ROCZNIKI NAUKOWE
ZOOTECHNIKI

INSTYTUT ZOOTECHNIKI
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY
T. 38 KRAKOW 2011



RADA REDAKCYJINA

Prof. dr hab. Jedrzej Krupinski — przewodniczacy — Krakoéw-Balice, prof. dr hab.
Franciszek Brzéska — Krakoéw-Balice, prof. dr hab. Zbigniew Dobrzanski — Wroc-
taw, prof. dr hab. Eugeniusz Herbut — Krakoéw-Balice, prof. dr hab. Dymitr Kali-
szewicz — Olsztyn, dr hab. Ewa Kapkowska, prof. UR Krakdéw, prof. dr hab. Jerzy
Koreleski — Krakow-Balice, prof. dr hab. Jolanta Kuryt — Jastrzgbiec, prof. dr hab.
Jan Niemiec — Warszawa, prof. dr hab. Marian Rézycki — Krakoéw-Balice, prof.
dr hab. Jadwiga Seremak-Bulge — Warszawa, prof. dr hab. Zdzistaw Smorgg —
Krakow-Balice, prof. dr hab. Tadeusz Szulc — Wroclaw

REDAKCJA

Redaktor naczelny — prof. dr hab. Mariusz Pietras

Zastepey redaktora naczelnego — prof. dr hab. Ewa Stota,

dr hab. Sylwester Swigtkiewicz, prof. nadzw.

Sekretarz redakcji — mgr Magdalena Bielska

Opracowanie redakcyjne — mgr Magdalena Bielska, mgr Danuta Dobrowolska,
mgr Jerzy Pilawski, mgr Katarzyna Skupniewicz

Projekt oktadki — Beata Barszczewska-Wojda

Adres redakeji — Instytut Zootechniki Pafistwowy Instytut Badawczy,
ul. Sarego 2, 31-047 Krakow
http://www.izoo.krakow.pl

Wydanie publikacji
dofinansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

© Copyright by Instytut Zootechniki PIB

PL ISSN 0137-1657



Rocz. Nauk. Zoot., T. 38, z. 1 (2011) 3—10

KROTKO- I SREDNIOLANCUCHOWE KWASY TLUSZCZOWE
W ZYWIENIU PROSIAT

Ewa Hanczakowska, Agnieszka Szewczyk

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dzial Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa,
32-083 Balice k. Krakowa

Kwasy tluszczowe to zwiqzki organiczne zawierajgce tancuch weglowodorowy i grupe
karboksylowg (COOH) na koncu lancucha. Wchodzq one w sklad tluszczow jako estry
z glicerolem. Wiasnosci kwasow Huszczowych zalezg glownie od ilosci atoméw wegla
i z tego punktu widzenia mozemy podzielic je na krotkotancuchowe (mniej niz 6 atomow
wegla), sredniotancuchowe (od 6 do 12 atomow) i diugotancuchowe, zawierajgce wigcej
niz 12 atomow wegla. Wiekszos¢ naturalnych tuszczow roslinnych i zwierzecych zawiera
glownie kwasy o 18 weglach (kwas stearynowy i pochodne) i 16 weglach (kwas palmity-
nowy), natomiast kwasy o krotszym tancuchu sq sktadnikami tuszczu mleka.

Kwasy krotkotancuchowe

Kwasy tluszczowe o krotkim tancuchu weglowym SCFA (Short Chain Fatty
Acids) uzywane sg od lat jako zakwaszacze lub konserwanty pasz. Maja one silne
dziatanie antybakteryjne i przeciwgrzybiczne, dzigki czemu mogg poprawiaé przy-
rosty masy ciala $win (Partanen i Mroz, 1999). Ochrona, jaka dajg zakwaszacze,
jest szczeg6lnie wazna w przypadku prosiat, zwlaszcza w najniebezpieczniejszym
dla nich okresie, tj. po odsadzeniu (Roth i Kirchgessner, 1998). Przewdd pokarmowy
wczesnie odsadzonych prosiat nie jest dojrzaly pod wzgledem morfologicznym i nie
dziata w peli sprawnie. Zotadek nie wydziela wystarczajacej ilosci kwasu solnego
mogacego utrzyma¢ pH na wlasciwym poziomie gwarantujacym pelng aktywnosé
pepsyny i chronigcym przed zakazeniem bakteryjnym. Zaburzenia réwnowagi mi-
kroflory jelitowej sg glowng przyczyna wystepowania biegunek u mtodych zwierzat
(Simon i in., 2001).

Obnizenie pH treSci przewodu pokarmowego sprzyja rozwojowi bakterii fer-
mentacji mlekowej rownocze$nie hamujac rozwdj bakterii szkodliwych, co wptywa
na ograniczenie ich metabolitdw, na przyktad amoniaku i amin. Zapobiega row-
niez efektowi buforowania paszy w poczatkowym odcinku przewodu pokarmowego
1 ogranicza wzrost niepozadanej mikroflory (E. coli, Clostridium), tym samym ogra-
niczajac wystepowanie biegunek oraz $miertelnos¢ prosiat.
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Tsiloyiannis i in. (2001) porownywali dziatanie kwasow organicznych, m.in. kwa-
su mrowkowego 1 propionowego na bakterie Escherichia coli, z dzialaniem anty-
biotykow paszowych. Wszystkie kwasy daty pozytywny efekt, wobec czego autorzy
proponuja uzycie ich jako zamiennika antybiotykéw. Jednak w naszych badaniach
(nieopublikowanych) mieszanka kwasow mrowkowego i propionowego dzialajac
mocno bakteriobodjczo na Clostridium perfringens nie zredukowata istotnie populacji
E. coli.

SCFA dodane nawet do paszy w niewielkiej ilo$ci niezmieniajacej pH w przewo-
dzie pokarmowym maja dziatanie antybakteryjne (Canibe i in., 2001). Wskazuje to
na istnienie mechanizmu niezaleznego wprost od kwasowosci srodowiska. Kwasy
organiczne sg rozpuszczalne w tluszczach w formie niezdysocjowanej, w ktorej moga
wnika¢ do wngtrza komorki bakteryjnej. Tam pod wptywem enzymdw nastepuje dy-
socjacja kwasu, a powstale jony niszczg struktury komorki powodujac jej $mierc (Ri-
cke, 2003). Z drugiej strony bakterie probiotyczne, np. bakterie kwasu mlekowego
moga prawidtowo rozwija¢ si¢ w obecno$ci kwasow. Najprawdopodobniej mozna
to wyjasni¢ ich wysokim $rodkomoérkowym stezeniem potasu, ktéry przeciwdziata
aktywnosci powstatych anionéw (Russel i Diez-Gonzales, 1998).

Poza dziataniem antybakteryjnym, krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe moga
dostarcza¢ prosigtom energii zuzywanej glownie na procesy przebudowy nabtonka
jelitowego (Topping i Clifton, 2001), np. kwas mastowy (C,) jest zrédlem energii
dla kolonocytow, a kwas propionowy (C,) jest substratem dla wielu procesow meta-
bolicznych. Hamuje on synteze cholesterolu obnizajac jego poziom we krwi (Wong
i1in., 2006). Kwasy krotkotancuchowe produkowane sa przez florg bakteryjna w jeli-
cie grubym 1 moga mie¢, zwlaszcza kwas mastowy i1 propionowy, korzystny wptyw
na nabtonek, dzigki lepszemu odzywieniu jego komoérek (Scheppach i in., 1992).
Jednak ze wzgledu na staby rozwoj mikroflory kwasy te wytwarzane sg u bardzo mto-
dych prosiat w niewielkiej ilo§ci (Murray i in., 1987). Nie maja wigc istotnego wpty-
wu na nabtonek, ale wchianiane sa do krwioobiegu i moga bra¢ udziat w przemianach
metabolicznych. W przeciwienstwie do kwasow podawanych w paszy nie wptywaja
wigc na zmiany we wcze$niejszych odcinkach przewodu pokarmowego.

Kwasem tluszczowym, ktéoremu poswieca si¢ w ostatnich latach duzo uwagi, jest
kwas mastowy. Nie jest w tym przypadku wazne jego dziatanie antybakteryjne, ale
wplyw na budowe nabtonka jelit przewodu pokarmowego i dziatanie prozdrowotne,
zwlaszcza na uktad krazenia (Ranganna i in., 2005). Kwas mastowy produkowany
jest gtownie przez bakterie w okreznicy, rowniez u prosigt (Kien i in., 2000), jednak
prawie catkowicie wykorzystywany jest na miejscu, najprawdopodobniej do ochrony
przed nadmierng proliferacja komorek, prowadzacg do nowotworu (Ranganna i in.,
2005). Tak wiec tylko jego niewielka cze$¢ dostaje sie do krwioobiegu i dostgpna jest
dla innych procesow fizjologicznych. Drugim miejscem produkcji tego kwasu jest
gruczot mlekowy (Smith i German, 1995), a jego zawarto$¢ w mleku wynosi okoto
10% thuszczu catkowitego.

Obecnie brak jest jednolitego pogladu na wptyw kwasu mastowego na budowe
nabtonka jelita cienkiego. Wedlug Kotuni i in. (2004) oraz Wanga i in. (2005) doda-
tek maslanu sodu do paszy dla prosiat powoduje wydtuzenie kosmkow w jelicie cien-
kim. Powinno to znalez¢ odbicie w lepszych przyrostach prosiagt, poniewaz kosmki
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jelitowe sg miejscem wchtaniania sktadnikow pokarmowych. Biagi i in. (2007) nie
stwierdzili jednak zmian w dlugo$ci kosmkéw ani lepszych przyrostow prosiat po
dodaniu maslanu. Podobne wyniki otrzymali rowniez Weber 1 Kerr (2008). Mozna
mie¢ nadzieje, ze problem ten wyjasni si¢ w trakcie dalszych badan.

Kwasy Sredniolancuchowe

Przedstawiciele tej grupy kwasow to przede wszystkim kwasy: kapronowy (C,),
kaprylowy (C,), kaprynowy (C, ) i laurynowy (C,,). Kwasy te okresla si¢ zazwyczaj
angielskim skrétem MCF lub MCFA (Medium Chain Fatty Acids). Istniejg roéwniez
kwasy o nieparzystej liczbie atomow wegla, np. kwas enantowy (C,) 1 kwas pelargo-
nowy (C,), ktére nie majg jednak praktycznego znaczenia. Kwasy te mogg by¢ pobie-
rane przez zwierzgta jako estry z glicerolem, czyli triacylglicerole - MCT (Medium
Chain Triacylglycerols). Ich czasteczki sa mniejsze niz czasteczki triacylgliceroli
dlugotancuchowych kwasow ttuszczowych, dzigki czemu proces ich hydrolizy jest
szybki, bardziej energooszczgdny i nie wymaga obecno$ci wszystkich enzymow bio-
racych normalnie udziat w metabolizmie thuszczow. Wedtug Odle 1 in. (1994) mlode
prosieta, u ktérych gruczoty wydzielajace enzymy trawienne sa jeszcze w toku roz-
woju, sprawnie trawig i absorbuja MCT. Triacylglicerole zawierajace kwas kaprono-
Wy sa trawione najszybciej.

Sredniotancuchowe kwasy tluszczowe moga by¢ absorbowane bezposrednio
z jelita cienkiego do krwioobiegu w formie niezestryfikowanej, a nastepnie transpor-
towane do watroby, gdzie w mitochondriach zachodzi ich szybka oksydacja z wydzie-
leniem znacznej ilosci energii. Proces ten nie wymaga obecnos$ci karnityny niezbednej
do utleniania wyzszych kwasow tluszczowych (Papamandjaris 1 in., 1998). Uzyskana
energia moze by¢ wykorzystana przez mtody organizm do syntezy biatek, a co za tym
idzie do szybszego rozwoju tkanek. Ten szlak metaboliczny sprawia, ze MCFA nie
tworzg materiatu zapasowego jak wyzsze kwasy tluszczowe, ale zachowuja si¢ jak
weglowodany dostarczajac szybko znacznych iloéci energii (Fushiki i in., 1995).

Wykorzystanie MCT w znacznym stopniu zalezy od dlugosci tancucha weglowe-
go kwasow. Wiele danych wskazuje, Ze prosieta najlepiej trawig i najszybciej wchta-
niaja triacylglicerole zawierajace kwas kapronowy (Odle, 1997; Wieland i in., 1993).
Emulgacja przyspiesza trawienie i wchtanianie MCFA, ale w tym przypadku istnieje
niebezpieczenstwo wzrostu zawartosci tych kwasow we krwi az do poziomu zagraza-
jacego zdrowiu i zyciu prosigt (Wieland i in., 1993).

Straarup i in. (2006) badali w do§wiadczeniu na prosietach wplyw podawania tria-
cylgliceroli o zmienionej strukturze, zawierajacych kwas kaprynowy w pozycjach
sn-11 3 (czyli przy skrajnych grupach hydroksylowych glicerolu) i z dtugotancucho-
wym kwasem w pozycji sn-2 na sktad thuszczu odktadanego w tkankach. Zmienione
triacylglicerole porownywali z olejem rzepakowym. Stwierdzili oni, ze profil odtozo-
nych kwaséw thuszczowych odzwierciedlat profil badanych thuszczow z wyjatkiem
kwasu kaprynowego, ktory byt utleniany dostarczajgc energii do syntezy biatka. We-
dhug Carvajala i in. (2000) pozycja, w jakiej kwas $redniotaficuchowy zwiazany jest
w czasteczce glicerolu, ma wptyw na og6lng absorpcje thuszczu: MCFA w pozycji
1 lub 3 (co zwazywszy na budowe czasteczki glicerolu jest rownowazne), w przeci-
wienstwie do pozycji 2, zwigksza absorpcje thuszczu, zwlaszcza dtugotancuchowych
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nasyconych kwasow thuszczowych. Zdaniem Nagaty i in. (2003) produkcja triacyl-
gliceroli z odpowiednimi kwasami ttuszczowymi, w specyficznych pozycjach 11 3
Iub 2 w czgsteczce moze prowadzi¢ do otrzymania lipidéw zapobiegajacych choro-
bom cywilizacyjnym, takim jak hiperlipidemia czy otylo$¢, dostarczajac aktywnych
fizjologicznie kwasow tluszczowych.

Istnieje rdwniez zalezno$¢ miedzy $redniotancuchowymi kwasami ttuszczowy-
mi a produkcja greliny przez komoérki sekrecyjne (endokrynne) zotadka (Nishi i in.,
2005). Po pobraniu z pokarmem, cze$¢ Sredniotancuchowych kwasow tluszczowych
wchtlaniana jest przez btong §luzowa zotadka. Syntetyzowane w organizmie MCFA
majg z kolei zdolno$¢ dyfundowania do komoérek zotadka, gdzie nastepnie aktywuja
greling. Jednymi z bardziej reaktywnych rodnikow kwasowych sg: acyl kwasu deka-
nowego (kaprynowego), 10 weglowego nasyconego kwasu thuszezowego (C, ) oraz
10 weglowego kwasu tluszczowego zawierajacego jedno podwdjne wigzanie (C, )
(Hosoda i in., 2000., Kaiya i in., 2001, 2002).

Doswiadczenie Nishi i in. (2005) wykazato, ze po podawaniu myszom diety bo-
gatej w triacylgliceryd kwasu heptanowego (C.), ktorego endogennie ssaki nie produ-
kuja, wzrosta koncetracja n-heptanylu greliny w zotadku zwierzat do§wiadczalnych.
Nie wykazano natomiast takiej zalezno$ci miedzy dlugotancuchowymi kwasami
thuszczowymi a opisywanym hormonem.

Grelina ma korzystny wptyw na mtody organizm, przyspiesza wzrost i rozwdj
zwierzat zarowno po urodzeniu, jak i w okresie prenatalnym. Stad pozytywny wptyw
MCFA i MCT podawanych w paszy dla cigzarnych i mtodych zwierzat. Azain (1993)
badat wptyw kwaséw $rednio- 1 dlugotancuchowych podawanych lochom w okresie
laktacji na zdrowotno$¢ prosiat. Prosieta pochodzace od matek otrzymujacych w pa-
szy kwasy $redniotancuchowe rzadziej zapadaty na choroby bakteryjne i wirusowe,
a $miertelno$¢ byta w tej grupie o 36% mniejsza.

