboratoria zajmujgce sie genetykqg sg-
dowaq.

Celem zadania jest opracowanie nowych metod i dostosowanie istniejgcych metod
genetycznych w Laboratorium Genetyki Molekularnej do standarddw i wymogdw badan ge-
netyki sgdowej. W efekcie powstania wyspecjalizowanej Pracowni Genetyki Sgdowej Zwierzgt,
opracowane zostang nowe metody badan, a juz istniejgce metody zostang zaktualizowane
i wystandaryzowane.

Laboratorium Genetyki Molekularnej od wielu lat wykonuje ekspertyzy zlecone przez
sqdy, policje i prokurature, wykorzystujgc genetyczne metody identyfikacji osobniczej i gatun-
kowej. Najczesciej sprawy dotyczq kradziezy zwierzgt, ktusownictwa, znecania sie nad zwierze-
tami, wypadkdw drogowych z udziatem zwierzgt i pogryzien przez psy lub wilki. Rozpoczeto
prace nad dostosowaniem metod identyfikaciji osobniczej i gatunkowej do wymogdw badan
genetyki sqdowej. Rozbudowano i zaktualizowano rejestr ekspertyz sqdowych. Przygotowano
i ujednolicono karte pracy do badan ekspertyz sgdowych. Wydzielono, opisano i czesciowo
przygotowano stanowiska do badan w ramach ekspertyz sqdowych. Zakupiono wyposazenie,
ktére umozliwi rozpoznawanie elementéw/fragmentdéw materiatéw dowodowych zawierajg-
cych $lady materiatu biologicznego i wtasciwe pobranie materiatu do badanh oraz pobieranie
materiatu biologicznego z wnetrza zebow i kosci.



Zaktady Naukowe

Rycina 1. Pobieranie materiatu biologicznego do analiz z fragmentu kosci zwierzecej i sladdw biologicznych.

Przetestowano kilka metod izolacji DNA z kosci, $cidtki i fragmentéw tkanek dopracowujgc
protokoty do takiej analizy i wybierajgc warianty metod, ktére pozwalajg otrzymac DNA o
mozliwie najwyzszym stezeniu i najlepszych parametrach jakosciowych. Rozpoczeto szkolenie
nowych technikéw do izolacji materiatu genetycznego ze Sladdw biologicznych. W kolejnych
etapach powstang gotowe, opisane instrukcje do tych zastosowan.

Rycina 2. Poréwnanie markeréw genetycznych (mikrosatelitarnych — STR) dwdch réznych probek DNA jeleni
pochodzgcych z dwéch réznych sladdw biologicznych (tkanka i Slady krwi).
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Zadanie 01-18-32-21
Kompleksowa analiza wptywu CBD na mechanizmy epigenetyczne zwiqzane

z patogenezq sarkoidu konskiego.

kierownik zadania: dr hab. Ewelina Semik-Gurgul, prof. IZ PIB

Celem readlizowanego zadania byta ocena wptywu kannabidiolu (CBD) na epigenom
komorek sarkoidu konskiego, ze szczegdinym uwzglednieniem zmian w poziomie metylacji DNA
oraz profilu ekspresji mikroRNA (miRNA), ktére mogqg odgrywac istotng role w rozwoju i progresji
tego nowotworu.

Prowadzone badania majg na celu okreslenie charakteru, kierunku oraz intensywnosci
zmian epigenetycznych indukowanych przez CBD w zaleznosci od zastosowane] dawki oraz
czasu inkubacji komdrek nowotworowych. Hipoteza badawcza zaktada, ze podawanie
kannabidiolu wywotuje zmiany w epigenomie komadrek sarkoidu kohskiego, w tym w globalnym
wzorcu metylacji DNA oraz profilu ekspresji miRNA, co moze prowadzi¢ do modulacii szZlakéw
zwigzanych z proliferacjq, apoptozg i inwazyjnosciqg komdrek nowotworowych, aich intensyw
nos¢ i profil bedq zaleze¢ od dawki i czasu podania.
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Kannabidiol to jeden z gtéwnych zwigzkdw chemicznych wystepujgcych w konopiach
(Cannabis sativa), nalezgcy do grupy kannabinoidéw. W przeciwiehstwie do bardziej znanego
tetrahydrokannabinolu (THC), CBD nie wykazuje dziatania psychoaktywnego. Istniejgcy stan
wiedzy wskazuje, ze CBD moze wptywadé na epigenom komodrek nowotworowych poprzez
modulacje metylacji DNA i ekspresji miRNA. Te efekty epigenetyczne mogq przyczyniac sie do
zahamowania proliferacji, indukcji apoptozy i zmniejszenia zdolnosci inwazyjnych komarek
nowotworowych.

Chociaz obecne badania in vitro dostarczajg obiecujgcych wynikdw, potrzebne sg
dalsze badania, aby w petni zrozumie¢ mechanizmy dziatania CBD i jego potencjalne zastoso
-wanie w terapii nowotworowej. Zrozumienie wptywu CBD na epigenom komédrek nowotwo-
rowych, takich jak komorki sarkoidu kohskiego, moze dostarczyé nowych danych na temat
mechanizmdw dziatania tego kannabinoidu.

Sarkoidy konhskie, to najczestszy typ nowotworu skéry u koni, o charakterze lokalnie
inwazyjnym. Chociaz istniejg rézne terapie, ich skutecznos¢ jest ograniczona, a nawroty czeste.
Wyniki proponowanych badan dotyczgcych analizy wptywu CBD na zmiany w metylacji DNA
oraz regulacje ekspresji miRNA, ktére odgrywajq kluczowq role w patogenezie nowotwordw,
przyczynic sie mogqg w przysztosci do rozwoju nowych terapii dla sarkoiddw konskich.

Badania w ramach zadania przeprowadzono z wykorzystaniem hodowli komérkowych
sarkoiddw konskich traktowanych réznymi dawkami kannabidiolu (20.0, 6.75 oraz 0.75 uM) oraz
inkubowanych przez 6 h, 24 h i 48 h. Analize zmian epigenetycznych zaplanowano w oparciu
o wysokoprzepustowe techniki sekwencjonowania nowej generacji. Do oceny globalnych
zmian metylacji DNA zastosowano metode RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequen-
cing).

Rownolegle zaplanowano analize profilu ekspresji mikroRNA metodg miRNA-seq,
pozwalajgcg na identyfikacje miRNA potencjalnie zaangazowanych w regulacje szlakdw
zwigzanych z proliferacjg, apoptozqg i inwazyjnosciqg komdrek nowotworowych.

Wykonano analize zmian poziomu metylacji DNA w 108 zabezpieczonych prébach
w postaci izolatéw DNA, wyizolowanych z hodowli komérkowych sarkoiddw konskich trakto-
wanych CBD. Biblioteki typu RRBS przygotowano z wykorzystaniem zestawu Zymo-Seq RRBS
Library Kit (Zymo Research). Jakos¢ przygotowanych bibliotek oceniono przy uzyciu aparatu
TapeStation, natomiast ilosciowg ocene przeprowadzono metodq fluorymetryczng z zasto-
sowaniem aparatu Qubit. Biblioteki doprowadzono do stezenia 4 nM, potgczono w dwie pule
z uwzglednieniem sekwencji indeksujgcych, a nastepnie poddano sekwencjonowaniu na plat-
formie NovaSeq X Plus (llumina), stosujgc tryb podwdjnego odczytu (paired-end) o dtugosci
150 nukleotyddw. Rdwnolegle, w ramach przygotowan do drugiego etapu badan, przepro-
wadzono testy zestawdw odczynnikéw przeznaczonych do przygotowania bibliotek miRNA-
seq. Na podstawie uzyskanych wynikéw wybrano zestaw NEBNexi® Low-bias Small RNA Library
Prep Kit (New England Biolabs) jako najbardziej odpowiedni do dalszej analizy profilu ekspresii
mikroRNA w badanym modelu.

Zrealizowane prace umozliwity skuteczne przygotowanie i sekwencjonowanie bibliotek
RRBS, stanowigcych podstawe do szczegdtowej analizy zmian metylacji DNA indukowanych
przez kannabidiol w komérkach sarkoidu konhskiego.

Ponadto przeprowadzone testy metodyczne pozwolity na wybdr optymalnej strategi
przygotowania bibliotek miRNA-seq.
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Zadanie 04-18-19-21
Optymalizacja metody identyfikacji biatek, peptyddw i modyfikacji posttransiacyjnych
(PTMs) z wykorzystaniem spekfrometfrii mas.

kierownik zadania: dr Grzegorz Smotucha

Celem realizowanego zadania jest optymalizacja metod identyfikacji biatek, peptyddw oraz
modyfikacji potransiacyjnych (PTMs) z wykorzystaniem wysokorozdzielczej spekirometrii mas.
Wszystkie prace w roku sprawozdawczym koncentrowaty sie na kluczowych etapach proce-
dury analitycznej, obejmujgcych przygotowanie prébek, optymalizacje warunkdw chromato-
graficznych i spektrometrycznych oraz wstepng analize danych MS/MS.

Na etapie przygotowania prébek poréwnano rézne bufory lizujgce i metody homoge-
nizacji pod kgtem wydajnosci izolacji biatek oraz stabilnosci PTMs.

Wyniki wykazaty istotny wptyw zastosowanych warunkédw na zachowanie modyfikacii
potranslacyjnych, co pozwolito wybra¢ procedure zapewniajgcg optymalny kompromis po-
miedzy wydajnoscig, czystosciq prébki i integralnoécig PTMs. Optymalizacja warunkdéw chro-
matograficznych wykazata, ze wydtuzenie gradientu elucji prowadzi do wzrostu liczby identy-
fikowanych peptyddw oraz poprawy stabilnosci czaséw retencii. Najlepsze parametry uzy-
skano dla gradientu 90-minutowego i przeptywu 300 nL/min, ktére przyjeto jako standardowe
warunki dalszych analiz. Rdwnolegle zoptymalizowano parametry pracy spektrometru mas
Exploris 240, co przetozyto sie na poprawe jakosci widm MS/MS oraz skuteczniejszg lokalizacje
miejsc modyfikaciji potransiacyjnych. Analiza poréwnawcza trybdw akwizyciji danych DDA i DIA
wskazata na przewage trybu DIA w zakresie pokrycia proteomu i powtarzalnosci ilosciowe.
Uzyskane wyniki stanowiqg podstawe do dalszej walidaciji metody na prébkach biologicznych
w kolejnych etapach realizacji zadania.

Zadanie 04-18-20-21
Molekularne podstawy cech starzenia na przyktadzie linii komdrkowych

wywodzqcych sie z chrzgstki stawowej.

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

Programowana $mier¢ komodrek (apoptoza) pozwala na eliminacje Zle funkcjonujgcych
komodrek z organizmu, podczas gdy proces starzenia komdrkowego (senescencji) utrzymuje
uszkodzone komorki bez podziatdéw, zachowujgc ich metabolizm. Opisany proces senescencji
komorek jest przyczyng szeregu chordb wieku podesztego, ze wzgledu na fakt, ze takie komorki
kumulujg sie wraz z wiekiem.

Z drugiej strony wykazano, ze proces senescenciji komadrek zmienionych nowotworowo,
moze hamowac rozwdj nowotworu, stanowigc kolejng alternatywe w terapii antynowotwo-
rowej. Dosy¢ sporym problemem jest fakt, ze rezultaty indukowania senescencji komdrkowej sg
specyficzne dla okreslonych typdw komobrek.