MCFA jako zrodto tatwo dostepnej energii, rowniez dzieki aktywnosci bakterio-
bojczej moglyby by¢ stosowane w zywieniu prosiagt zamiast wycofanych antybioty-
kéw paszowych. Dzialanie bakteriobojcze i bakteriostatyczne opiera si¢ na dwodch
mechanizmach. Pierwszym z nich jest obnizenie pH paszy ponizej poziomu opty-
malnego dla rozwoju bakterii, drugim jak w przypadku kwaséw krétkotancuchowych
przenikanie do wnetrza komodrki w formie niezdysocjowanej. Dysocjacja i obnize-
nie pH nastgpuje wewnatrz komorki. Mikroorganizmy dazac do utrzymania odczynu
obojetnego zuzywajg znaczne ilosci energii, co powoduje ograniczenie syntezy biatek
i w efekcie $mier¢ komorki (Ricke, 2003). MCFA ograniczajg rozwo6j bakterii z rodza-
jow Clostridium (Dierick i in., 2002), Sa/monella (Skiivanova i in., 2006) i Escheri-
chia (Marounek 1 in., 2003).

Jedna z najniebezpieczniejszych bakterii atakujacych przewod pokarmowy prosigt
jest Clostridium perfringens. Typ C tej bakterii jest przyczyng wystepowania krwa-
wych biegunek u mtodych prosiat oraz nekrozy komorek nabtonka jelitowego, czgsto
prowadzacych do $mierci (Songer i Uzal, 2005). Typ ten jest jednak stosunkowo
rzadko spotykany, o wiele czestszy jest typ A bedacy normalnym sktadnikiem flory
bakteryjnej przewodu pokarmowego $win. Rowniez on moze by¢ przyczyna chordb
u nowonarodzonych, a takze odsadzonych prosiat. W przeprowadzonych przez nas
badaniach (Szewczyk i Hanczakowska, 2007) stwierdzili§my wysokoistotny spadek
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ilosci Clostridium perfringens po podaniu prosictom kwasu kaprylowego lub kapro-
nowego. Poniewaz jednak prosigta w grupie kontrolnej rowniez byly zdrowe, mozna
sadzi¢, ze mielismy do czynienia z mniej szkodliwg forma tej bakterii.

Batovska i in. (2009) badali antybakteryjne dziatanie $redniotancuchowych kwa-
sow thuszczowych i ich 1-monoacylgliceroli (w tym przypadku tylko jedna grupa hy-
droksylowa glicerolu w pozycji 1 byta zestryfikowana kwasem) na mikroorganizmy
z rodzajow Staphylococcus, Corynebacterium, Bacillus, Listeria i Streptococcus.
Okazalo sig, ze istnieje tu synergizm dziatania: monoacylglicerole zawierajace kwa-
sy laurynowy lub kaprynowy wzmacniaty dziatanie czystego kwasu laurynowego,
ktory byt mato aktywny. Podobne do$wiadczenie przeprowadzili rowniez Bergsson
i in. (2001) stwierdzajac wysoka aktywno$¢ monoacylglicerolu zawierajacego kwas
kaprynowy w pozycji 1 przeciw Staphylococcus aureus. Komorki bakterii ginely na
skutek zniszczenia btony komoérkowe;.

Bakteriobdjcze dziatanie kwaséw uzaleznione jest od pH tresci przewodu pokar-
mowego. W badaniach Skiivanovej i Marounka (2007) aktywnos$¢ kwasu kaprynowe-
go przeciw Escherichia coli byta niska przy pH 6.5 i rosta przy pH 5.3.

Inng wazng wilasciwoscig sredniotancuchowych kwasow thuszczowych jest ich
zdolno$¢ pobudzania procesdw rozwojowych nabtonka jelita cienkiego. Na stres od-
sadzenia prosigta reaguja m. in. glgbokimi zmianami w budowie anatomicznej tego
nabtonka (Skrzypek i in., 2005). Kosmki stanowigce czg$¢ nablonka i bedace miej-
scem wchtaniania sktadnikéw pokarmowych w jelicie cienkim ulegajg znacznej re-
dukcji, zwlaszcza w rejonie dwunastnicy. Marion i in. (2002) stwierdzili, Ze u prosiat
w trzecim dniu po odsadzeniu wysoko$¢ kosmkow ulegta 59% redukcji w poréwnaniu
do wysokosci przed odsadzeniem, a masa nabtonka jelita cienkiego zmniejszyla si¢
0 55%. W okresie tym obserwuje si¢ wzmozong apoptoz¢ enterocytow. Prawdopo-
dobng przyczyng obumierania enterocytow jest niedostateczna podaz tlenu i substan-
cji odzywcezych z krwia, co wigze si¢ z deficytem energii (Mohsen i in., 2006). By¢
moze wydajne Zrodlo fatwo przyswajalnej energii, jakim sa kwasy $redniotancucho-
we, ma wplyw na wzrost dtugosci kosmkow jelitowych stwierdzony przez Diericka
11in. (2002) oraz zwigzang z tym poprawe¢ wskaznikéw produkcyjnych prosiat.

W Instytucie Zootechniki przeprowadzono badania nad wykorzystaniem $red-
niotancuchowych kwasow tluszczowych: kaprylowego i kapronowego w zywieniu
prosiat. Ich dziatanie poréwnywano z dzialaniem stosowanych powszechnie zakwa-
szaczy, tj. kwasu fumarowego i mieszaniny kwasow mrowkowego i propionowego.
Wyniki trzech przeprowadzonych doswiadczen dowiodly pozytywnego wplywu
MCFA na spadek ilosci upadkow prosiat oraz na wskazniki odchowu. Poprawie ule-
gla takze pozorna strawno$¢ biatka i wtokna paszy. Korzystne zmiany stwierdzono
w nabtonku jelita cienkiego, ktorego kosmki ulegty wydtuzeniu, zwlaszcza pod wpty-
wem kwasu kaprylowego. Bakteriobojcze dzialanie kwaséw byto jednak, jak juz
wspomniano, stosunkowo stabe.

Podsumowujac omoéwione badania mozna stwierdzi¢, ze zar6wno wolne $rednio-
tancuchowe kwasy tluszczowe, jak tez ich estry z glicerolem majg dziatanie bakterio-
bojcze, a takze wptywaja stymulujaco na wzrost zwierzat, zwlaszcza mtodych. Ten
stymulujacy wptyw moze by¢ wynikiem ograniczenia wzrostu bakterii patogennych
oraz zmian w budowie nabtonka jelita cienkiego.
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EWA HANCZAKOWSKA, AGNIESZKA SZEWCZYK
Short- and medium-chain fatty acids in piglet feeding
SUMMARY

Short-chain fatty acids, i.e. organic acids with carbon chains containing less than 6 carbon atoms
and one carboxylic group have been used for many years as strong antibacterial agents. Their importance
increased as feed antibiotics were banned in the European Union. Thus, these fatty acids can be used as
antibiotic replacers. They also can provide piglets with energy which is utilized mainly by intestinal epi-
thelium cells. Propionic and butyric acids have a role in animal metabolism. Medium-chain fatty acids,
i.e. caproic (6 carbon atoms), caprylic (8 carbon atoms), capric and lauric acids (10 and 12 carbon atoms,
respectively) have also antibacterial activity: probably they diffuse into bacterial cells in undissociated
form and dissociate within the protoplasm leading to intracellular acidification. They are also a readily
available energy source, especially for young animals. They are rapidly absorbed from the stomach and
small intestine and transported directly to the liver where they are oxidized in mitochondria. They affect
intestinal mucosa by increasing the length of microvilli and thus improving nutrient availability. All these
properties make them a valuable feed supplement for piglets.
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ZASTOSOWANIE TECHNIKI NOKAUTU GENOWEGO, ANALIZY
SEKWENCJI MIKROSATELITARNYCH ORAZ SZCZEPOW WSOBNYCH
MYSZY W MAPOWANIU GENOW ODPOWIEDZIALNYCH
ZA SPERMATOGENEZE

Dorota Bederska

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dzial Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa,
32-083 Balice k. Krakowa

W ponizszej pracy opisano techniki mapowania genow warunkujgcych prawidtowq sper-
matogeneze u ssakow. Przedstawiono dwie najczesciej stosowane metody polegajgce na
nokaucie genowym oraz analizie sekwencji mikrosatelitarnych w wybranych szczepach
wsobnych myszy. Lokalizacja sekwencji wplywajgcych na proces gametogenezy mogitaby
stac sig niezwykle pomocnym narzedziem w utrzymaniu niezaburzonego rozrodu zwierzqt
hodowlanych. Stosunkowo dobrze poznany jest juz wplyw genow na plodnosé u myszy
i ludzi. Coraz czesciej badaniami obejmuje si¢ takze zwierzeta hodowlane.

Waznym aspektem badan zajmujacych sie rozrodem ludzi i zwierzat jest poznanie
sekwencji genowych warunkujacych niezaburzong spermatogeneze. Ich zlokalizo-
wanie na chromosomie Y (Krzanowska, 1969), jak i na autosomach (Huhtaniemi,
2006) mogtoby pomoc zarowno w uniknigciu ekonomicznych strat w produkcji zwie-
rzat hodowlanych zwigzanych z problemami w rozrodzie, jak i w wyborze prawidlo-
wego leczenia u ludzi. Szerokie zastosowanie znalazly tutaj szczepy wsobne myszy
z nokautami genowymi, ktére umozliwiajg okreslenie wptywu deficytu danego biatka
W organizmie, a zarazem ustalenie jego biologicznej funkcji. Istotne stalo sie réwniez
odkrycie i wykorzystanie markeréw genetycznych klasy II, czyli sekwencji mikro-
satelitarnych, do procesu mapowania genéw czy analizy hetero- lub homozygotycz-
no$ci. W pracy poruszono problem nieptodnosci zwigzanej z czynnikiem samczym
1 przedstawiono proby wyjasnienia jej genetycznej etiologii.

Mysz laboratoryjna
Mate wymagania hodowlane, szybki rozwdj osobniczy, duza liczba mtodych
w miocie oraz wysoki procent podobienstwa genomu z ludzkim uczynity mysz jednym
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z najpopularniejszych zwierzat wykorzystywanych w laboratoriach na calym $wiecie.
Mysz wykorzystywana jest w badaniach od XIX wieku, a jej wktad w odkrycia na-
ukowe jest nieoceniony. Stworzenie zwierzecych modeli choréb cztowieka umoz-
liwito ich szybsze analizowanie, sprawniejsze poznawanie przyczyn oraz wdra-
zanie nowych metod terapeutycznych. Na przestrzeni lat wyselekcjonowano wiele
réznorodnych szczepéw myszy laboratoryjnych, ktore shuza jako materiat do badan
specjalistycznych. Obecnie ich najwigksza baza znajduje si¢ w Jackson Laboratory
(www .jax.org) majacego swoje oddziaty w USA i Kanadzie.

Szczepy wsobne

Standardowo, szczepy wsobne uzyskuje si¢ poprzez kojarzenie siostry z bratem
przez kolejnych 20 pokolen. Procent homozygotycznych gendw okresla wspotczynnik
inbredu, ktory w ostatnim pokoleniu szacuje si¢ na 98,6% (Brylinska i Kwiatkowska,
1996). Zadanie to jest utrudnione przez fakt, iz wraz ze wzrostem homozygotycznosci
kolejnych pokolen dochodzi do tzw. depresji inbredowej, w wyniku ktérej u zwierzat
obserwuje si¢ obnizenie plodno$ci, Zywotnosci oraz odpornosci. Ze wzgledu na geny
koloru sier§ci myszy ze szczepoéw: 129/Sv i C57BL sg zwykle wykorzystywane do
uzyskania osobnikdéw z nokautem okre$lonych genow.

Szczep 129/Sv o genotypie AABBCC (aguti) zostal uzyskany w Jackson La-
boratory na poczatku XX wieku. Posiada on kolor siersci aguti w przeciwienstwie
do innych szczepow 129 pozyskanych w innych laboratoriach, ktore sg kremowe
(www.animalab.pl). Szczepy 129 swoje szerokie zastosowanie zawdzigczaja duzej
liczbie bezmielinowych aksonéw motoneuronéw ledzwiowych oraz czestemu wyste-
powaniu potworniaka jadra (www.animalab.pl). Z kolei szczep C57BL o genotypie
aaBBCC (czarny) charakteryzuja wysoka ptodnosc¢, znaczna zywotnos$¢ oraz mata po-
datno$¢ na nowotwory. Tworzenie szczepow wsobnych myszy z nokautem genowym
daje nadzieje, ze w przysztosci uda si¢ poznaé sekwencje warunkujace niezaburzong
spermatogenezg.

Technika nokautu

Tworzenie modeli zwierzgcych chorob cztowieka opiera si¢ na dwoch gtdéwnych
metodach: transgenezie i nokaucie genowym. Otworzyly one przed naukowcami sze-
reg nowych mozliwosci badan chordb genetycznych. Transgeneza polega na wpro-
wadzeniu do komorek licznych kopii genu, czesto innego gatunku, za pomoca mi-
kroinjekcji lub wektoréw (np. wirusowych). Tak uzyskane osobniki zyskujg ekspresje
wprowadzonych genéw i produkuja obcogatunkowe biatka. Technika nokautu polega
na zniszczeniu cigglo§ci wybranego genu, w wyniku czego mozna przesledzi¢ (na
poziomie komorki, tkanki czy catego organizmu) zmiany fenotypowe towarzyszace
brakowi danego biatka. Z mysiej blastocysty pochodzacej ze skojarzenia osobnikow
o kolorze agouti (genotyp AA) nalezy pobra¢ pluripotencjalne komdrki macierzyste.
Do komoérek tych, np. poprzez proces elektroporacji, wprowadza si¢ konstrukt zbu-
dowany z dwoch podstawowych czesci (rys. 1): genu oporno$ci na antybiotyk, taki
jak np. neomycyna (neo) oraz genu kodujacego kinaze tymidynowa (tk) z wirusa
opryszczki (Herpes simplex). Gen opornosci na antybiotyk otoczony jest sekwencja-
mi homologicznymi do tych, ktére wystepuja w genie, ktéry chcemy inaktywowac.
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Gen kodujacy kinazg tymidynowa wbuduje si¢ do genomu myszy jedynie w wyniku
przypadkowego, nieprawidtowego wilaczenia konstruktu w obrebie DNA i spowoduje
aktywacje toksycznego gancyklowiru (Gorska i Kowalski, 1997).

Nokautowany gen

Target gene
l |
I l

o o

sekwencje homologiczne sekwencje homologiczne
homologous sequences homologous sequences
Konstrukt

f_J_1 Construct {_J_\ "
R

neo — gen opornosci na neomycyng / neomycin resistance gene
tk — gen kodujacy kinaz¢ tymidynowa wirusa opryszczki / thymidine kinase gene

Rys. 1. Schemat budowy konstruktu wykorzystywanego do przeprowadzenia techniki nokautu
Fig. 1. The scheme of the construct used for knockout technique

W kolejnym kroku komorki poddaje si¢ podwdjnej selekcji: pozytywnej i nega-
tywnej. Poczatkowo komorki traktuje si¢ antybiotykiem — neomycyng, w wyniku
czego ging te komorki, ktére w ogole nie wbudowaty konstruktu. Nastepnie dziata
si¢ gancyklowirem, powodujac eliminacje wszystkich tych komorek, ktére wbudowa-
ty caty konstrukt w dowolnym, niepozagdanym miejscu genomu. Pozostang komoérki
z nokautem genu, ktory mial zosta¢ inaktywowany. Tak przygotowane komorki
wprowadza si¢ poprzez mikroiniekcj¢ do blastocyst uzyskanych ze skojarzenia myszy
czarnych, ktore nast¢pnie implantuje si¢ w macicy matki zastgpczej.

W pokoleniu pierwszym otrzymane zostang tzw. osobniki chimerowe (laciate).
Samce chimerowe kojarzy si¢ z samica o kolorze czarnym, a w pokoleniu F2 z cze-
stoscia 25% pojawiaja si¢ osobniki ze znokautowanym allelem danego genu (Gorska
i Kowalski, 1997). Postuza one nastgpnie do kojarzen typu siostra x brat, w wyniku
ktorych otrzyma si¢ pokolenie homozygotyczne z nokautem genowym.

U tak uzyskanych zwierzat na podstawie zmian w fenotypie mozna okresli¢ funk-
cj¢ biatek kodowanych przez nokautowane geny. Jesli osobniki z nokautem dane-
go genu sg zywotne, mozna pozwoli¢ sobie na utrzymywanie tej hodowli w postaci
homozygotycznej (szczep wsobny, w ktérym wszystkie osobniki posiadajg nokaut
genu). Moze si¢ jednak okazac, ze nokaut ten u réznych szczepéw wsobnych daje
rozne efekty fenotypowe. Produkty innych gendw moga bowiem maskowac niedobo-
ry zwigzane z wylaczeniem konkretnego genu, co powoduje trudnosci w identyfikacji
jego roli. Efekt ten zwany jest homeostazg rozwojowa. Przyktadem mogg tu by¢ geny
Trp53 czy Tex18, ktorych nokaut nie zawsze powoduje zaburzenia w fenotypie (Paul
1 in., 2007; Jaroszynski i in., 2007). Bardzo czesto na skutek nokautu genu osobniki
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majg mocno zaburzone parametry rozrodu — wtedy hodowle takg utrzymuje si¢ na
heterozygotycznym tle genetycznym, umozliwiajagcym zachowanie plodnosci i utrzy-
manie szczepu z nokautem genowym w hodowli. Z tego tez powodu istnieje potrzeba
okresowego badania stopnia heterozygotycznos$ci posiadanych szczepdw, np. poprzez
analize sekwencji mikrosatelitarnych.

Sekwencje mikrosatelitarne

Wiadomo, iz geny odpowiedzialne za spermatogeneze leza zar6wno na chromoso-
mie Y (Krzanowska, 1969), jak i na autosomach (np. geny kodujace hormony piciowe
oraz ich receptory) (Huhtaniemi, 2006). Jednak bardziej szczegdélowa wiedza na ten
temat w dalszym ciggu nie jest dostatecznie znana i wymaga kolejnych analiz 1 ba-
dan. Kolejna z technik umozliwiajaca zlokalizowanie genéw kontrolujacych jakos¢
nasienia opiera si¢ na badaniu sekwencji mikrosatelitarnych w szczepach wsobnych
rekombinacyjnych (RI; ang. recombinant inbred). Ludzki genom sktada si¢ z ponad
20 000 gendéw. Sekwencje kodujgce stanowia zaledwie okoto 3%, natomiast sekwen-
cje zwiazane z genami, takie jak introny, promotory czy pseudogeny —27%. Pozosta-
e 70% to sekwencje unikatowe (ok. 55%) oraz sekwencje repetytywne (powtarzalne)
(15%). Wsrod sekwencji powtarzalnych mozna wyrdzni¢ dwie grupy. Do pierwszej
zalicza sig¢ kilka rodzin rozproszonych sekwencji jadrowych, wsrdd nich najbardziej
znane sg dlugie (LINEs; ang. long interspersed nuclear element) oraz krotkie (SINEs;
ang. short interspersed nuclear elements) rozproszone sekwencje (Bennett, 2000).
Elementy te w czasie procesu transpozycji wystepuja w postaci RNA. Transpozycja
jest procesem zachodzacym w obecnosci ruchome;j jednostki genetycznej (transpozo-
nu lub retrotranspozonu w przypadku czasteczek SINEs i LINEs), ktora posiada zdol-
no$¢ przemieszczania do innego miejsca w genomie (Gadzalski i Sakowicz, 2008).

LINEs to sekwencje o dtugosci okoto 50006400 pz (par zasad), natomiast SINEs
posiadaja okoto 100400 pz i stanowia wigcej niz 5% calkowitego DNA. Najbar-
dziej znang krétka rozproszong sekwencja jadrowa u naczelnych jest sekwencja Alu.
Podczas gdy elementy LINEs posiadaja zdolno$¢ do autonomicznej transpozycji,
czasteczki SINEs zmuszone sg wykorzystywaé do tego procesu enzymy kodowane
przez inne retrotranspozony (np. LINEs) (Gadzalski i Sakowicz, 2008). Druga grupe
sekwencji powtarzalnych tworza tandemowe sekwencje repetytywne, ktore ze wzgle-
du na dhugos¢ jednostki podstawowej oraz czestotliwo$é jej wystepowania zostaty
podzielone na trzy podgrupy: satelity, minisatelity oraz mikrosatelity. DNA satelitar-
ny stat si¢ niezwykle wazny w badaniach nad mapowaniem genomu, kryminalistyce,
a takze w badaniach zwigzanych z okres$laniem pokrewienstwa. Tak szerokie za-
stosowanie wynika z jednej, bardzo istotnej cechy — duzego polimorfizmu dlugosci
w danych loci. Szczegodlnie wazne okazaty si¢ tu mikrosatelity. Jednostka powtarzal-
na sekwencji satelitarnych zbudowana jest z od pigciu do kilku tysigcy par zasad,
a catkowita wielko$¢ wynosi od 100 kilo par zasad do kilku mega par zasad (Bennett,
2000). W lIudzkim genomie satelity nie ulegaja transkrypcji i zlokalizowane sg w ob-
rebie heterochromatyny, a szczeg6lnie w heterochromatynie centromerowej. Obecnie
nie ma zadnych dowodow, ktore dowodzityby, iz te repetytywne sekwencje spetniajg
znaczacg funkcje we wspomnianych regionach. Ze wzgledéow na duze rozmiary cza-
steczek satelity nie sg wykorzystywane w praktyce.
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W przeciwienstwie do sekwencji satelitarnych, minisatelity znalazly zastosowanie
w badaniach naukowych. Dzieli si¢ je na dwie podgrupy: minisatelity telomerowe
oraz hiperprzemienne (VNTRs). Pierwsza grupa to powtdrzenia tandemowe glownie
» I TAGGG” dodawane do odcinkdw telomerowych chromosoméw dzieki specjalne-
mu enzymowi — telomerazie. Minisatelity spetniajg tutaj bardzo istotng funkcje, chro-
nigc koncowe odcinki chromosoméw przed uszkodzeniem. Odgrywajg takze wazna
role w procesie parowania si¢ chromosoméw oraz podczas podziatu komérkowego.
Minisatelity hiperprzemienne buduja jednostki rdzeniowe o dlugosci 6-50 nukleo-
tydow powtarzane od dwoch do kilkuset razy w pojedynczym locus. Ich wysoce
polimorficzna natura (obecna m.in. dzigki nierbwnemu crossing-over pomiedzy tan-
demowymi powtdrzeniami) sprawila, iz zostaty one uzyte do indentyfikacji indywi-
dualnej wykorzystywanej w badaniach pokrewiefistwa, poradnictwie genetycznym,
transplantologii oraz w sprawach sgdowych (DNA fingerprinting) (Jeffreys, 2005).
Dzi$ sg jednak zastepowane przez sekwencje mikrosatelitarne. W przeciwienstwie
do satelit majacych tendencje do skupiania si¢ w obrebie chromatyny centromerowej,
VNTRs wystepuja zwykle w regionach telomerowych. Mimo ze nie ma dowodéw
sugerujacych, ze ich lokalizacja jest zwigzana z pelieniem jakichkolwiek funkcji,
minisatelity s3 uwazane za gorgce miejsca rekombinacji homologiczne;.

Mikrosatelity sg obecnie najwazniejszg i najszerzej wykorzystywang grupg spo-
srod DNA satelitarnego. Szacuje sig¢, iz stanowig one 3% ludzkiego genomu (Lygo
i1in., 1994). Sktadajg si¢ z mono-, di-, tri-, tetra-, penta- lub heksanukleotydowych
sekwencji powtérzonych od 2 do 100 razy. W przypadkach patologicznych liczba
ta moze siggac setek, a nawet tysigcy (Bal, 1998). STR (ang. short tandem repeat)
zwykle wystgpuja w regionach euchromatyny, jednak cz¢$¢ sekwencji jest zlokalizo-
wanych w centromerach i telomerach. Wystepuja w postaci powtdrzen jednakowych
sekwencji lub przedzielone kilku nukleotydowymi wstawkami. Wigkszo§¢ mikrosa-
telit umiejscowionych jest w obrebie intronow, wyjatek stanowig powtdrzenia tri-
1 heksanukleotydowe, ktore sg charakterystyczne gtownie dla eksondéw, przez co ist-
nieje przypuszczenie, iz petnig one nie do konca poznang jeszcze funkcje. Stawia to w
nowym $§wietle hipotezg sugerujaca przynalezno$¢ wigkszosci sekwencji STR do tzw.
»smieciowego DNA”. Dzicki duzemu polimorfizmowi sekwencje mikrosatelitarne
moga by¢ wykorzystywane jako markery r6znicujgce osobniki. Jest to mozliwe dzigki
sktonnosciom STR do ulegania mutacjom, w wyniku ktorych otrzymujemy rézne for-
my mikrosatelit w danym locus w populacji. Mutacje, ktorym najcze$ciej podlegaja
sekwencje STR, polegaja na addycji lub delecji podstawowej jednostki repetytywnej —
ma si¢ wtedy do czynienia z tzw. polimorfizmem dlugo$ci. Nieco rzadziej w wyni-
ku mutacji moze doj$¢ do powstania niepetnego elementu rdzeniowego Iub mutacji
punktowej (Moller iin., 1994). W przypadku zwigkszenia lub zmniejszenia sekwencji
mikrosatelitarnej o 1 powtorzenie mowimy o tzw. SSM (ang. stepwise mutation mo-
del), gdy dochodzi do zwigkszenia wigkszej ilo$ci powtdrzen — two-phase model.

Kroétkie powtdrzenia tandemowe zawdzigczajg swoja réznorodno$é dwdm proce-
som: duzej podatno$ci na bledy w czasie procesu replikacji oraz nierbwnomiernemu
crossing-over. W trakcie pierwszego procesu czesto dochodzi do nieprawidtowego
dziatania polimerazy, w wyniku ktorego zostaje dobudowany lub odciety motyw. Jest
to tzw. ,,$lizganie si¢ polimerazy” (ang. polymerase slippage). Enzym opuszcza lub
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dobudowuje pojedyncza jednostke rdzeniows, zaleznie od tego, czy do pomytki do-
szto na nici matrycowej, czy potomnej. Wykazano, iz sekwencje trojnukleotydowe
rzadziej ulegaja tego typu btgdom niz np. sekwencje dwunukleotydowe. W czasie
mejozy moze zadziata¢ drugi czynnik wplywajacy na zmiany w danym locus mi-
krosatelitarnym — nierownomierny crossing-over. W wyniku biednego sparowania
chromosoméw homologicznych w obrebie powtarzalnych sekwencji tandemowych,
a nastgpnie wymiany fragmentow chromatyd, moze doj$¢ do wymiany odcinkéw
o r6znej dlugosci, co w efekcie doprowadzi do powstania 2 réznych alleli (Soltyszew-
ski i in., 2006).

Sekwencje mikrosatelitarne, ze wzgledu na prosty schemat dziedziczenia, wyso-
ki polimorfizm i szerokie wystgpowanie w obrebie euchromatyny, wyparty analize
innych typow satelitarnego DNA w badaniach pokrewienstwa, kryminalistyce etc.
i okazaty si¢ idealnymi markerami réznicujacymi osobniki. Gtowng metoda pozwa-
lajacg analizowac odcinki STR jest tancuchowa reakcja polimerazy — PCR (ang. po-
lymerase chain reaction). Po namnozeniu odpowiedniej sekwencji mikrosatelitarnej
rozdziela si¢ elektroforetycznie otrzymane produkty w zelu, uzyskujac informacje
o dtugos$ci mikrosatelity wystepujacej u danego osobnika w analizowanym locus.

Zastosowanie sekwencji mikrosatelitarnych w mapowaniu genéw kontrolu-
jacych jakos¢ nasienia

Proces mapowania gendéw rozpoczyna si¢ od opracowania markeréw genetycz-
nych (np. mikrosatelitow) roznigcych si¢ iloscig jednostek repetytywnych (dlugoscia)
w dwoch homozygotycznych szczepach wsobnych, z ktorych chce si¢ otrzymac
szczepy rekombinacyjne. Nalezy tez poddac analizie odpowiednie cechy tych szcze-
poéw wsobnych, np.:

— liczbe martwych Iub zywych plemnikéw,

— obecnos¢ lub brak kropli cytoplazmatycznej (§wiadczaca o stopniu dojrzatosci),

— ruchliwosc¢,

— odsetek morfologicznie nieprawidtowych plemnikow,

— integralno$¢ btony cytoplazmatycznej witki plemnika.

Najlepiej, jesli ma si¢ do czynienia z dwoma szczepami réznigcymi si¢ parame-
trami, ktorych geny chcemy mapowac (np. szczep z duzym oraz szczep z matym pro-
centem amorficznych gtowek). Zwierzeta krzyzuje sie¢ i metodami hodowlanymi uzy-
skuje si¢ tzw. szczepy wsobne rekombinacyjne. Nastepnie u otrzymanego potomstwa
porownuje sie¢ wzor rozktadu cechy (SDP; ang. strain distribution pattern) z wzorem
rozktadu mikrosatelit réZznicujacych dwa szczepy wsobne wyjsciowe. W ten sposob,
np. przy pomocy programu MapManager QTX, ustala si¢ obszar chromosomu, w ob-
rebie ktorego znajduje si¢ gen odpowiedzialny za dana ceche. Badania te maja na celu
wskazanie roli r6znego rodzaju bialek w spermatogenezie i jednoczesnie pokazanie,
jak duzy wptyw na jako$¢ plemnikéw ma tlo genetyczne, czyli geny zlokalizowane
na autosomach.

Dzigki zastosowaniu szczepoéw wsobnych myszy z nokautami genowymi potwier-
dzono obecno$¢ wielu gendw zaangazowanych w proces gametogenezy. Naleza do
nich m.in. geny: Tnp2 (ang. transition protein 2; Adham, 2001), Acr (ang. proacrosin;
Nayernia, 2002), Creb3l4 (Adham i in., 2005) czy Trp53 (Yin i in. 1998; Paul i in.,
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2007). W przypadku inaktywacji genu dla enzymu proakrozyny dochodzito do znacz-
nego opdznienia penetracji otoczki przejrzystej w wyniku niesprawnego przebiegu
reakcji akrosomowej. Plemniki takie w warunkach in vitro nie miaty szans na zaptod-
nienie, konkurujac z prawidlowymi gametami. O 20% mniej plemnikéw w nasieniu
zaobserwowano u myszy z wytaczonym genem Creb3I4, podczas gdy pozostale pa-
rametry pozostawaly w normie. Znaczny wzrost odsetka gamet o amorficznej glowce
wystepowal u myszy 129/Sv z unieczynnionym genem 7Tnp2. Za wady morfologii
odpowiadat nieprawidtowo zbudowany akrosom uniemozliwiajacy zaptodnienie. Na-
sienie tak zmodyfikowanych myszy wykazywato rowniez zmniejszong liczbe plem-
nikow w ejakulacie oraz upo$ledzong ruchliwos$¢. Stopief nasilenia tego zjawiska
byt jednak zalezny od tta genetycznego i w niektorych szczepach nie powodowat
zadnych zaburzen. Przykladem genu, ktéry przejawia podobng zalezno$¢, jest gen
p33. Jego inaktywacja w niektorych szczepach nie wpltywa znaczgco na pogorszenie
parametrow ptodnosci podczas gdy u samcow 129/Sv powoduje catkowita nieptod-
no$¢ (Rotter, 1993).