Celem wstepnego podejscia byta weryfikacja efektu starzenia komdrkowego, po
zastosowaniu inhibitora topoizomerazy Il (etopozydu) w linii komdrkowej chrzestniakomiesaka
z wykorzystaniem danych analizy franskryptomu. Komorki chrzestniakomiesaka hodowano
w temperaturze 37°C, w atmosferze 100% dostepu tlenu przez 7 dni. Nastepnie komorki
traktowano etopozydem pierwszego, drugiego i dziewigtego dnia inkubacji. Rdwnolegle, jako
kontrole utrzymywano komarki fraktowane DMSO. Na kazdym etapie pobierano 1 min komébrek
do przygotowania RNA, ktére wykorzystywano do produkcji bibliotek typu poli-A, z przezna-
czeniem do procedury sekwencjonowania franskryptomu.

Analiza RNA-seq komérek poddanych dziataniu etopozydem wykazata szerokie zmiany
franskryptomiczne zgodne z efektami starzenia komérkowego indukowanymi inhibitorem
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topoizomerazy Il (wynik analizy SENCAN) — Wykres 1. Jednakze blizsze badanie ilosci transkryptu
w loci kluczowych gendw markerowych apoptozy, odpowiedzi na uszkodzenia DNA
i wrazliwosci na etopozyd, wskazato na profil bardziej zgodny z apoptozq niz z senescencjqg
komoérkowq. Trwajg dalsze badania majgce na celu okredlenie znaczenia zastosowanej
stymulaciji.

Wykres 1. Zakres starzenia sie komaorek linii chrzestniakomiesaka po traktowaniu etopozydem, na podstawie
profilowania ekspresji gendw metodq sekwencjonowania RNA.
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Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji
kierownik: dr hab. Monika Trzcinska, prof. IZ PIB

Zadanie 01-19-13-21
Badania translacyjne obejmujqce charakterystyke komdarek i tkanek wybranych
gatunkdw zwierzqt wolnozyjgcych na potrzeby opracowania modeliin vitro z zakresu
biotechnologii i toksykologii reprodukcyjnej w odniesieniu do zwierzqgt hodowlanych.

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

Badania realizowano w obszarze biologii rozrodu psowatych, w ktérych pies domowy (Canis
lupus familiaris) stanowit model badawczy umozliwiajgcy opracowanie metodyki badan ko-
modrek plemnikowych zwierzgt dziko zyjgcych, w tym m.in. wilka (Canis lupus), lisa rudego (Vul-
pes vulpes), jenota (Nyctereutes procyonoides).

Opracowane rozwigzania obejmowaty zaréwno metody dtugoterminowego zabez-
pieczania materiatu biologicznego (kriokonserwacja), jak i krétkoterminowe metody przecho-
wywania nasienia (chtodzenie).

W przypadku badan dotyczgcych dtugoterminowego przechowywania nasienia ich
celem byto opracowanie sktadu rozcienczalnika pozbawionego z6ttka jaja kurzego, ktérego
stosowanie wigze sie z istotnymi ograniczeniami praktycznymi, ktére obejmujg przede wszyst-
kim ryzyko biologiczne, mogqgce utrudnia¢ miedzynarodowqg wymiane materiatu biologicz-
nego.

W przeprowadzonych badaniach analizie poddano 10 ejakulatdw psdw, pordwnujgc
skutecznos¢ standardowego rozciehczalnika Tris-Citric-Fructose z dodatkiem zéttka jaja (TCF-
EY) zrozcienczalnikami zawierajgcymi asolecytyne sojowqg w stezeniach 0,05% (Asol 0.05%) oraz
0.5% (Asol 0.5%). Analizie poddano parametry jakosci nasienia $wiezego oraz nasienia po
kriokonserwacji, obejmujagce ruchliwos¢ plemnikdéw, aktywno$¢ mitochondrialng oraz poziom
stresu oksydacyjnego. Analiza parametrow ruchliwosci plemnikdw wykazata istotne réznice
pomiedzy badanymi rozcienczalnikami wytgcznie w zakresie ruchu catkowitego. Najwyzsze
wartosci tego parametru odnotowano w prébkach kriokonserwowanych z uzyciem rozcien-
czalnika TCF-EY, natomiast istotnie nizsze wartosci stwierdzono w przypadku rozciehczalnika
zawierajgcego asolecytyne sojowqg w stezeniu 0,5%. Wartosci uzyskane dla stezenia 0,05%
charakteryzowaty sie posrednim poziomem.

W odniesieniu do ruchu postepowego plemnikédw nie stwierdzono istotnych réznic
pomiedzy analizowanymi grupami. Ocena zywotnosci plemnikdw wykazata brak istotnych
statystycznie réznic pomiedzy probkami kriokonserwowanymi z zastosowaniem rozciehczalnika
z6ttkowego oraz rozciehczalnikdw opartych na asolecytynie sojowej, niezaleznie od zastoso-
wanego stezenia. Ocena aktywnosci mitochondrialnej wykazata, ze w przypadku subpopu-
lacji plemnikdw MT-/PI* oraz MT+/PI* nie wystepowaty istotne réznice pomiedzy badanymi
rozciehczalnikami. Natomiast odsetek plemnikdw MT+/PIl-, charakteryzujgcych sie aktywnymi
mitochondriami oraz nienaruszong btong komadrkowq, byt istotnie wyzszy w prébkach kriokon-
serwowanych z uzyciem rozciehczalnika TCF-EY w pordwnaniu do obu rozciehczalnikdw zawie-
rajgcych asolecytyne sojowq (p<0.,05). Nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy stezeniami
asolecytyny 0,05% i 0,5%. Analiza stresu oksydacyjnego wykazata istotne réznice pomiedzy ba-
danymi rozciehczalnikami w obrebie subpopulacji CellROX*/DRD*, gdzie prdbki kriokonser-
wowane z uzyciem rozciehczalnika zawierajgcego 0,05% asolecytyny sojowej rdznity sie istotnie
od prébek TCF-EY oraz Asol 0,5% (p<0,05).
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W przypadku subpopulacji CellROX™/DRD™ stwierdzono istotne réznice pomiedzy rozciehczal-
nikiem TCF-EY a rozcienczalnikami zawierajgcymi asolecytyne, natomiast nie wykazano réznic
pomiedzy stezeniami 0,05% i 0,5%.