Dane literaturowe podaja, ze m.in. na chromosomach 3, 6, 11 i 12 zlokalizowane
sg geny kontrolujace spermiogeneze u myszy (L’Hote i in., 2007). Za pomocg szcze-
pow wsobnych wyjsciowych KE oraz CBA/Kw potwierdzono obecno$¢ 3 regionow
chromosomowych biorgcych udziat w spermatogenezie, znajdujacych si¢ na autoso-
malnych: 6, 11 oraz 18 (Gotas 1 in., 2008). Region q15.6 chromosomu 6 zwigzany
jest z pojawieniem si¢ amorficznych gléwek plemnikéw. Zlokalizowano w nim m.in.
2 geny: Hipk2 oraz Casp2, ktorych produkty kontrolujg proliferacj¢ oraz apoptoze ko-
morek odbiegajacych od normy w czasie powstawania plemnikow. W chromosomie
11 wyrdzniono region 11q24 — 11q31, a w nim 6 gendw lezacych u podstaw regulacji
jakoS$ci nasienia oraz gen Sparc kontrolujgcy rozwdj jader. Pozostale 6 genow to:
Kit3a oraz Tekt3 zwiagzane sg z mikrotubulami i ich prawidlowym rozwojem, Aurkb,
ktoéry ulega ekspresji w diplotenie, wptywajac na segregacje w trakcie procesu mejozy
1 procent normalnie uksztalttowanych glowek oraz geny Hist3h2ba, Hist3h2bb i His-
t3h2a kodujace trzy podjednostki histonowe.

Nowe techniki wspomagania rozrodu u zwierzat hodowlanych

Prawidlowy rozrod zwierzat hodowlanych jest waznym aspektem ekonomicznym
oraz istotnym etapem w przypadku checi utrzymania planu hodowlanego ukierunko-
wanego na pozadang ceche uzytkowa czy eksterierowg. Ptodno$¢ uwarunkowana jest
zardwno przez czynniki genetyczne, jak i sSrodowiskowe. Wérod knuréw catkowicie
niezdolnych do zaptodnienia najczestsza przyczyng sa nieprawidlowe parametry ja-
kos$ci nasienia: brak plemnikow w ejakulacie, zbyt duzy odsetek plemnikéw o patolo-
gicznej budowie (Gasinski, 2002). Prawidlowa jako$¢ nasienia jest szczegdlnie istotna
w przypadku wprowadzenia sztucznego zaptodnienia. Uzycie nasienia o obnizonych
parametrach ptodnosci do zaptodnienia loch przyniostoby ogromne straty. Do oceny
seminologicznej zwierzat hodowlanych bierze si¢ pod uwage, takie cechy jak: kon-
centracje spermy, ruchliwo$¢ oraz liczbe morfologicznie prawidtowych plemnikoéw
(Colenbrander i in., 1993). Jednak uzyskiwane z laboratoriow dane wykazuja duze
rozbiezno$ci i nie rozstrzygaja ostatecznie o zdolno$ci rozrodczej zwierzecia (Braun-
dmeier i Miller, 2001). Z pomocg przychodza tutaj zaawansowane techniki molekular-
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ne. Dzigki analizie potencjalnych genéw odpowiedzialnych za prawidlowy przebieg
spermatogenezy mozna by w sposob bardziej precyzyjny okresli¢ plodno§¢ samcow.
Kwestia ptodnosci loch jest duzo lepiej zbadana, jako ze samice majg wigkszy wptyw
na prawidtowy rozrod, jednak coraz cze¢$ciej zwraca si¢ rowniez uwage na zdolno-
$ci reprodukcyjne samcow. Obecnie do gendéw — kandydatéw, mogacych §wiadczy¢
o potencjale rozptodowym knura, zalicza si¢ geny: HSP70.2 (ang. heat shock protein
70.2), RYR1 (ang. ryanodine receptor gene), OPN (ang. osteopontin gene), RBP4 (ang.
retinol-binding protein 4). Do§wiadczenie wykonane przez Lina i in. (2005) potwier-
dzito wptyw dodatkowych genow, takich jak: GnRHR (ang. gonadotropin releasing
hormone receptor), INHBA (ang. inhibin beta A), INHBB (ang. inhibin beta B) (Lin
iin.,2005). Locus GNRHR wykazuje znaczgce oddziatywanie na ruchliwos¢, obecnosé
kropli cytoplazmatycznej (§wiadczacej o niedojrzatosci komorek rozrodczych) oraz
odsetek nieprawidtowych morfologicznie plemnikoéw. Podobne obserwacje dotycza
rowniez nieptodnych mezczyzn (Layman i in., 1997). W przypadku bydta duzy postep
poczyniono nie tylko w zrozumieniu genetycznego podtoza mleczno$ci, chorob gene-
tycznych, ale takze ptodnosci. Liczbg gendw kandydatéw zaangazowanych w prawid-
lowy proces gametogenezy u buhaja okresla si¢ na 200 (Leeb i in., 2007). W$rod nich
typuje si¢ geny: TNPI, CRISP2, PRND, TNFa, CATSPER2, CNGA3, STAT54. Jed-
nak ostatnie wyniki badan donoszg, iz markeréw ptodnos$ci nalezy szuka¢ nie tylko
w obrebie genomu jadrowego, ale takze mitochondrialnego (Crepaldi i in., 2010).

Mniejszy postep w zakresie powyzszych badan obserwuje si¢ w przypadku owiec
czy ogieréw, ze wzglgdu na ich mniejsze znaczenie ekonomiczne, jednak otrzymane
wyniki moga by¢ ekstrapolowane na wyzej wymienione gatunki. Niektore aberracje
chromosmowe wystepujace u ludzi czy myszy sg takze spotykane u nieptodnych
ogierdéw. Mimo ze brak jest oficjalnych danych na temat genetycznych markeréw
ptodnosci w tej grupie, cel ten moze zosta¢ osiggniety w najblizszej przysziosci. Juz
dzi$ takimi genami — kandydatami sg geny: CRISPI, CRISP2, CRISP3 (Giese i in.,
2002 a, b). Wérdd koni zlokalizowanie takich markeréw byloby szczegdlnie cenne
w przypadku najbardziej wartoSciowych ogieréw hodowlanych.

Podsumowanie

Opracowanie gendéw plodnosci jest wazne w procesie okreSlanym jako MAS
(ang. marker assisted selection), czyli selekcji wspomaganej markerami. Mogtaby
ona rozstrzygac¢ o potencjale rozrodczym juz we wczesnych etapach zycia i pomoc
w podjeciu szybkiej decyzji o przynalezno$ci zwierzgcia do okreslonej grupy produk-
cyjnej. Zadanie to jest realizowane dzigki zastosowaniu szczepow wsobnych myszy
z nokautami genowymi lub przy uzyciu sekwencji mikrosatelitanych. Wskazano juz
na obecno$¢ wielu gendw zwigzanych ze spermatogeneza potozonych zaréwno na
autosomach, jak i chromosomach plci. Efekt ich dziatania nie zawsze jest taki sam,
w znacznym stopniu zalezy od tta genetycznego, co utrudnia proces mapowania. Jed-
nak mozliwo$¢ wykorzystania genéw jako obiektywnego wskaznika plodnosci wy-
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daje si¢ by¢ obiecujgca. Poprzez prawidtowy dobor hodowlany mogtaby wplynac na
ograniczenie strat ekonomicznych ponoszonych przez hodowcéw w przypadku prze-
znaczenia do reprodukcji samca o stabych parametrach rozrodczych.
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DOROTA BEDERSKA

Application of gene knockout techniques, analysis of microsatellite sequences and inbred strains of
mice in mapping genes responsible for spermatogenesis

SUMMARY

This review describes mapping techniques of the genes responsible for mammalian spermatogenesis.
Two most frequent methods: knockout and analysis of microsatellite sequences in chosen inbred strains
are presented. Identification of the sequences that influence gametogenesis could be a useful tool to main-
tain undisturbed reproduction of farm animals. The effect of genes on fertility has been adequately studied
in mice and humans, but also farm animals are increasingly investigated.
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CHARAKTERYSTYKA STRUKTURY GENETYCZNEJ POLSKIEJ OWCY
GORSKIEJ ODMIANY BARWNEJ*

Aldona Kawegcka!, Katarzyna Piorkowska?

'Dziat Ochrony Zasobow Genetycznych Zwierzat, *Dzial Genetyki i Hodowli Zwierzat,
Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, 32-083 Balice k. Krakowa

W przeprowadzonych badaniach podjeto probe charakterystyki struktury genetycznej pol-
skiej owcy gorskiej odmiany barwnej na podstawie sekwencji mikrosatelitarnych DNA.
Do analizy wykorzystano 15 markerow zalecanych przez FAO do oceny bioréznorodnosci
owiec: DYMSI, INRA063, ILSTS28, OarAE129, OarFCB20, OarFCB226, OarFCB304,
OarHH47, OarJMP29, OarJMP58, OarVH72, MAF65, MAF214, MCM527, SRCRSP5.
U polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej zidentyfikowano 129 alleli w 15 loci. Srednia
liczba alleli obserwowanych dla rasy wynosila 8,6, a efektywnych 5,28. Srednia heterozy-
gotyczno$é obserwowana i oczekiwana osiggneta wysokie wartosci, ktore wynosity odpo-
wiednio 0,709 i 0,795. Wyliczony wspétczynnik inbredu wynosit 0,108. Uzyskane wyniki
wskazujg na stosunkowo duze zréznicowanie genetyczne badanej populacji. Wykorzystu-
Jjgc narzedzie, jakim sq markery mikrosatelitarne, mozna porownywaé poziom zmiennosci
rodzimych ras owiec i monitorowa¢ zmiany zachodzgce w tych niewielkich populacjach.

Produkcja owczarska w Polsce charakteryzuje si¢ ogromng réznorodnoscig na
tle innych krajow europejskich. Obecnie uzytkowanych jest ponad trzydzieSci ras
owiec 1 innych grup genetycznych, takich jak linie hodowlane i mieszance plen-
ne. Zmiany zachodzace w skutek pracy hodowlanej stwarzajg niebezpieczenstwo
ograniczenia tej roznorodno$ci. Coraz wigkszego znaczenia nabieraja zatem bada-
nia struktury genetycznej tego gatunku sluzgce monitorowaniu zmian zachodza-
cych w populacjach. Wiele o$rodkéw naukowych na $wiecie wykorzystuje w tym
celu markery mikrosatelitarne, szczegolnie do szacowania zmiennosci genetycznej
rodzimych ras owiec, czgsto zagrozonych wyginigciem (Oliveira i in., 2003; Pai-
va i in., 2005; Bozzi in., 2009). Dziatania takie przewidziane sg rowniez w ramach
Swiatowego Planu dziatan na rzecz Zasobéw Genetycznych Zwierzat (Global Plan
of Action). W programie MoDAD (Measurement of Domestic Animal Diversity —
Analiza Réznorodnosci Biologicznej Zwierzat Gospodarskich) zaproponowano ze-
staw markerow przydatnych do badan struktury genetycznej zwierzat gospodarskich
(FAO, 2004). Na podstawie frekwencji alleli w loci mikrosatelitarnych szacuje si¢
zmienno$¢ genetyczna.

* Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej 1Z-PIB, Temat 1333.1.
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W badaniach przeprowadzonych w Instytucie Zootechniki PIB podjeto probe cha-
rakterystyki struktury genetycznej barwnej owcy gorskiej na podstawie sekwencji
mikrosatelitarnych DNA.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 96 maciorkach polskiej owcy gorskiej odmiany bar-
wnej. Zwierzgta pochodzity z dwoch najwiekszych stad biorgcych udziat w progra-
mie ochrony zasobow genetycznych, zlokalizowanych na terenie powiatu nowotar-
skiego.

Izolacj¢ DNA z krwi przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu do izolacji
genomowego DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit. Do analizy polimor-
fizmu sekwencji mikrosatelitarnych DNA wykorzystano 15 markeréw zalecanych
przez FAO do oceny biordéznorodnosci owiec (FAO, 2004): DYMSI, INRAOG3,
ILSTS28, OarAE129, OarFCB20, OarFCB226, OarFCB304, OarHH47, OarJMP29,
OarJMP58, OarVH72, MAF65, MAF214, MCM527, SRCRSPS.

Do kazdego markera mikrosatelitarnego dobrano sekwencje starterowe wyznako-
wane znacznikami fluorescencyjnymi typu ,,well red”. Sekwencje starterowe pozy-
skano z internetowej bazy danych (http://www.projects.roslin.ac.uk/sheepmap). Am-
plifikacje wyizolowanego DNA przeprowadzono w trzech reakcjach typu multiplex.
Pierwszy zestaw reakcyjny zawierat startery dla fragmentéw mikrosatelitarnych: Oa-
rJMP29, OarJMP58, OarFCB226, INRA063, OarVH?72; drugi: OarHH47, DYMSI,
SRCRSPS5, ILSTS28; trzeci: MAF65, OarFCB20, OarFCB304, OarAE129, MAF214,
MCM527. Reakcje dla pojedynczej probki DNA przeprowadzono w objetosci 10 pl.
Mieszanina reakcyjna zawierata: 100 ng DNA, 1,2 ul 25 mM MgCl,, 0,4 pl 10mM
dNTP, 1 ul buforu (10x%), 0,2-0,9 10mM primerdéw i 2 U polimerazy AmplitaqGold.
Amplifikacje¢ dla wybranych sekwencji mikrosatelitarnych przeprowadzono w naste-
pujacych warunkach: wstgpna denaturacja 95°C —10 min, 31 cykli: 94°C—-30s, 55°C —
30 s, 72°C — 1 min, wydluzanie: 72°C — 5 min. Produkty PCR poddano rozdziatowi
w sekwenatorze kapilarnym Beckman Coulter CEQ8000. Wielko$¢ analizowanych
fragmentéw mikrosatelitarnych okre§lono w parach zasad, a uzyskane dane stano-
wily podstawe do przeprowadzenia analiz statystycznych. Analizy przeprowadzono
przy pomocy programu komputerowego POPGENE 3.2 (www.ualberta.ca/~fyeh/).
Na podstawie czestosci alleli obliczono parametry zmiennos$ci genetycznej: heterozy-
gotyczno$¢ obserwowang (Ho) 1 oczekiwang (He), liczbe alleli obserwowanych (No)
i efektywnych (Ne) dla poszczegdlnych loci, indeks stopnia polimorfizmu (PIC) oraz
wspOtczynnik inbredu (F ).

Wyniki

U polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej zidentyfikowano 129 alleli w 15 loci.
Wszystkie badane sekwencje mikrosatelitarne byty polimorficzne. Najwiekszg liczba
alleli (12) o dlugosci od 126 do 154 pz charakteryzowat si¢ locus OarHH47, w kto-
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rym z najwyzsza frekwencja (0,297) wystgpowat allel o dtugosci 142 pz. Najmniejsza
liczbe alleli zidentyfikowano w locus SRCRSPS (tylko 4), gdzie z najwyzsza frekwen-
cja (0,495) wystepowat allel o dlugosci 156 pz (tab. 1). Heterozygotyczno$é obser-
wowana dla poszczegolnych loci przyjmowata wartosci od 0,4 do 0,9. Wartosci PIC
wahaty si¢ od 0,608 do 0,870 (tab. 2). Wspotczynnik inbredu F ( przyjmowat wartosci
od -0,1 (MAF 214) do 0,421 (OarAE129).

Tabela 1. Frekwencja alleli w badanych loci
Table 1. Allele frequencies at microsatellite loci
OarHH47 OarJMP29 DYMS1 OarJMP58 OarFCB20
Allel Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw.
Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. | Allele | Freq.

126 0,104 126 0,005 161 0,115 141 0,031 93 0,219
128 0,104 128 0,099 171 0,088 143 0,223 95 0,239
132 0,005 134 0,094 175 0,068 153 0,130 97 0,229
134 0,172 136 0,369 177 0,193 155 0,187 99 0,057
136 0,026 138 0,088 179 0,021 157 0,088 101 0,016
140 0,109 140 0,151 181 0,073 159 0,078 105 0,047
142 0,297 142 0,016 183 0,104 161 0,010 107 0,052
144 0,031 144 0,052 189 0,172 165 0,151 109 0,052
146 0,047 146 0,094 191 0,094 167 0,088 111 0,016
148 0,083 148 0,01 195 0,073 169 0,005 118 0,052
150 0,016 154 0,021

154 0,005

MCMS527 ILSTS28 INRA063 OarFCB226 MAF214

Allel Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw. Allel Frekw. | Allel |Frekw.
Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. | Allele | Freq.

162 0,031 131 0,042 159 0,297 121 0,297 186 0,015
164 0,104 151 0,031 161 0,115 137 0,255 192 0,349
166 0,156 153 0,215 163 0,021 141 0,047 194 0,338
168 0,182 159 0,135 165 0,281 145 0,146 228 0,062
170 0,115 161 0,042 167 0,083 149 0,068 234 0,068
172 0,088 165 0,223 171 0,109 153 0,021 238 0,021
174 0,083 167 0,271 173 0,052 157 0,078 264 0,125
178 0,117 169 0,031 175 0,016 159 0,052 268 0,021
180 0,068 173 0,005 177 0,026 165 0,360

182 0,057

OarVH72 OarFCB304 MAF65 OarAE129 SRCRSP5

Allel Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw.
Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. | Allele | Freq.
107 0,052 162 0,047 126 0,036 137 0,047 150 0,078

109 0,151 164 0,239 128 0,146 139 0,033 152 0,208
111 0,219 170 0,517 130 0,182 147 0,042 156 0,495
115 0,177 174 0,042 132 0,333 149 0,375 158 0,219

119 0,073 178 0,031 134 0,234 151 0,197
121 0,151 184 0,099 136 0,042

123 0,151 186 0,026 138 0,026

133 0,026
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Tabela 2. Obserwowana liczba alleli (No), efektywna liczba alleli (Ne), heterozygotycznosé
obserwowana (Ho) i oczekiwana (He), indeks stopnia polimorfizmu (PIC) i warto$¢ F ¢ dla badanych
loci 1 $rednia dla rasy
Table 2. Observed number of alleles (No), effective number of alleles (Ne), observed (Ho) and expected
heterozygosity (He), polymorphic information content (PIC), and F ¢ value at the loci and mean for

breed

Locus No Ne Ho He PIC Fy
DYMSI 10 8,13 0,906 0,882 0,865 —-0,033
INRAO063 9 4,91 0,479 0,801 0,770 0,398
ILSTS28 9 5,12 0,739 0,809 0,778 0,081
OarAE129 5 3,35 0,406 0,705 0,647 0,421
OarFCB20 10 5,73 0,635 0,829 0,807 0,230
OarFCB226 9 5,21 0,760 0,812 0,779 0,059
OarFCB304 7 2,95 0,656 0,665 0,621 0,008
OarHH47 12 6,15 0,865 0,842 0,821 —-0,032

OarJMP29 11 5,04 0,729 0,806 0,783 0,09
OarJMP58 10 6,65 0,760 0,854 0,832 0,105
OarVH72 8 6,39 0,750 0,848 0,824 0,111
MAF65 7 4,46 0,635 0,779 0,737 0,181
MAF214 8 3,82 0,812 0,742 0,698 -0,100
MCMS527 10 8,45 0,895 0,886 0,870 -0,016
SRCRSP5 4 2,92 0,615 0,661 0,608 0,066
8,6 5,28 0,709 0,795 0,763 0,108

Srednia liczba alleli obserwowanych dla rasy wynosita 8,6, a efektywnych 5,28.
Srednia heterozygotyczno$é obserwowana i oczekiwana osiagneta wysokie wartosci,
ktore wynosity odpowiednio Ho = 0,709 i He = 0,795. Wyliczony wspotczynnik in-
bredu wynosit 0,108.

Oméwienie wynikow

Trzynascie rodzimych ras owiec objeto w Polsce programem ochrony zasobow
genetycznych, poniewaz uznano je za zagrozone wyginigciem. Naleza do nich wspo-
mniana juz barwna owca gorska, korideil, owca kamieniecka, olkuska, pomorska, uh-
ruska, wielkopolska, zelaznieniska, $winiarka, wrzoséwka, merynos barwny, merynos
polski w starym typie i cakiel podhalanski.

Barwna owca gorska jest rodzima odmiang starej, prymitywnej i licznej grupy
rasowej cakiel, wystepujacej od wiekdw na terenie polskich Karpat. Ceniono jg szcze-
golnie ze wzgledu na kolorows, ciemng welne i skory, ktore wykorzystywano do
produkcji strojéw regionalnych i elementéw dekoracyjnych. Owce te sg doskonale
przystosowane do surowych warunkéw klimatycznych, odporne na choroby, maja
niewielkie wymagania paszowe i silnie rozwinigty instynkt stadny. Uzytkowane sa
w kierunku wehisto-mlecznym. Obecnie populacja barwnych owiec gorskich liczy
okoto 600 osobnikdw.
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Na podstawie analizy markerow mikrosatelitarnych podejmowano proby oceny
struktury genetycznej rodzimej rasy wrzosowki (Radko i in., 2006) i merynosa bar-
wnego (Rychlik i in., 2007). Wsrod 57 europejskich ras owiec, ktorych strukture ge-
netyczng analizowali Peter i in. (2007), znalazty si¢ takie polskie rodzime rasy jak
wrzosowka, owca kamieniecka, pomorska, zelazniefiska oraz polska owca gorska.
Badania te stanowig cze$¢ wigkszego projektu ECONOGENE (http://www.econoge-
ne.eu), finansowanego przez Uni¢ Europejska, ktorego celem bylo poglebienie istnie-
jacej wiedzy na temat bioréznorodnosci owiec i koz Europy i Srodkowego Wschodu,
przy pomocy technik biologii molekularnej, z uwzglednieniem socjo-ekonomicznych
warunkow w regionach ich wystepowania.

Zastosowane w badaniach wtasnych sekwencje mikrosatelitarne charakteryzowa-
ly si¢ wysokim polimorfizmem. Indeks stopnia polimorfizmu (PIC) dla wszystkich
loci przekraczat 0,76. Wskazuje to na przydatno$¢ zastosowanych markeréw w ba-
daniach struktury genetycznej owiec. Srednia liczba alleli dla barwnej owcy gorskiej
wynosita 8,6. Peter (2005) uzyskata dla polskiej owcy gorskiej podobng liczbg alleli
(8,42). Pozostate polskie lokalne rasy wymienione przez autorke charakteryzowaty
si¢ nizszymi wartosciami: No = 7,6 dla owcy pomorskiej i kamienieckiej, 6,84 dla
wrzosowki i1 6,16 dla owcy zelaznienskiej. W badaniach Rychlika i in. (2007) $rednia
liczba alleli dla najmniej licznej rasy rodzimej — barwnego merynosa, byla znacznie
wyzsza 1 wynosila 9,4. Liczba alleli w populacjach cakla wystepujacych na terenie
Rumunii (Ruda), Albanii (Ruda, Bardhoke), Turcji (Sakiz, Gokceada) i Serbii (Pra-
menka) wahata si¢ od 5,9 do 7,8, a u bulgarskiej rasy Martiza wyniosta 8,6 (Kusza
i in., 2008). Dalvit i in. (2008) badajac genetyczna strukture o$miu alpejskich ras
owiec zaobserwowali od 7,4 (Tiroler Bergschaf) do 9 alleli (Biellese). Pomimo wyso-
kiej liczby obserwowanych alleli u owcy barwnej, liczba efektywnych alleli byta duzo
nizsza w poszczeg6lnych loci. Niskg liczbe alleli efektywnych u merynosa barwnego
(Ne = 4,2) stwierdzit réwniez we wspomnianej juz pracy Rychlik i in. (2007).

W badaniach wlasnych uzyskano wysokie warto$ci heterozygotycznos$ci obserwo-
wanej (Ho) i oczekiwanej (He), z wyjatkiem loci OarAE129 1 INRA063, gdzie Ho nie
przekroczyta 0,5. Srednia heterozygotyczno$é obserwowana u barwnej owcy gorskiej
wynosita 0,71. Zblizong warto$¢ Ho dla polskiej owcy gorskiej (0,7) uzyskata Peter
(2005). Inne polskie rodzime rasy w badaniach tej autorki charakteryzowaly si¢ row-
niez stosunkowo wysokimi warto$ciami Ho: 0,65 dla owcy pomorskiej i zelaznien-
skiej oraz 0,75 dla kamienieckiej. Barwna owca gorska charakteryzowala si¢ wyzsza
heterozygotycznoscig niz wigkszos$¢ ras zaliczanych do grupy rasowej cakiel wystg-
pujacej na terenie Europy potudniowo-wschodniej. Heterozygotyczno$¢ obserwowa-
na dla r6znych odmian cakla zaobserwowana przez Kusza i in. (2008) byta znacznie
nizsza i wahata si¢ od 0,4 u owiec rasy Pramenka do 0,57 dla butgarskiej rasy Mar-
tiza. Wedhug Peter (2005) dla innych ras zaliczanych do grupy rasowej cakiel, Ho
wynosita 0,62 u greckiej owcy Skopelos do 0,75 u albanskiej rasy Ruda. Zblizone
warto$ci heterozygotyczno$ci obserwowanej i oczekiwanej wskazuja na rownowage
w populacji owcy barwne;j.

Uzyskane w pracy wyniki $wiadcza o duzej zmiennosSci genetycznej rodzimej
rasy. Do podobnych wnioskéw doszli Rychlik i Krawczyk (2009), ktorzy analizowali
polimorfizm markeroéw klasy I u polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej.
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Narastajace spokrewnienie osobnikoéw 1 wynikajacy stad inbred jest problemem
zardwno malych, zamknietych populacji, jak 1 wigkszych, poddanych intensywnej
selekcji. Wzrost inbredu jest przewaznie zjawiskiem niekorzystnym, moze powodo-
wacé spadek zywotnosci, zdrowotnos$ci 1 uzytkowosci. W hodowli owiec najczesciej
powoduje on obnizenie masy ciala i tempa wzrostu jagniat, ptodnosci i plenno$ci ma-
ciorek. Miarg stopnia zinbredowania populacji jest wspotczynnik inbredu (F o), ktory
okresla proporcj¢ heterozygotycznosci obserwowanej do oczekiwanej w populacji.
Wartoséci wspotczynnika inbredu stwierdzone dla wigkszosci europejskich ras owiec
wynosity od 0,07 do 0,2 (Peter, 2005; Dalvit i in., 2008). Znacznie wyzszy poziom
tego wskaznika dla kilkunastu populacji cygaja i cakla (F ; = 0,3) zaobserwowali Ku-
sza i in. (2008). Niskie prawdopodobiefistwo inbredu (wartosci F <0) dla ukrain-
skich i rosyjskich ras owiec zaobserwowali natomiast Ozerov i in. (2004). Wyliczony
w badaniach wtasnych wspotczynnik inbredu przyjmowat stosunkowo niskg wartosc.
Z powodu ograniczonej liczebno$ci populacji barwnej owcy gorskiej nalezy zwracaé
w pracy hodowlanej szczegdlng uwage na wiasciwy dobodr trykow, z zachowaniem
rotacji mi¢dzy stadami, tak aby nie dopusci¢ do wzrostu zinbredowania.

Uzyskane wyniki pokazaly stosunkowo duze zrdéznicowanie genetyczne badanej
populacji barwnej owcy gorskiej. Jednak ze wzgledu na zagrozenie, jakie niesie za
sobg wzrost inbredu, szczegolnie w niewielkich populacjach rodzimych ras owiec,
wskazane jest okresowe monitorowanie tych zmian przy uzyciu markeréw mikrosa-
telitarnych.
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Zatwierdzono do druku 19 IV 2011

ALDONA KAWECKA, KATARZYNA PIORKOWSKA
Characteristics of the genetic structure of Polish Coloured Mountain sheep
SUMMARY

This study attempted to characterize the genetic structure of Polish Coloured Mountain sheep based
on microsatellite DNA sequences. Analysis was made using 15 markers recommended by FAO for
evaluation of biodiversity in sheep: DYMSI1, INRA063, ILSTS28, OarAE129, OarFCB20, OarFCB226,
OarFCB304, OarHH47, OarJMP29, OarJMP58, OarVH72, MAF65, MAF214, MCM527, and SRCRSP5.
A total of 129 alleles at 15 loci were identified in Polish Coloured Mountain sheep. The mean number of
observed and effective alleles for the breed was 8.6 and 5.28, respectively. The mean observed and ex-
pected heterozygosity reached high values of 0.709 and 0.795, respectively. The coefficient of inbreeding
was 0.108. The results show relatively high genetic variation of the analysed population. Microsatellite
markers can be used as a tool to compare the level of variation in the native sheep breeds and to monitor
changes taking place in these small populations.

Key words: sheep, genetic structure, microsatellites
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POLIMORFIZM GENU KALPASTATYNY W POPULACJI OWIEC RASY
MERYNOS POLSKI*

Magdalena Szkudlarek-Kowalczyk, Ewa Wisniewska,
Stawomir Mroczkowski

Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy w Bydgoszczy,
Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat, ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Niektore badania wykazaly, ze polimorficzne warianty genu kalpastatyny sq powigzane
z cechami takimi, jak masa ciata jagnigt przy urodzeniu oraz tempo wzrostu do momentu od-
sadzenia, co jest bardzo wazne przy dominujgcym obecnie migsnym kierunku uzytkowania
owiec. Dlatego tez celem badan bylo okreslenie polimorfizmu w genie kalpastatyny (CAST)
w grupie 206 owiec rasy merynos polski, pochodzqcych z szesciu stad utrzymywanych na
terenie wojewodztwa kujawsko-pomorskiego. Polimorfizm w owczym genie kalpastatyny
zostal zidentyfikowany metodq PCR-RFLP wedfug metodyki Palmera i in. (1998). Zam-
plifikowany produkt o dlugosci 622 pz poddano trawieniu enzymami restrykcyjnymi Mspl
i Ncol. Czestosé allela M/Mspl wyniosta Srednio 84,5% i wahata sie w granicach od 74,7
do 100,0% w zaleznosci od stada, natomiast czestos¢ allela M/Ncol wyniosta srednio
99,5% w badanej grupie owiec (od 96,9 do 100,0% w poszczegolnych stadach,).