Dla subpopulaciji CellROX*/DRD™ nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy analizowa-
nymi grupami. Do$wiadczenia realizowane w ramach doskonalenia procesu krétkotermino-
wego chtodzenia nasienia psowatych miaty na celu ocene statusu mikrobiologicznego ejaku-
latdw oraz skutecznosci dziatania bakteriostatycznego rozcienczalnikdw. Stosowanie antybio-
tykédw w rozciehczalnikach nasienia jest standardowq praktykg majgcq na celu zapewnienie
bezpieczenstwa mikrobiologicznego materiatu przeznaczonego do inseminacii. Jednak nara-
stajgca antybiotykoopornos$e bakterii stanowi istotne wyzwanie, uzasadniajgce poszukiwanie
alternatywnych strategii ograniczania kontaminaciji mikrobiologicznej. Analizie mikrobiologicz-
nej poddano 15 ejakulatéw, ocenianych zaréwno w postaci nasienia $wiezego (po pobraniu),
jak i po krétkoterminowym przechowywaniu w temperaturze 4°C przez 48 oraz 96 godzin.

Na kazdym etapie czasowym przeprowadzono réwnolegtqg ocene jakosci nasienia,
obejmujgcq: ruchliwos¢ plemnikéw, morfologie, integralno$¢ btony komadrkowej, aktywnos$cé
mitochondrialng, poziom reaktywnych form tlenu (ROS) oraz stopien fragmentacji DNA.
Poréwnano skuteczno$¢ bakteriostatyczng oraz wptyw na jako$¢ nasienia rozciehczalnikdw
zawierajgcych antybiotyki (Antb) oraz rozcienczalnikdw opartych na peptydach o wtasciwo-
sciach bakteriostatycznych, 1j. lizozymie (500 ug/ml; Lys) oraz nizynie (50 ug/mil; Nis). Badania
posiewowe wykazaty brak wzrostu bakterii w przypadku 40% prébek Swiezego nasienia,
a najczescie] wykrywano bakterie Streptococcus spp. Antybiogram wykazat antybiotyko-
odporno$¢ w niektérych préobkach nasienia swiezego na: Penicyline G, Streptomycyne, Tetra-
cykliny oraz Amoksycyline z kwasem klawulanowym.

Przedstawione informacje uzasadniajg celowos¢ badania alternatywnych dla anty-
biotykdw substancii bakteriostatycznych. Testowane stezenia lizozymu i nizyny nie wykazaty
dziatania cytotoksycznego (wartosci ocenianych parametréw jakosci nasienia nie byty istotnie
rézne miedzy badanymi grupami). Jednak wykazano, ze bakteriostatyki byty mniej skuteczne
w ograniczaniu liczby kolonii na mililitr (CFU/ml) bakterii Streptococcus i Staphylo- coccus
w poréwnaniu z antybiotykami, a warto$¢ CFU/mI byta osobniczo zrdéznicowana (Rycina 1.).

Lizozym i nizyna wykazujg potencjat bakteriostatyczny w rozciehczalnikach do krétko-
terminowego przechowywania nasienia, a ze wzgledu na fakf, iz testowane peptydy antybak-
teryjne (AMPs) nie wykazujg efektdw cytotoksycznych wobec komérek plemnikowych, ich
aktywnos$¢ wobec Streptococcus i Staphylococcus powinna by¢& oceniona przy wyzszych
stezeniach.
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Rycina 1. Wartosci kontaminacji bakteryjnej w nasieniu $wiezym oraz poddanym chtodzeniu w badanych rozcieh-
czalnikach. Rdzne kolory stupkdw oznaczajq rézne rozciehczalniki. CFU/mI: jednostki tworzgce kolonie na mililitr prébki;
rézne ksztatty przedstawiajg wartosci CFU/ml w prébkach od poszczegdinych osobnikdw i pokazujg zmiennos$e obcig-
zenia bakteryjnego miedzy probkami. Rdznica istotna statystycznie przy p = 0,03.
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W ramach realizacji zadania przeprowadzono rowniez badania pordwnawcze na modelach
dzika (Sus scrofa) oraz $wini domowej (Sus scrofa domesticus), obejmujgce analize ekspresii
gendw i biatek ADIPOQ/adiponektyny oraz jej receptordw ADIPORI/AdipoR1 i ADIPOR2/
AdipoR2, a takze NAMPT/wisfatyny i jej receptordw INSR oraz TLR4, w mezenchymalnych ko-
maoérkach macierzystych (MSCs) oraz adipocytach (ADMs) uzyskanych w wyniku roznicowania
MSCs, wyizolowanych z tkanki ttuszczowej dzika i $wini (n = 5).