Kalpastatyna jest endogennym inhibitorem endogennych proteaz sakroplazma-
tycznych — kapalin. Uktad kalpainowy ztozony jest z kilku form izomerowych kapalin
zaleznych od stezenia jonéw wapnia oraz ich specyficznego inhibitora — kalpastatyny.
Kalpastatyna hamujac aktywno$¢ kapalin w istotny sposdéb wptywa na proces krusze-
nia migsa podczas jego dojrzewania (Kotczak, 2008). Badania przeprowadzone na
owcach wykazaty, ze istnieje powigzanie pomi¢dzy genotypami tego genu identyfi-
kowanymi metodg PCR-SSCP, a cechami takimi jak: masa ciata przy urodzeniu oraz
tempo wzrostu do momentu odsadzenia (Byun i in., 2008), a takze tempem wzrostu
w poszczegblnych okresach zycia jagniat (Nassiry i in., 2006). Wykazano takze zwia-
zek miedzy polimorfizmem genu CAST (identyfikowanym metoda PCR-RFLP),
a jakoscig migsa innych gatunkoéw zwierzat gospodarskich, m.in. bydta (Juszczuk-
-Kubiak i in., 2004) i $win (Kuryt i in., 2003). U $win stwierdzono, Ze najciensza
stoning w niektérych punktach pomiaru oraz najmniejszg zawartoscia stoniny w po-
ledwicy charakteryzowaty si¢ zwierzgta o genotypie DD w locus CAST/Mspl 1 EF
w locus CAST/Rsal. Z kolei zwierzgta o genotypach DD w locus CAST/Msp! i FF
w locus CAST/Rsal byty najlepsze pod wzgledem powierzchni ,,oka” poledwicy. Po-
dobng zaleznos¢ odnotowano dla masy migsa w pottuszy (Kuryt i in., 2003). Badania
przeprowadzone na bydle dowiodly natomiast, ze migso zwierzat o genotypie GC

*Praca naukowa wspoétfinansowana w ramach Projektu ,,Stypendia dla doktorantow 2008/2009 —
ZPORR” wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu Spotecznego oraz Bu-
dzetu Panstwa w ramach Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju Regionalnego.
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identyfikowanym przez enzym restrykcyjny Alul okazato si¢ najmniej warto$ciowe
pod wzgledem kulinarnym. Charakteryzowato si¢ ono wigkszym wyciekiem termicz-
nym niz stwierdzony w mig¢sie buhajow o genotypie CC i GG. Migso buhajow GC byto
ciemniejsze niz migso zwierzat o genotypie GG. Ogdlna zawarto§¢ barwnikéw hemo-
wych oznaczona metoda Hornsey’a byta najwyzsza w migsie buhajow o genotypie GC
1 r6znila si¢ od stwierdzonej w migsie zwierzat CC (Juszczuk-Kubiak i in., 2004).

W Polsce dotychczas podjeto badania majace na celu identyfikacje genotypow
genu CAST w nastepujacych rasach owiec: plenna owca olkuska, polska owca gor-
ska, suffolk, polska owca dlugowelnista oraz u mieszancéw (F1) merynos polski x
owca romanowska (Kaczor, 2006) 1 w populacji plenno-migsnych owiec linii synte-
tycznych BCP 1 SCP (Greguta-Kania i Gruszecki, 2007). Nie ma natomiast wiado-
mosci na temat frekwencji alleli genu kalpastatyny w populacji merynosa polskiego,
dominujacej rasy owiec w wojewodztwie kujawsko-pomorskim, jak tez jednej z naj-
liczniej reprezentowanych w Polsce. Rasa ta przeznaczona jest do uzytkowania za-
réwno wehistego, jak i migsnego. Jednak w obecnych realiach polskiego owczarstwa
bardziej interesujacy dla hodowcow, z ekonomicznego punktu widzenia, jest migsny
kierunek uzytkowania owiec merynosowych. Celem podjetych badan byto okreslenie
polimorfizmu genu kalpastatyny w grupie 206 owiec rasy merynos polski.

Material i metody

Badaniom poddano 206 owiec (12 trykow i 194 maciorki) rasy merynos polski po-
chodzacych z 6 stad utrzymywanych na terenie wojewddztwa kujawsko-pomorskiego
w standardowych warunkach srodowiskowo-zywieniowych. Materiat biologiczny sta-
nowita krew obwodowa pobrana z zyty jarzmowej do proboéwek zawierajacych antyko-
agulant K. EDTA. DNA wyizolowano zkrwi przy uzyciu zestawu odczynnikow Master
Pure DNA Purification Kit for Blood (Epicentre Biotechnologies) wedlug instrukcji
producenta. DNA powielono nastgpnie za pomocg techniki PCR wedlug metodyki
Palmera i in. (1998). Zamplifikowany produkt o dtugosci 622 pz poddano trawieniu
enzymami restrykcyjnymi: Mspl 1 Ncol (Fermentas). Trawienie tymi endonukle-
azami pozwolilo rozr6zni¢ allele M i N. Enzym Mspl rozpoznajac allel M ciat produkt
na fragmenty o dlugosci 336 pz i 286 pz, natomiast enzym Ncol wykrywajac allel N
powodowal powstanie produktow o dtugosci 374 pz i 248 pz (Palmer i in., 1998).

Rozdziat produktow trawienia przeprowadzonow 1,5% zelu agarozowym w buforze
I1XTBE przez 60 minut, pod napi¢gciem 120 V w obecno$ci markera wielkosci pUC19
DNA/Mspl (Fermentas). Wyliczono nastgpnie frekwencje alleli i genotypow genu
kalpastatyny (Mspl i Ncol) dla catej badanej grupy zwierzat oraz w obrgbie pici i po-
szczeg6lnych stad.

Wyniki

Przeprowadzona analiza molekularna wykazata obecnos¢ alleli M 1 N w locus
CAST/Mspl w czterech sposrod szesciu stad poddanych badaniom wilasnym, nato-
miast dwa z nich (stado I i III) okazaty si¢ by¢ homozygotyczne pod wzgledem allela
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M. Allel N identyfikowany przez restryktaze Ncol wykryto tylko w jednym stadzie
owiec merynosowych (nr IV), a jego $rednia czgstos$¢ dla calej grupy wyniosta tylko
0,5% (Tab. 1). Ponadto, tylko w dwoch stadach (V i VI) wykryto genotypy NN w /o-
cus CAST/Mspl. W zadnym z sze$ciu stad nie zidentyfikowano natomiast genotypow
NN w locus CAST/Ncol.

Tabela 1. Frekwencje (%) alleli genu kalpastatyny w zaleznosci od stada owiec merynosowych
Table 1. Frequencies (%) of calpastatin gene alleles according to the flock of Merino sheep

Flock Al Ml 04 Neol (%)

I M 100,0 100,0
N

11 M 90,0 100,0
N 10,0

I M 100,0 100,0
N

Y M 90,6 96,9
N 9.4 3,1

A M 74,7 100,0
N 253

VI M 84,0 100,0
N 16,0

Razem M 84,5 99,5

Total N 15,5 0,5

Tabela 2. Frekwencje (%) genotypdéw genu kalpastatyny w zaleznosci od stada owiec merynosowych
Table 2. Frequencies (%) of calpastatin genotypes according to the flock of Merino sheep

Flock Genctope Mspl (%) Neol (%)

I(n=12) MM 100,0 100,0
MN
NN

1T (n = 20) MM 80,0 100,0
MN 20,0
NN

III (n = 18) MM 100,0 100,0
MN
NN

IV (n=32) MM 81,0 93,7
MN 19,0 6,3
NN

V(n=77) MM 53,2 100,0
MN 429
NN 3,9

VI (n=47) MM 70,2 100,0
MN 27,7
NN 2,1

Razem MM 70,9 99,0

Total MN 27,2 1,0

(n =206) NN 1,9
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Tabela 3. Frekwencje (%) alleli genu kalpastatyny w zaleznosci od plci owiec merynosowych
Table 3. Frequencies (%) of calpastatin gene alleles according to the sex of Merino sheep

}::; :111:1(: Mspl (%) Neol (%)
Tryki M 87,5 91,7
Rams N 12,5 8,3
Maciorki M 84,3 100,0
Ewes N 15,7

Tabela 4. Frekwencje (%) genotypéw genu kalpastatyny w zaleznosci od plci owiec merynosowych
Table 4. Frequencies (%) of calpastatin genotypes according to the sex of Merino sheep

2*:)? g;‘;;y;’e Mspl (%) Neol (%)
Tryki MM 75,0 83,3
Rams MN 25,0 16,7
(n=12) NN
Maciorki MM 70,6 100,0
Ewes MN 27,3
(n = 194) NN 2’1

Genotyp MM/Mspl wystapit ze §rednig czestoscia 70,9%, a MN i NN w tym locus
z czgsto$cig odpowiednio 27,2% 1 1,9%. Frekwencja genotypow w locus CAST/Mspl
na poziomie zblizonym do $redniej catej populacji owiec objetej badaniami wlasnymi
wystapita tylko w stadzie VI. Co ciekawe, wszystkie allele wystapily w grupie try-
koéw, a w grupie maciorek nie stwierdzono obecnosci allela N/Ncol (Tab. 3).

Oméwienie wynikow

Badania przeprowadzone przez Kaczor (2006) na grupie mieszancOw merynos
polski x owca romanowska wykazatly wystepowanie genotypow MM, MN i NN
w locus CAST/Mspl z czgsto$cig zblizona, jak w badanej populacji zwierzat, ktora
wyniosta 68%, 27% i 5% odpowiednio dla genotypéw MM, MN i NN. Podobnie jak
w objetej badaniami wlasnymi populacji owiec merynosowych, frekwencje alleli M
i N w locus CAST/Mspl z czgstoscig 85% i 15% oraz genotypéow MM, MN i NN
z czestoscia odpowiednio 70,27%, 28,82% 1 0,9% wystapity w grupie 111 trykow
rasy Arabic utrzymywanych w Iranie (Mohhamadi i in., 2008). Ponadto, frekwencje
alleli 1 genotypow identyfikowane restryktaza Mspl zblizone do wykrytych w grupie
trykow poddanych badaniom wlasnym wystapity w grupie iranskich owiec rasy Kur-
di i wyniosty 88% i 12% odpowiednio dla alleli M i N, oraz 76% 1 24% dla genotypow
MM i MN (Nassiry i in., 2007).

Generalnie wickszy polimorfizm genu kalpastatyny w Jlocus CAST/Mspl oraz
CAST/Ncol obserwowano w stadach: V i VI. Powodem mniejszego zréznicowania
genotypow kalpastatyny w stadach: I, II, III i IV w poréwnaniu ze stadami V i VI
mogla by¢ ich mniejsza liczebno$¢. W konsekwencji, w stadach V w danym sezo-
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nie uzytkowano rozptodowo mniej trykéw (od 2 do 3), co prawdopodobnie mogto
wplyna¢ na zmniejszenie réoznorodnosci genotypow kalpastatyny.

Wyzsze od $rednich frekwencje alleli genu kalpastatyny dla owiec merynosowych
objetych badaniami wtasnymi zidentyfikowano w locus CAST/Mspl w populacji
95 owiec ras: tsigai, valachian, east fresian, lacaune oraz mieszancow tsigai i lacaune
utrzymywanych na terenie Stowacji. Allele M 1 N wystapity z czesto$cig odpowiednio
94% 1 6% (Gébor i in., 2009).

W odréznieniu od badafh wiasnych, w ktorych frekwencja allela N/Mspl byta ni-
ska 1 wahata si¢ od 0 do 25,3% w poszczegolnych stadach (srednio 15,5% dla calej
grupy), w badaniach przeprowadzonych przez Elyasi i in. (2009) na grupie 137 owiec
ras: Ghezel, Arkhamerino i ich mieszancow, czesto$¢ tego allela byta dos¢ wysoka
1 wynosita od 31% w grupie owiec rasy Ghezel do 52% w grupie owiec rasy Arkha-
merino, $rednio az 47% dla calej badanej grupy owiec (Elyasi i in., 2009).

W znanej literaturze nie odnotowano dotychczas informacji na temat frekwencji
alleli i genotypow w owczym genie kalpastatyny identyfikowanych przy uzyciu re-
stryktazy Ncol.

Polimorfizm w owczym genie CAST identyfikowano rowniez przy uzyciu metody
PCR-SSCP (Byun i in., 2008; Nassiry i in., 2006). W badaniach tych stwierdzono
obecnos¢ trzech alleli: A, B i C. Wykazano réowniez, ze ww. allele sg powigzane
z cechami takimi jak: masa ciala jagniat przy urodzeniu i tempo wzrostu do momentu
odsadzenia (Byun i in., 2008) oraz przyrosty dobowe w poszczegolnych okresach
zycia jagniat (Nassiry i in., 2006). Dlatego tez przypuszcza si¢, ze polimorfizm w ow-
czym genie kalpastatyny identyfikowany metoda PCR-RFLP moze istotnie wptywaé
na cechy migsne jagniat. Z tego wzgledu konieczne jest wykonanie badan na wigkszej
populacji zwierzat oraz przeprowadzenie oceny przyzyciowej i analizy poubojowe;j
jagniat celem stwierdzenia powigzan lub ich braku z polimorficznymi wariantami
wystepujacymi w genie kalpastatyny owiec.
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SEAWOMIR MROCZKOW SSKI

Polymorphisms of the calpastatin gene in Polish Merino sheep
SUMMARY

Some studies have shown that polymorphic variants of calpastatin gene are associated with character-
istics such as birth weight of lambs and growth rate until weaning. These characteristics are very important
considering the dominant meat-type breeding of sheep. Therefore, the aim of the study was to identify
polymorphisms in the calpastatin gene (CAST) in 206 Polish Merino sheep from six flocks maintained in
the Kujawsko-Pomorskie province. Polymorphism in the ovine calpastatin gene was identified using the
PCR-RFLP method in accordance with the method described by Palmer et al. (1998). Amplified product
of 622 bp was digested with restriction enzymes Mspl and Ncol. The frequency of M/Mspl allele averaged
84.5% and ranged from 74.7% to 100.0% depending on the flock, while the frequency of M/Ncol allele
averaged 99.5% in the tested group of sheep (from 96.9% to 100,0% in different flocks).

Key words: sheep, polymorphism, calpastatin, PCR-RFLP
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PARAMETRY PRODUKCYJNE I GENETYCZNE DWOCH RODOW KUR
RHODE ISLAND WHITE PODDAWANYCH PRACY HODOWLANEJ

Jolanta Calik

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dziat Ochrony Zasobow Genetycznych Zwierzat,
32-083 Balice k. Krakowa

Celem badan byto okreslenie ksztaltowania sie parametrow genetycznych i produkcyjnych
kur niesnych Rhode Island White (4-22 i A-88) w ciggu 8 pokolen, doskonalonych tq samg
metodg w ujednoliconych warunkach srodowiskowych. W wyniku realizacji programu
genetycznego doskonalenia w oparciu o system elektronicznego przetwarzania danych
NOVASEL, w rodach A-22 i A-88 odnotowano zwigkszenie liczby zniesionych jaj, obnize-
nie masy ciata, przy zachowaniu sredniej masy jaja wynoszqcej okoto 58 g. Stwierdzono
na ogot niskie i wyrazne ujemne trendy czasowe odziedziczalnosci niesnosci. Oszacowane
wskazniki h’ masy ciata, masy jaja i dojrzalosci plciowej przyjmowaty wysokie i Srednie
wartosci przy dodatnich trendach czasowych.

Doskonalenie genetyczne populacji zwierzat gospodarskich, w tym drobiu, ukie-
runkowane jest z reguly na maksymalizacje efektow ekonomicznych. Dlatego tez,
w selekcji drobiu nie§nego uwzglednia si¢ przede wszystkim cechy produkcyjne (Al-
bers i Van Sambeek, 2002; Flock, 2002; Wezyk i Jankowski, 2003). W Polsce jak
1 w wigkszosci krajow europejskich selekcja kur w stadach zarodowych opiera si¢
na indeksie selekcyjnym zaproponowanym przez Hazela (1943), systemie SELEKT
z pewnymi jego modyfikacjami (Wezyk, 1978) oraz NOVASEL (Bednarczyk 1 in.,
1997). Praca hodowlana prowadzona jest w miare stabilnych warunkach srodowisko-
wych, w populacji o strukturze hierarchicznej o stosunkowo duzej liczebnosci pod-
klas — grup pelnego rodzenstwa.

Z analizy krajowych stad zarodowych kur nie$nych wynika, ze dysponujemy in-
teresujacym pod wzgledem genetycznym i produkcyjnym materiatem hodowlanym
(Wencek, 2008). Posiadanie zroznicowanego materialu genetycznego zabezpiecza
hodowcow przed zaktoceniami towarzyszgcymi importowi materiatu hodowlanego,
a ponadto stwarza szerokie mozliwosci realizowania w kraju wtasnej mysli hodow-
lanej. Istnieje ciggta konieczno§¢ monitorowania wynikoéw pracy hodowlanej i oceny
warto$ci uzyskiwanych parametrow genetycznych rodow kur niesnych, w tym m. in.
Rhode Island White: A-22 i A-88. Do Polski rody te sprowadzono z Francji w poto-
wie lat 80-tych XX wieku. Ptaki umieszczono na fermie w Zaktadzie Selekcji Drobiu
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w Brodziszewie, a nastgpnie przeniesiono do Zarodowej Fermy Kur Niesnych
w Dusznikach nalezacej do Centralnego Osrodka Badawczo-Rozwojowego w Po-
znaniu z siedzibg w Zakrzewie (COBRD). Ptaki uznane zostaty jako rody zarodowe
w 1989 r. Rody te wykorzystywano w programie krzyzowania towarowego w celu
uzyskania zestawow rodzicielskich do produkcji komercyjnych mieszancoéw kur nie-
$nych, charakteryzujacych si¢ wysoka produkcyjnoscig w intensywnym chowie klat-
kowym i na $cidtce o handlowej nazwie ASTRA.

Celem badan bylo okreSlenie ksztaltowania si¢ parametréw genetycznych
i produkcyjnych kur nieSnych Rhode Island White dwoch rodow: A-22 i A-88 —
w ciggu 8 pokolen, doskonalonych ta samg metoda w ujednoliconych warunkach §ro-
dowiskowych.

Material i metody

Materiat badawczy stanowity zarodowe rody kur niesnych Rhode Island White
(A-22 1 A-88), poddane genetycznemu doskonaleniu w latach 2000/2001-2008/2009
(pokolenie 1-8) w Zarodowej Fermie Kur Niesnych w Dusznikach. W 18. tygodniu
zycia ptaki ww. rodow przeniesiono z wychowalni do kurnika zachowujac liczebnos¢
podang w tabeli 1. Kury utrzymywano w intensywnym systemie, w budynkach wypo-
sazonych w nowoczesne urzadzenia technologiczne. Zaréwno w okresie odchowu jak
i produkcji ptaki zywiono ad libitum standardowymi mieszankami petnoporcjowymi.
W czasie trwania do§wiadczenia nie wystgpity epidemie ani inwazje chorob.

Tabela 1. Liczebnos¢ kogutow-ojcow, kur-matek i kur-corek oraz ksztattowanie si¢ efektywnej liczeb-
nosci populacji (N ) oraz wspétczynnika inbredu (F_ %) w obrgbie rodow i pokolen
Table 1. Number of sires, mother and daughter hens, effective population size (N,) and coefficient of
inbreeding (F, %) within lines and generations

) Rod/Line A-22 Rod/Line A-88
Po(l}(;)lllzrjle liczba/number liczba/number
rations | 0jcow | matek corek N, F, ojcow | matek corek N, F,
sires | mothers | daughters sires | mothers | daughters

1 54 469 2126 193,69 026 45 406 2061 162,04 0,31
2 54 303 1389 183,33 0,27 45 317 1363 157,62 0,32
3 54 444 1577 192,58 026 50 381 1236 176,79 0,28
4 58 417 989 203,67 024 45 243 499 151,88 0,33
5 45 267 612 154,04 032 40 189 498 132,05 0,38
6 40 265 725 139,02 0,36 36 266 724 126,83 0,39
7 36 288 809 128,00 0,39 36 281 672 127,65 0,39
8 36 290 794 128,10 0,39 36 264 638 126,72 0,39
X 47 343 1128 150,8 0,31 42 293 961 145,13 0,35

Stosujac wzory Wrighta (1931) obliczono tzw. efektywng liczebnos¢ populacji
(N,), czyli tempo eliminacji genow w wyniku dziatania losowego dryftu genetyczne-
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go oraz wzrost homozygotycznosci stada (F ), ktory jest odwrotnie proporcjonalny do
efektywnej wielko$ci populacji wedlug wzorow:

4N XN,
N=—"—
e N, N,
gdzie:
N —liczba ojcow
N, - liczba matek
1
F=""oN

W kazdym rodzie indywidualng kontrola uzytkowosci objeto:
— masg ciata w 33. tygodniu zycia kur (g),

—mas¢ jaja w 30. tygodniu zycia kur (g),

— wiek osiggniecia dojrzatosci ptciowej (dni),

— liczbg zniesionych jaj do 39. tygodnia zycia kur (szt.).

Parametry produkcyjne i genetyczne scharakteryzowano ogélnie przyjetymi meto-
dami statystyki matematycznej i genetyki populacji. Stosujac w obliczeniach analize
wariancji dla kazdej cechy objetej selekcja oszacowano wspotczynniki odziedziczal-
nosci (h?). Oceng parametréw genetycznych przeprowadzono systemem NOVASEL.
Program ten obejmuje zbidr informacji o indywidualnej uzytkowosci ptakéw, szaco-
wanie parametréw genetycznych i ocene wartosci hodowlanej kur oraz ich selekcje
na podstawie rodzinowego indeksu selekcyjnego. Zrodtem informacji o genetycznej
warto$ci kury jest uzytkowos¢ wilasna pelnego- i poétrodzenstwa. Na podstawie war-
tosci oszacowanych indeksow selekcyjnych dokonuje si¢ wyboru osobnikéw na ro-
dzicow nastepnego pokolenia, wybierajac ze stada selekcyjnego osobniki o najwyz-
szym indeksie — lacznej wartosci hodowlanej. W zalezno$ci od zaktadanej warto$ci
oczekiwanego postepu hodowlanego mozna zmieniaé¢ nacisk selekcyjny na poszcze-
gblne cechy roznicujac tzw. ,,wagi ekonomiczne”.

W celu okreslenia ksztattowania si¢ reakcji poszczegdlnych rodéw na selekcje,
przy pomocy rdwnan regresji liniowej wyznaczone zostaly trendy czasowe. Dla kaz-
dej prostej regresji liniowej na poziomie istotnosci 0,05 wyznaczono granice ufnosci
oraz $redni btagd oszacowania (SE), ktory informuje w jakim stopniu poszczegodlne
obserwacje odbiegaja od prostej trendu (Statgraphics Plus 5.1).

Wyniki

Jak wynika z tabeli 1 $rednia liczebno$¢ w rodach A-88 i A-22 wynosita odpo-
wiednio 42 i 47 kogutéw-ojcow, 293 i 343 kury-matki oraz 961 i 1128 kur-cérek.
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Efektywna wielko$¢ ocenianych populacji zalezna od liczby samcow i samic wahata
si¢ od N_=145,13 (A-88) do N = 150,80 (A-22), co miato bezposredni wplyw na
niski poziom zinbredowania stad (F_= 0,31-0,35).

Tabela 2. Ksztaltowanie si¢ naciskow selekcyjnych (w), produkcyjno$ci oraz wspotczynnikow odziedzi-
czalno$ci (h?) w obrebie rodow i lat
Table 2. Trends in selection pressure (w), productivity and coefficients of heritability (h?) within lines
and years

Poko- Réd/Line A-22 Rod/Line A-88
Cechy lenie

Traits  Genera4 | x | SD | V% | hSD+SE | w | x | SD | V% | h’SD+SE
tions

Masa ciala 1 =020 1797 180 10,02 0,47+0,08 -0,20 1734 185 10,67 0,38+0,07

-MC 20001828 166 9,08 0,54+0,10 -0,10 1778 189 10,62 0,48+0,10
z‘gigyht 30,10 1802 213 11,82 0,34+0,08 0,00 1796 210 11,69 0,40+0,10
_BW 4 0,10 1798 183 10,18 0,55£0,13 -0,10 1786 199 11,14 0,41+0,22
(2 50,10 1640 196 11,95 0,39+0,14 0,00 1734 200 13,04 0,37+0,15

6 0001690 201 11,89 047+0,15 0,00 1739 163 9,37 0,4240,15

720,10 1658 154 93  0,64+0,16 -0,10 1697 168 9,90 0,38+0,13

8 0,10 1654 139 7,5 0,60£0,15 -0,10 1732 160 92 045+0,15
Masajaja 1 030 57,5 41 7,13 039+0,08 025 574 43 749 044+0,08
-MJ 2 030 584 4,1 7,02 04240,10 020 581 45 7,75 0,50%0,10
fvifi%ght 3020 590 42 7,2 051£0,10 020 593 43 725 0,37+0,09
CEW 4 020 587 44 750 051%0,10 0,10 602 43 7,14 0,40+0,16
(2 5020 568 41 722 029+0,12 020 568 42 7,53 0,57+0,19

6 030 581 38 654 0294008 025 575 41 7,13 041£0,14

7020 584 33 62 063£0,16 0,15 586 40 6,83 0,47+0,15

8 0,10 584 41 7,0 048014 025 580 42 7,20 043+0,14
Dojrzatos¢ 1 0,00 143,1 99 6,92 040+0,07 0,00 1412 86 6,09 0,30+0,07
plciowa 20,00 14,1 93 659 028+0,08 0,00 142,6 10,7 7,50 0,32+0,08
gerzal 3000 16,3 12,6 7.81 027+0,07 0,00 1537 154 10,02 0,44+0,10
maturity 40,00 1422 129 907 056+0,13 0,00 1347 122 9,06 0,45£0,17
~SM 5000 1353 89 658 039+0,14 0,00 1380 10,00 7,25 0,53+0,21
(dni/days) 6 0,00 1400 7.8 557 051+0,15 0,00 1390 92 6,62 0,49+0,15

7000 1356 7,7 57 028+0,10 0,00 1329 73 5,50 0,30+0,03

8 000 1382 85 627 038011 000 1334 89 6,67 037+0,11
Nie$nosé 1 050 1161 147 12,66 0224005 0,55 1183 14,0 11,83 0,27+0,03
do39.tye. 2 070 1186 12,4 1046 027+0,08 0,70 118,1 12,8 10,84 0,28+0,08
Eggpm_ 30,70 96,6 144 1491 023£0,06 0,80 1096 16,0 14,60 0,35+0,09
duction 4 0,70 120,6 155 12,85 031+0,11 0,80 126,8 154 12,15 0,25+0,12
t039weeks 5 0,70 120,0 157 13,08 035£0,09 0,80 119,0 15,9 13,36 0,26+0,13
-P 6 0,70 1180 10,5 890 0,20+0,09 0,75 121,0 12,90 10,66 0,34+0,13
(s74/eggs) 7 70 1274 124 970 0112006 075 127.9 127 990 0.23£0,09

8 080 1237 10,1 820 0,08£0,05 0,65 1252 10,5 8,40 0,10£0,10
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Rys. 1. Trendy czasowe cech produkcyjnych i wspdtczynnika odziedziczalno$ci (h?) w rodzie A-22

Fig. 1. Trends in productive traits and coefficients of heritability (h?) in line A-22
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Rys. 2. Trendy czasowe cech produkcyjnych i wspotezynnika odziedziczalnosci (h?) w rodzie A-88
Fig. 2. Trends in productive traits and coefficients of heritability (h?) in line A-88
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Informacje dotyczace wag ekonomicznych (w) i charakterystyki statystycznej pa-
rametréw produkcyjnych oraz wspotczynnikéw odziedziczalnoscei (h?) przedstawiono
w tabeli 2 oraz na Rysunkach 1-2. Z analizy danych wynika, ze we wszystkich oce-
nianych rodach najwigkszy nacisk selekcyjny (w) potozono na zwigkszenie nie$no-
$ci (w = 0,50-0,80) i $redniej masy jaja (w = 0,10-0,30) oraz obnizenia masy ciala
(w=-0,10--0,20). W rodzie A-22 $rednia masa ciata wahala si¢ od 1654 do 1828 g,
natomiast w rodzie A-88 od 1697 do 1796 g. Tendencji przyrostu i obnizania masy
ciala w rodach towarzyszylo niewielkie zwigkszanie i zmniejszanie ich §redniej masy
jaja. Najpozniej, bo w 161. (rod A-22) i w 154. dniu (r6d A-88) niesnos¢ rozpoczg-
ty kury w trzecim pokoleniu, a najwczesniej w 7-8 pokoleniu (A-22 = 135,6-138,2
dniu; A-88 = 132,9-133,4 dniu). Fluktuacje te mialty wyrazny wplyw na §rednig licz-
be zniesionych jaj, ktéra w obu rodach byta najwyzsza pod koniec okresu oceny, tj.
w 7—-8 pokoleniu i wynosita $rednio 126 jaj.

Z wyznaczonych prostych regresji (Rys. 1-2) wynika, Ze masa ciala wykazuje
ujemny trend czasowy przy btedzie oceny, ktory wahat sie od SE = 34,22 (A-22) do
SE = 38,29 (A-88). Odnotowano ustabilizowany trend masy jaja, ktéra wynosila oko-
to 58 g. Uwage zwraca szeroki rozrzut poszczegdlnych obserwacji (Srednich), przy
SE od 0,76 w rodzie A-22 do 1,18 w rodzie A-88. W ocenianych rodach odnotowano
uyjemny trend czasowy dojrzatosci ptciowej (SE = 5,73-7,89), co miato bezposredni
wplyw na nie$no$¢, ktéra w kolejnych latach/pokoleniach wykazywata dodatni trend
czasowy (SE = 5,11-8,54).

Klasyfikacje poziomu wspotczynnikéw odziedziczalnos$ci i korelacji przyjgto za
Wezykiem (1978) jako ,,niski”, gdy h? <0,30; ,,sredni”, przy h? = 0,31-0,59 oraz
»Wysoki”, gdy h?>0,6. Wspotczynniki odziedziczalno$ci masy ciata kur ksztattowa-
ly si¢ na niskim i $rednim poziomie, bez wyraznych tendencji czasowych w rodzie
A-881dodatnim trendzie w rodzie A-22. Podobne tendencje odnotowano w przypadku
odziedziczalno$ci masy jaja (h2A-22 =0,31-0,63 i h’A-88 =0,37-0,57). Oszacowane
btedy oceny zar6wno dla masy ciata jak i dla masy jaja byly niskie i zawieraty si¢
w przedziale od 0,04 do 0,09 io0d 0,07 do 0,12. Odziedziczalno$¢ dojrzatosci picio-
wej w rodach przyjmowata na ogo6t warto$ci $rednie przy braku wyraznych tendencji
czasowych. W odniesieniu do niesnosci wskazniki odziedziczalno$ci byly na ogoét
niskie (h? = 0,08-0,35) z wyrazna tendencja spadkowa. Jednocze$nie w odniesieniu
do tej cechy odnotowano najwezsze przedziaty ufnosci przy P<0,05 i bardzo niskie
btedy oceny (SE = 0,07-0,08).

Omowienie wynikéw

Podstawowym celem programoéw genetycznego doskonalenia kur niesnych jest
uzyskanie ptakow wczesnie dojrzewajacych, o szybkim tempie nie$nosci, pozadanej
1 wyréwnanej masie jaja oraz stosunkowo matej masie ciata (Szwaczkowski, 1995).
Z analizy danych wynika, ze w rodach A-22 i A-88 odnotowano korzystne zmia-
ny zardwno w poziomie parametrow genetycznych, jak i cech produkcyjnych. Ob-
liczone wspoétczynniki F_byly niskie, stad tez stopien homozygotycznosci nie miat
istotnego wplywu na ksztaltowanie si¢ produkcyjnosci oraz wielkosci oszacowanych
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parametrow genetycznych. W badaniach zaobserwowano pozgdane obnizenie masy
ciata kur, a tak wyrazna reakcje stad na selekcj¢ nalezy przypisa¢ stosunkowo wy-
sokiej odziedziczalnosci tej cechy. Jednoczesnie w obydwu ocenianych rodach nie
odnotowano ujemnych trendéw masy jaja, co ma istotne znaczenie, gdyz znana jest
z literatury dodatnia korelacja pomiedzy masg ciata kury a masg jaja (Calik, 2002;
Krawczyk, 2006). Ponadto, badania wlasne jak i publikacje Anang i in. (2000)
i Szwaczkowskiego i in. (2000) wskazuja, ze niesnos¢ jest silnie genetycznie, Srodo-
wiskowo i1 fenotypowo zwigzana z weczesnos$cig dojrzewania. Prowadzac zatem selek-
cje w kierunku zwickszenia niesnos$ci przyspieszamy réwniez dojrzatos¢ ptciowa kur.
Generalnie uwaza sie, ze im kura wczeéniej konczy rozwoj somatyczny, tzn. wczes-
niej osigga standardowg dla danego typu masg ciala, tym rowniez wczesniej wchodzi
w nie$no$¢. Na zalezno$¢ migedzy zwigkszeniem masy ciata kur nie$nych, a obniza-
niem si¢ ich nie$nosci i innymi komponentami zdolno$ci reprodukcyjnej wskazujg
Sewalem i in. (1998) i Singh i in. (2000). Ponadto autorzy wskazuja, Ze u zbyt inten-
sywnie przyrastajacych kurek typu niesnego moze doj$¢ do nadmiernego othuszcze-
nia, co moze ujemnie wptywac na funkcje jajnika. Jednoczesnie zbyt wczesne osiag-
niecie dojrzatosci ptciowej w duzym stopniu przyczynia si¢ do zwickszenia liczby jaj
bardzo matych oraz liczby jaj niezaplodnionych. Badania Masso i in. (1998) wska-
Zujg natomiast na nieoptacalnos¢ produkceji zbyt duzych jaj, uzyskiwanych zwtaszcza
pod koniec okresu niesno$ci. Ponadto, z jaj zbyt duzych pisklgta legna sie dluzej, stad
tez zaktady wylggowe jak 1 wiasciciele stad hodowlanych sg zainteresowani metoda-
mi umozliwiajagcymi zwigkszenie masy jaj w poczatkowym okresie nie$no$ci oraz
zmniejszenie jej u starszych niosek.