Uzyskane wyniki wskazujg na istotne réznice w ekspresji ADIPOQ zalezne zardwno od
pochodzenia biologicznego, jak i typu komdrek. U $wini domowej wykazano statystycznie
wyzszqg ekspresje genu ADIPOQ w mezenchymalnych komdérkach macierzystych (MSCs) w po-
réwnaniu do adipocytdw (ADMs), co sugeruje istotnqg role adiponektyny juz na etapie komorek
prekursorowych. W przypadku dzika nie zaobserwowano istotnych réznic w ekspresji genu
pomiedzy MSCs a ADMs. Analiza pordwnawcza wykazata, ze najwyzszy poziom ekspresji
ADIPOQ wystepowat w MSCs $wini. Takq zalezno$¢ obserwowano réwniez na poziomie biatka
adiponektyny. W przypadku ekspresji genu ADIPORI1 stwierdzono istotnie wyzsze poziomy
w adipocytach (ADMs) zaréwno u $wini, jak i dzika, w poréwnaniu do MSCs. Analiza poziomu
biatka AdipoR1 nie odzwierciedlata w petni wynikdw uzyskanych na poziomie mRNA.
Wykazano, ze ekspresja biatka AdiopR1 w MSCs i ADMs $wini oraz w MSCs dzika utrzymywata
sie na poréwnywalnym poziomie, natomiast w adipocytach dzika byta istotnie nizsza wzgle-
dem pozostatych grup. Ekspresja mRNA ADIPOR2 oraz poziom biatka AdipoR2 wykazywaty
zblizony wzorzec regulacji zardbwno w komaérkach pochodzgcych od dzika, jak i $wini domowej,
charakteryzujacy sie wyzszg ekspresjg w adipocytach w poréwnaniu do MSCs. Analiza ekspresii
MRNA NAMPT w komdrkach pochodzgcych od $wini domowej i dzika wykazata jej wyzszy
poziom w adipocytach w poréwnaniu do MSCs. Identyczng zalezno$¢ w ekspresji biatka
wisfatyny, zaobserwowano pomiedzy ADMs i MSCs dzika, przy czym nie odnotowano istotnych
réznic pomiedzy poszczegdinymi typami komadrek $wini. Ekspresia mRNA INSR wykazywata
podobng tendencije jak w przypadku NAMPT. Zaobserwowano istotnie wyzszy poziom tran-
skryptu INSR w adipocytach w poréwnaniu do mezenchymalnych komdérek macierzystych,
niezaleznie od pochodzenia biologicznego komodrek. Jednocze$nie nie odnotowano
istotnych
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réznic wekspresjii mMRNA receptora pomiedzy komdrkami pochodzgcymi od dzika i $wini
domowe.

Z kolei analiza prgzkédw wraz z pomiarem densytometrycznym wykazaty spdjnosc wyni
kéw, dotyczqcych ekspresji biatka INSR, z tymi otrzymanymi dla ekspresji mRNA tylko
w kontekscie prob, pochodzgcych od $wini. Natomiast dla dzika zaobserwowano odmienng
tendencje w przypadku badanych parametrow. Na poziomie biatka INSR stwierdzono réznice
zalezne od pochodzenia biologicznego komoérek; istotnie wyzszy poziom biatka odnotowano
w mezenchymalnych komaorkach macierzystych (MSCs) pochodzgcych od dzika oraz w adi-
pocytach pochodzgcych od $wini domowej. W przypadku receptora TLR4 ekspresja jego
MRNA nie wykazywata istotnych réznic pomiedzy MSCs i ADMs, ani pomiedzy komaorkami
pochodzgcymi od dzika i $wini domowej. Podobnie, nie stwierdzono istotnych zmian
w poziomie biatka TLR4 pomiedzy MSCs i ADMs w obrebie kazdego z analizowanych modeli
biologicznych. Niemniej jednak, analiza poréwnawcza wykazata istotnie wyzszg ekspresje
biatka TLR4 zardbwno w MSCs, jak i ADMs pochodzgcych od $wini domowej w poréwnaniu do
komodrek pochodzgcych od dzika.

Zadanie 01-19-14-11
Wykorzystanie modelu bi-transgenicznej swini in vivo w okresleniu biokompatybilnosci
nowych materiatow zastosowanych do elektro-przedzenia siatek stosowanych
w chirurgicznym leczeniu wypadania narzgddw miednicy mniejszej (POP).
kierownik zadania: dr hab. Jacek Jura, prof. IZ PIB

Celem zadania jest zbadanie biokompatybilnosci nowo zastosowanych materiatdw do
produkcji wszczepialnych siatek, ktérych przydatnos¢ w chirurgicznym leczeniu wypadania
narzgddw miednicy mniejszej (POP — pelvic organ prolapse) bedzie testowana na modelu
transgenicznych $win —in vivo. Podyktowane jest to faktem, iz dotychczas stosowane implanty
siatkowe w chirurgicznym leczeniu wypadajgcych narzgddw miednicy mniejszej (macicy,
pochwy czy pecherza moczowego), sg wykonane z polipropylenu. Materiat ten moze ero-
dowac i twardnie¢, przecinajgc tkanke i powodujgc powazny bél. Jest to przyczyng powaz-
nego dyskomfortu i moze prowadzi¢ do powiktan wymagajgcych ponownej interwencii
chirurgicznej. Proponowane badania majg na celu zbadanie biokompatybilno$ci nowych
materiatdw wyprodukowanych metodq elekiro-przedzenia, joko implantéw siatkowych i zba-
danie ich funkcjonalnej bio-przydatnosci, w odniesieniu do implantu siatkowego wykonanego
z polipropylenu.

W celu zrealizowania pierwszego etapu zaplanowanych badan, w Katedrze Metalo-
znawstwa i Metalurgii Proszkdw AGH, po przeprowadzeniu testéw biokompatybilnosci na
komoérkach somatycznych, zostaty wytonione trzy warianty polimerdw: poly(e-caprolactone)
(PCL) (Sigma-Aldrich, UK), poly(L-lactic acid) (PLLA) oraz poli(l-laktyd-ko-e-kaprolakton) (PLCL)
(Corbion, The Netherlands). W nastepnym etapie, polimery poly(e-caprolactone) (PCL) (Sigma-
Aldrich, UK), poly(L-lactic acid) (PLLA) oraz poli(l-laktyd-ko-¢-kaprolakton) (PLCL) (Corbion, The
Netherlands) suszono przez 4 godziny w temperaturze T = 30°C w laboratoryjnej suszarce (Pol-
Eko, Polska). Roztwory polimeréw PCL, PLLA i PLCL o stezeniach odpowiednio 8%, 9% i 10%
wagowych przygotowano poprzez rozpuszczenie odmierzonej iloci polimeru z chloroformem,
kwasem octowym i metanolem (wszystkie rozpuszczalniki Avantor, Polska) w stosunku 8:1:1
wagowo. Roztwory mieszano w temperaturze T=25 °C i przy 400 obr./min za pomocqg mieszadta
magnetycznego (IKA, Niemcy).

Proces elekiroprzedzenia przeprowadzono przy uzyciu urzgdzenia wyposazonego w ko-

more klimatyczng (IME Technologies, Holandia). Parametry elektroprzedzenia wtdkien zesta-


https://skos.agh.edu.pl/jednostka/akademia-gorniczo-hutnicza-im-stanislawa-staszica-w-krakowie/wydzial-inzynierii-metali-i-informatyki-przemyslowej/katedra-metaloznawstwa-i-metalurgii-proszkow-279.html
https://skos.agh.edu.pl/jednostka/akademia-gorniczo-hutnicza-im-stanislawa-staszica-w-krakowie/wydzial-inzynierii-metali-i-informatyki-przemyslowej/katedra-metaloznawstwa-i-metalurgii-proszkow-279.html
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wiono w Tabeli 1. Wtdkna odktadano na papierze na obrotowym kolektorze (50 obr./min) az
do uzyskania maty o grubosci ~ 50-70 um.

Tabela 1. Parametry elektroprzedzenia wtdkien PCL, PLLA i PLCL.

Prébka Napiecie Przeptyw roztworu Odlegtos¢ dyszy od Wilgotnos¢ Temperatura [°C]
[kV] [mlnh-1] kolektora [cm] wzgledna [%)]
PCL 5
PLLA 15 3.5 18 40 25
PLCL 3

W rezultacie przeprowadzonych prac uzyskano trzy rodzaje elekiroprzedzonych rusztowan
widknistych PCL, PLLA i PLCL. Dodatkowo morfologia wtdkien zostata przeanalizowana za
pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) (SEM, Merlin Gemini |l, ZEISS, Ger-
many). Obrazy SEM ujawnity jednolitg, gtadkqg powierzchnie wtdkien bez obecnosci defektdw,
mokrych plam polimeru oraz poréw (Figura 1. a-c). Srednia érednica wtdkien wynosita
odpowiednio 1.12+0.62 um, 2.64 + 0.30 ym oraz 2.06 + 0.58 um dla prébki PCL, PLLA i PLCL. Roz-
ktad $rednicy wtdkien przedstawiono na Figurze 1. d.

Figura 1. Obrazy SEM witdkien: a) PCL, b) PLLA, c) PLCL; d) rozktad $rednic wtdkien PCL, PLLA i PLCL
(Df - $rednia srednica wtdkien).

58 um I 250-75%
1 Zakres w granicach 1 5I0R
Madiana
PCL PLLA PLCL

Na potrzeby realizacji zadania przygotowanych zostato 45 implantéw — po 15 dla kazdego
z wybranych materiatéw. Ustalono i opracowano protokdt sterylizacii implantdw przed wszcze-
pieniem.
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Zadanie 04-19-15-11
Opracowanie metod krétko-i dtugoterminowego przechowywania nasienia trutni.

kierownik zadania: dr Magdalena Bryta

Krotko- i dtugoterminowo zabezpieczone nasienie trutni pszczoty miodnej stanowi rezerwowq
pule genetyczna, ktéra moze by¢ wykorzystywana zardwno w biezgcej pracy hodowlanej, jak
i w sytuacjach zagrozen, takich jak epidemie chordb pszczdt, zmiany klimatyczne czy inne
czynniki srodowiskowe obnizajgce kondycje i liczebnos$¢ rodzin pszczelich.

Zastosowanie do inseminacji nasienia przechowywanego (krétkoterminowo) lub
kriokonserwowanego (dtugoterminowo) umozliwia bardziej elastyczne zarzgdzanie hodowlq,
zwieksza bezpieczenhstwo programu selekcyjnego oraz ogranicza zalezno$¢ od sezonowej do-
stepnosci dojrzatych ptciowo trutni oraz zmiennej jakosci pozyskiwanego materiatu biologicz-
nego.

Cel zadania

Celem zadania byto opracowanie sktadu rozciehczalnika do krétko- i dtugoterminowego
przechowywania nasienia trutni oraz kompleksowej technologii kriokonserwacji pozwalajgcej
na efektywne kriogeniczne zabezpieczenie materiatu bioclogicznego pszczoty miodne;.

Zatozenia metodyczne

Materiat doswiadczalny stanowito nasienie trutni pobrane w sposdb manualny od samcdw
w wieku 14-21 dni, w okresie od czerwca do sierpnia 2025 roku. Nasienie po pobraniu od
10 trutni byto tgczone w jeden ejakulat, ktéry nastepnie rozciehczano i analizowano na pod-
stawie podstawowych jak i funkcjonalno-strukturalnych parametréw jakosciowych plemnikéw.
Nasienie rozcienczano w opracowanych rozcienczalnikach do konserwacii w stanie ptynnym
oraz w rozciehczalnikach mrozeniowych. Nastepnie rozciehczone nasienie umieszczano w mini
stomkach, bez dostepu powietrza i Swiatta w temperaturze dodatniej w zakresie 15-17°C oraz
w mini stomkach i poddawano procedurze kriokonserwacji metodg manualng i/lub przy uzyciu
frezera. Ocene jakosci plemnikdw przeprowadzano na nasieniu Swiezym, po przechowywaniu
w dodatnich temperaturach i po zamrozeniu-rozmrozeniu. Oceniono nastepujgce parametry
jakosciowe: morfologie, ruchliwo$¢, rodzaj ruchu, zywotnose, integralno$¢ bton plazmatycz-
nych, strukture chromatyny plemnikowej.

Szczegotowy opis przeprowadzonych prac

1. Przygotowano rodziny pszczele do wychowu zwiekszonej liczby trutni poprzez dodanie ramek
z wezq frutowq oraz poszerzenie gniazda, co umozliwito infensyfikacje czerwienia tfrutowego.
Rodziny wzmocniono i zapewniono odpowiednie warunki pokarmowe, wspierajgc rozwdj doj-
rzatych ptciowo trutni. Przeprowadzono selekcje materiatu ojcowskiego w celu pobierania
materiatu biologicznego od dojrzatych ptciowo owaddw w okresie od czerwca do sierpnia.
W 2025 roku pobrano nasienie od okoto 2 000 dojrzatych ptciowo frutni.

2. Przy opracowaniu rozciehczalnika do krétkoterminowego przechowywania nasienia trutni
testowano rézne stezenia soli sodowej kwasu hialuronowego, resveratrolu oraz mleczka
pszczelego (RJ). Po rozcienczeniu nasienia natywnego w przygotowanych rozciehczalnikach
umieszczano w mini stomkach, bez dostepu powietrza i Swiatta przez 7, 14, 21 dni w tempe-
raturze dodatniej w zakresie 15-17°C.
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3. Przy opracowaniu sktad rozciehczalnika mrozeniowego testowano rézne stezenia soli sodo-
wej kwasu hialuronowego, resveratrolu, L-karnityny oraz mleczka pszczelego. Wybrano tech-
nologie kriokonserwaciji nasienia trutni w mini stomkach, zamrazanych metodg manualng
poprzez stopniowe obnizanie temperatury w kontrolowanych warunkach, z zastosowaniem
krioprotektantéw chronigcych plemniki przed uszkodzeniami wywotanymi formowaniem sie
krysztatdw lodu. Proces obejmowat etap schtadzania, rbwnowazenia z krioprotektantem,
zamrazania w parach ciektego azotu oraz kohcowe przechowywanie materiatu w ciektym
azocie w temperaturze -196°C.

4. Przeprowadzano ocene podstawowych parametréw jakosciowych nasienia z wykorzysta-
niem systemu SCA® CASA Sperm Class Analyzer, mikroskopii fluorescencyjnej, cytometrii
przeptywowej w nasieniu swiezym, po konserwacji w dodatnich temperaturach w 7., 14., 21.
dniu oraz po procedurze zamrazania-rozmrazania.

Syntetyczny opis wynikéw

W nasieniu swiezym Srednia ruchliwos¢ plemnikdw wynosita srednio 98,75 + 4,35, podczas gdy
po 7 dniach przechowywania wahata sie w przedziale od 92,33 £ 1,90 do 90,53 = 4,50; a po
14 dniach przechowywania w przedziale od 90,61 £ 1,94 do 88,52 + 3,02 w zaleznosci od zasto-
sowanego wariantu rozcienczalnika. Srednia ruchliwo$¢ plemnikéw po procedurze zamra-
zania-rozmrozenia w zaleznosci od zastosowanego dodatku do rozciehczalnika mrozeniowego
wahata sie w przedziale od 77,23 £ 5,51 do 66,40 £ 4,62 w stosunku do odsetka plemnikdw ruchli-
wych (55,67 = 3,12) w rozciehczalniku kontrolnym. Odsetek plemnikdw z wadami gtéwki i witki
wynosit 2,54+ 0,711 6,95 2,11 w nasieniu Swiezym; 3,75+ 0,841 8,63 = 1,27 w nasieniu przecho-
wywanym oraz 6,62 £ 1,521 15,64 £ 2,61 w nasieniu kriokonserwowanym. Ocena integralnosci
bton plazmatycznych wykazata, ze Sredni odsetek plemnikdéw apoptotycznych jest na pozio-
mie 2,21 + 0,46% w nasieniu $wiezym, a w nasieniu kriokonserwowanym wynosi 4,9 + 1,04%.
Analiza struktury chromatyny plemnikowej wykazata sredni odsetek plemnikdw prawidtowych
na poziomie ponad 98% w nasieniu swiezym, 93% w nasieniu przechowywanym oraz ponad
88% w nasieniu kriokonserwowanym. Wprowadzenie dodatkédw do rozciefczalnika stosowa-
nego w krotko- i dtugoterminowym przechowywaniu nasienia frutni istotnie poprawito jego
parametry jakosciowe wzgledem kontroli. Sposréd testowanych wariantéw najwyzsze wartosci
ocenianych wskaznikéw uzyskano po zastosowaniu resweratrolu oraz mleczka pszczelego.

Zadanie 04-19-16-21 (d. 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

W ramach realizacji zadania badano wptyw zwigzku terapeutycznego ST-437, nalezqgcego do
grupy imidazoli, na proces chondrogenezy in vitro u $wini domowej (Sus scrofa domesticus).

Zwigzek ST-437 podano w formie sferycznych nanoczgstek, stanowigcych potencjalny
nosnik o wtasciwosciach sprzyjajgcych kontrolowanemu dostarczaniu substancji aktywnej do
komorek. ST-437 zsynetyzowano w Scientific Technological Center of Organic and Pharma-
ceutical Chemistry of the National Academy of Sciences of the Republic of Armenia.
Badania
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wykonano przy uzyciu modelu komodrkowego in vifro opartego na komadrkach pochodzenia
chrzestnego (n = 3).

Przeprowadzone badania miaty na celu kompleksowqg ocene efektédw dziatania ST-437
na proces chondrogenezy i obejmowaty charakterystyke linii mezenchymalnych komaérek
macierzystych (MSCs), barwienie btekitem alcjanowym, analize cyklu komdrkowego, ocene
morfologii oraz analize ekspresji gendw zwigzanych z apoptozqg i stresem oksydacyjnym.

Ocena morfologiczna mezenchymalnych komérek macierzystych oraz przebiegu
hodowli in vifro zostata przeprowadzona metodqg obserwaciji mikroskopowej, wykonywang
podczas rutynowej wymiany pozywki hodowlanej, a takze na etapie zakonczenia hodowli, tuz
przed zabezpieczeniem materiatu biologicznego do dalszych analiz molekularnych. Monito-
rowano hodowle trzech niezaleznych linii komdrkowych wyizolowanych od osobnikdw $wini
domowej, ktére poddano dziataniu badanego terapeutyku ST-437 — w trzech wariantach daw-
kowania: 0 nM — préba kontrolna (bez dodatku terapeutyku); 0,001nM oraz 0,01nM. W poczagt-
kowej fazie hodowli (pierwsze dni ekspozyciji), zaobserwowano wyraznie zwiekszong liczbe
komorek martwych w warunkach, w ktérych zastosowano wyzsze stezenie ST-437 (0,01nM).
Komorki te wykazywaty cechy degeneracyjne, takie jak zaokrgglenie, oderwanie od podtoza
oraz zmniejszona przejrzysto$¢ cytoplazmy. Wraz z przedtuzeniem czasu ekspozycji obserwo-
wano zmniejszenie liczby obumartych komérek, co moze wskazywac¢ na adaptacje komadrek
do obecnosci zwiqzku terapeutycznego.

W przypadku hodowli komdrkowych prowadzonych rownolegle w warunkach réznico-
wania w kierunku chondrocytéw, nie zaobserwowano niekorzysthnego wptywu dodatku ST-437
niezaleznie od zastosowanego stezenia na morfologiczne oznaki chondrogenezy. Komorki
w tych warunkach tworzyty wyrazne skupiska, aich ksztatt i utozenie wskazywaty na prawidto-
wo przebiegajgcy proces réznicowania, bez opdznien lub zahamowania.

Potwierdzenie zdolnosci réznicowania komdrek MSCs w kierunku chondrocytéw prze-
prowadzono za pomocg swoistego barwienia btekitem alcjanowym. Na podstawie obserwacii
hodowli komérkowych oraz dokumentacji fotograficznej (Rycina 1.) okre$lono zdolnosci linii
komorkowych do réznicowania.

Rycina 1. Fotografie hodowli mezenchymalnych komérek macierzystych poddanych réznicowaniu.
(a) osobnik nr 1; (b) osobnik nr 2; (c) osobnik nr 3.

W celu oceny wptywu terapeutyku na proliferacje oraz ewentualne zatrzymanie cyklu komork-
owego wykonano analize rozktadu faz cyklu metodq cytometrii przeptywowe;.

Uzyskane profile cytometryczne wykazaty wysoki stopien zgodnosci pomiedzy
analizowanymi liniami komorkowymi (Rycina 2.). Rozktad komoérek w poszczegdlnych fazach
cyklu komoérkowego (Go/Gy, S, G,/M) byt zblizony we wszystkich prébkach, co wskazuje na
stabilno$¢ proliferacyjng i podobng aktywnos¢ mitotyczng pomiedzy liniami MSCs pochodzg-
cymi od réznych osobnikdw.
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Rycina 2. Przyktadowa analiza cytometryczna cyklu komérkowego.
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W celu oceny potencjalnego dziatania cytotoksycznego oraz pro- lub antyapoptotycznego
testowanego zwigzku wykonano analize ekspresji przy uzyciu ilosciowego PCR w czasie rzeczy-
wistym (gPCR). Analize ekspresji przeprowadzono dla gendw kodujgcych kluczowe biatka
i enzymy zaangazowane w proces apoptozy oraz odpowiedz komdrkowqg na stres oksyda-
cyjny, takich jak: SOD1, CAT, CASP3, CASP8, BCL2 i BAX (Rycina 3.).

Porownujgc ekspresje analizowanych gendw pomiedzy hodowlami in vitro poddanymi
oraz niepoddanymi réznicowaniu stwierdzono istotne statystycznie réznice dla genu BCL2 przy
stezeniu terapeutyku 0,001 nM oraz dla genu CAT we wszystkich grupach eksperymentalnych.
W przypadku BCL2 wyzszq ekspresje zaobserwowano w komaérkach poddanych réznicowaniu.
Ekspresja BAX pozostawata na poziomie zblizonym do BCL2, co moze $wiadczy< o zachowaniu
réwnowagi pomiedzy szlakami pro- i antyapoptotycznymi. W odniesieniu do katalazy stwier-
dzono nizszy poziom ekspresji w komadrkach réznicujgcych sie w kierunku chondrocytdw. Moze
to by¢ zwigzane z ochronnym dziataniem macierzy pozakomaorkowej wytwarzanej przez chon-
drocyty, ktéra ogranicza dostep czynnikdw stresu oksydacyjnego, a takze z nizszg aktywnoscig
metaboliczng wyspecjalizowanych komorek.
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Whnioski

1. Wszystkie wyizolowane linie mezenchymalnych komadrek macierzystych (MSC) pozyskane
od samic $wini domowej wykazaty zdolnos¢ do réznicowania w kierunku chondrocytdéw, co
potwierdzono specyficznym barwieniem btekitem alcjanowym.

2. W frakcie prowadzenia hodowli in vitro nie stwierdzono cech morfologicznych $wiadcza-
cych o cytotoksycznosci zastosowanego terapeutyku. Poczgtkowo obserwowano zwiekszo-
ng liczbe obumartych komoérek, jednak ich liczba ulegata zmniejszeniu wraz z czasem
ekspozyciji.

3. W prébach poddanych chondrogenezie nie zaobserwowano zaleznosci pomiedzy steze-
niem terapeutyku a poziomem ekspresji gendw zwigzanych z apoptozq i stresem oksyda-
cyjnym, co sugeruje brak efektu dawkozaleznosci.

4. W warunkach in vitro zastosowanie nanoczgstek zawierajgcych ST-437 nie wptyneto istotnie
na poziom ekspresji gendw zaangazowanych w procesy apoptozy i stresu oksydacyjnego,
co sugeruje brak dziatania cytotoksycznego na poziomie molekularnym.

5. Anadliza cyklu komérkowego wykazata prawidtowy rozktad komdrek w poszczegdlnych
fazach cyklu, wysoki poziom diploidalnosci oraz niski wspdtczynnik zmiennosci, co potwier-
dza ich stabilno$¢ genetyczng, zdolnos¢ do proliferacii i czyni je wartosciowym materiatem
do dalszych badan in vitro.

6. W Swietle uzyskanych wynikdw konieczna jest kontynuacja badan nad zwigzkiem ST-437,
uwzgledniajgca szerszy zakres stezen, rézne nosniki nanostrukturalne oraz bardziej ztozone
modele biologiczne, takie jak organoidy czy hodowle 3D.
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