W ciagu 8 pokolen wskazniki odziedziczalno$ci masy ciata, masy jaja i dojrzatosci
plciowej nie wykazywaty istotnych zmian wskazujacych na ograniczenie zmiennos$ci
genetycznej. Kuhn i Arthur (1999) prowadzac badania w rodzie kur rasy Leghorn
wykazali, ze pomimo kontynuowanej przez 40 lat selekcji nie stwierdzili ograni-
czenia zmienno$ci genetycznej w odniesieniu do takich cech jak: masa ciata niosek,
masa jaja, dojrzatos¢ ptciowa osiggniecia ,,plateau” czyli wyczerpania zmiennoS$ci
genetycznej. W przypadku niesnosci obnizenie warto$ci wskaznikow h? potwierdza
ogolnie znany fakt, ze selekcja prowadzi do zmniejszenia zmienno$ci genetycznej.
Rownie niskie wartosci wskaznikow odziedziczalnosci niesnosci odnotowano w pra-
cy Szwaczkowskiego (1995), Anang (2000) i Calik (2009).

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze w wyniku realizacji programu genetycznego
doskonalenia rodow A-22 i A-88 w oparciu o system elektronicznego przetwarzania
danych NOVASEL stwierdzono zadowalajace wyniki hodowlane i produkcyijne, co
$wiadczy o poprawnej strategii doskonalenia populacji. W ciagu 8 pokolen odno-
towano zwigkszenie liczby zniesionych jaj, obnizenie masy ciala przy zachowaniu
sredniej masy jaja wynoszacej okoto 58 g. Stwierdzono na ogo6t niskie 1 wyrazne
ujemne trendy czasowe odziedziczalnosci niesnosci. Oszacowane wskazniki h?> masy
ciata, masy jaja i dojrzatosci ptciowej przyjmowaly wysokie i §rednie wartosci, przy
dodatnich trendach czasowych. Ponadto potwierdzono, ze zastosowany w reprodukcji
stad system kojarzen skutecznie chroni populacje przed wzrostem zinbredowania.
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Zatwierdzono do druku 19 IV 2011

JOLANTA CALIK

Production and genetic parameters of two lines of Rhode Island White hens subjected to selective
breeding

SUMMARY

The aim of the study was to determine genetic and production parameters of Rhode Island White lay-
ing hens (A22 and A88) over 8 generations, which were improved using the same method under uniform
environmental conditions. Implementation of the genetic improvement programme based on electronic
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data processing system NOVASEL in lines A-22 and A-88, resulted in an increased number of eggs laid
and lower body weight, while the average egg weight of about 58 g remained unchanged. The time trends
for heritability of egg production were generally low and clearly negative. The estimated h? values of body
weight, egg weight and sexual maturity were high and intermediate, with positive time trends.
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WPLYW SYSTEMOW DOJRZEWANIA IN VITRO OOCYTOW SWINI
NA ROZWOJ ZARODKOW UZYSKIWANYCH TECHNIKA
KLONOWANIA SOMATYCZNEGO*

Marcin Samiec, Maria Skrzyszowska

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dziat Biotechnologii Rozrodu Zwierzat,
32-083 Balice k. Krakowa
e-mail: msamiec@izoo.krakow.pl

Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie optymalnych metod mejotycznego doj-
rzewania in vitro (IVM) oocytow oraz strategii indukowalnej modyfikacji epigenomowej
zarowno oocytow-biorcow jgder, jak i komorek-dawcow jgder w procedurze klonowania
Swin. Enukleowane, dojrzate mejotycznie oocyty loszek lub loch byly rekonstruowane
z jgder komorkowych transformowanych epigenetycznie fibroblastow tkanki skorno-powlto-
kowej ptodow (grupa 1) lub dorostych osobnikow (grupa 1I). Transformacja epigenetyczna
hodowanych komorek fibroblastycznych przeprowadzana byta za posrednictwem tricho-
statyny A (TSA), ktora nalezy do rodziny niespecyficznych lub nieselektywnych blokerow
aktywnosci deacetylaz histonow. W zaleznosci od zastosowanego systemu IVM oocytow
oceniano potencjat rozwojowy zarodkow klonalnych w oparciu o odsetek morul i blasto-
cyst uzyskanych w warunkach hodowli in vitro. W grupach IA oraz 114 do pozaustrojowego
dojrzewania oocytow uzyto TSA. Z kolei w grupach IB oraz IIB procedura dojrzewania in
vitro oocytow obejmowata ich preinkubacje w pozywce uzupetnionej roskowityng (RSCV),
ktora jest specyficznym/selektywnym inhibitorem kinaz cyklino-zaleznych i odwracalnym
blokerem cyklu mejotycznego w stadium diktiotenu profazy 1. Natomiast w grupach IC oraz
1IC nie wykorzystano RSCV bqdz TSA w strategii IVM oocytow. W grupach 14 oraz 114 do
stadium moruli i blastocysty rozwinelo sie odpowiednio 45/68 (66,2%) i 27/68 (39,7%) oraz
36/69 (52,2%) i 20/69 (29,0%,) zrekonstruowanych zarodkow. W grupach IB oraz 1IB sta-
dium moruli i blastocysty osiggneto odpowiednio 26/60 (43,3%) i 17/60 (28,3%) oraz 20/62
(32,3%) i 9/62 (14,5%) zarodkow. Z kolei w grupach IC oraz IIC udzial morul i blastocyst
w populacji hodowanych in vitro zarodkow klonalnych utrzymywat si¢ na poziomie odpo-
wiednio 24/56 (42,9%) i 15/56 (26,8%) oraz 19/58 (32,8%) i 10/58 (17,2%). Podsumowu-
jgc, pozaustrojowe dojrzewanie oocytow swini z uzyciem TSA skutkowato znacznie wyzszymi
kompetencjami rozwojowymi i jakoSciq zarodkow klonalnych niz IVM oocytow poddawa-
nych preinkubacji w obecnosci RSCV oraz IVM oocytow bez wykorzystania RSCV lub TSA.

W procedurze klonowania somatycznego $win jedno ze zrodet biorcow egzo-
gennych jader komérkowych stanowia dojrzate in vivo (owulowane) oocyty. Sa one
pozyskiwane z jajowodow stymulowanych hormonalnie samic-dawczyn (Boquest
i in., 2002; Lee i in., 2003). Kolejnym zrédlem komorek-biorcow allogenicznego

*Praca finansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ze srodkéw na nauke w la-
tach 2009-2011 jako dziatalno$¢ statutowa w ramach tematu nr 3342.1.
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genomu jadrowego sa oocyty pozyskiwane poubojowo z jajnikéw loch lub loszek,
a wtedy osiagaja one dojrzato$¢ jadrowo-cytoplazmatyczna, a takze epigenomowa
w warunkach hodowli in vitro (Hyun i in., 2003; Hélker i in., 2005). Znamienng cecha
dojrzatych in vivo lub in vitro oocytow jest przejsciowe zatrzymanie si¢ cyklu komor-
kowego w stadium metafazy II (MII) podziatu mejotycznego.

Morfologiczna i biochemiczna kondycja zarodkéw klonalnych $wini, a w kon-
sekwencji ich zdolnosci rozwojowe w znacznym stopniu uwarunkowane sg wysoka
jakoscia oocytdw wykorzystanych w procedurze klonowania, charakteryzujaca si¢
peing synchronig dojrzato$ci mejotycznej (jadrowej), epigenomowej i cytoplazma-
tycznej. Warunkiem niezbednym do synchronizacji proceséw dojrzewania jadrowe-
g0, epigenomowego oraz cytoplazmatycznego w oocytach-biorcach jader komoérek
somatycznych, ktorych cykl mejotyczny ulega progresji ex vivo od momentu ich
poubojowego wyizolowania z pecherzykow jajnikowych loszek lub loch, jest za-
stosowanie kilkustopniowych metod hodowli in vitro oocytéw. Metody te obejmuja
dlugotrwaty (najczgsciej 22-godzinng) preinkubacje oocytow w pozywce hodowla-
nej z dodatkiem specyficznych zwiazkéw blokujacych odwracalnie aktywnos$¢ ki-
naz cyklino-zaleznych, ktorych przedstawicielem jest roskowityna (RSCV; Coy i in.,
2005; Schoevers i in., 2005). Roskowityna jako inhibitor nadrzednej kinazy biatkowej
p34°¢2, regulujacej przebieg cyklu mejotycznego, powoduje przejsciowe zatrzyma-
nie mejozy w stadium diktiotenu profazy I podziatu redukcyjnego, w celu wydtuze-
nia czasu niezbednego do uruchomienia molekularnych mechanizméw dojrzewania
cytoplazmatycznego i w konsekwencji do nabycia kompetencji mejotycznej przez
oocyty, czyli zdolno$ci do wznowienia i ukonczenia cyklu mejotycznego. Po okresie
preinkubacji oocytow w obecnosci roskowityny rozpoczyna si¢ proces wiasciwego
dojrzewania jadrowo-cytoplazmatycznego w warunkach dwustopniowej hodowli in
vitro ze zmiennym udzialem réznych zwiazkéw regulatorowych cyklu mejotycznego,
w tym m.in. liofilizowanych hormonéw gonadotropowych, egzogennych analogow
cyklicznych nukleotydow czy polipeptydowych czynnikow wzrostowych (Le Beux
iin., 2003; Coy i in., 2005; Kawakami i in., 2005).

Drugi kierunek optymalizacji warunkow pozaustrojowego dojrzewania mejotycz-
nego oocytdw-biorcow jader komérkowych dotyczy wykorzystania w hodowli in vi-
tro niedojrzatych oocytéw zwigzkow z grupy syntetycznych modulatoréw procesow
epigenetycznych modyfikacji kowalencyjnych DNA genomowego oraz biatek histo-
nowych rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej. Procesy te obejmuja od-
powiednio metylacj¢/demetylacje reszt cytozyny DNA oraz deacetylacj¢/acetylacje
reszt lizyny i/lub argininy histonéw H3 i H4 (Kishigami i in., 2006; Bui i in., 2007).
Do zwigzkow wywotujacych wyzej wspomniane transformacje epigenomowe nale-
73: 1. trichostatyna A, bgdaca niespecyficznym inhibitorem deacetylaz histonowych
(HDAC:s; ang. histone deacetylases) oraz 2. 5-aza-2’-deoksycytydyna, bedgca niese-
lektywnym inhibitorem metylotransferaz DNA (DNMTs; DNA methyltransferases).
Wykazano, ze wykorzystanie tych modulatoréw epigenetycznego przemodelowania/
przeprogramowania chromatyny jadrowej hodowanych in vitro oocytow moze mieé
korzystny wptyw na osiggnigcie przez nie stanu koordynacji miedzy mejotyczng doj-
rzato$cig epigenomowg a dojrzatoscig jadrowo-cytoplazmatyczng (Rybouchkin i in.,
2006; Yang i in., 2007 a).
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Osiagnigcie stanu dojrzalosci epigenomowej jest zwigzane z uzyskaniem przez
oocyt wiladciwego stopnia zaawansowania epigenetycznych modyfikacji kowalen-
cyjnych DNA genomowego (tj. metylacji/demetylacji reszt cytozyny) oraz biatek
histonowych rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej (tj. deacetylacji/ace-
tylacji reszt lizyny i argininy). Epigenetyczne przemodelowanie konfiguracji prze-
strzennej oraz przeprogramowanie aktywnos$ci transkrypcyjnej chromatyny jadrowe;j
dojrzalych mejotycznie oocytéw jest rowniez §cisle skoordynowane z zakonczeniem
procesow regulujacych zjawisko rodzicielskiego pigtna genomowego (matczynego
imprintingu gametycznego). Jedynie po wprowadzeniu do dojrzatego epigenetycz-
nie, enukleowanego oocytu-biorcy (ooplastu) w stadium MII cyklu mejotycznego,
silnie skondensowana chromatyna somatycznej komorki-dawcy jadra w stadium GO/
G1 cyklu mitotycznego, z wyraznymi symptomami represji nukleosomowej wielu
regionow DNA genomowego, prawidtowo reaguje na sygnaty biochemiczne ptynace
z jego Srodowiska cytoplazmatycznego. Sygnaty te obejmuja inhibicj¢ aktywnosci
enzymatycznej izoform 1o i 3a/b metylotransferaz DNA (DNMTs 1o i 3a/b) oraz
deacetylaz histondw rdzenia nukleosomowego H3 i H4 (HDAC:S), a takze wzrost ak-
tywnosci biokatalitycznej acetylaz biatek histonowych H3 i H4 (HATs; ang. histone
acetyltransferases/acetylases). Umozliwiajg one pelne przeprogramowanie pamie-
ci epigenetycznej egzogennego jadra komorkowego (Beaujean i in., 2004; Samiec
1 Skrzyszowska, 2005; Rybouchkin i in., 2006; Bui i in., 2007).

Stopien zaawansowania epigenetycznych modyfikacji DNA genomowego, a tak-
ze histonéw chromatyny jadrowej za posrednictwem endogennych metylotransferaz
DNA oraz deacetylaz histonow mozna modulowa¢ egzogennymi inhibitorami tych
enzymoOw podczas dojrzewania in vitro (IVM; ang. in vitro maturation) oocytow.
Ponadto, zastosowanie sztucznych modulatorow epigenomowo-uwarunkowanej eks-
presji genow, takich jak trichostatyna A (TSA) prowadzi — poprzez niespecyficzne/
nieselektywne blokowanie aktywnos$ci deacetylaz histonéw — do zahamowania repre-
sji transkrypcyjnej DNA genomowego hodowanych ex vivo oocytow, stanowigcych
zrodto komorek-biorcow jader w technologii klonowania somatycznego ssakow.

W niniejszej pracy optymalizowano warunki pozaustrojowego dojrzewania me-
jotycznego diktiotenowych oocytow loch lub loszek, w celu zwigkszenia stopnia
synchronizacji migdzy dojrzaloscia jadrowa, cytoplazmatyczna oraz epigenomowa
oocytow w stadium MII, stanowigcych zrédto biorcéw dla egzogennych jader ko-
moérkowych w procedurze klonowania somatycznego. Ponadto, celem tej pracy byto
opracowanie optymalnych metod egzogennej modulacji epigenetycznej zarowno ho-
dowanych in vitro oocytow-biorcow jader, jak i komorek-dawcoéw jader w klonowa-
niu $win.

Material i metody

Pozyskiwanie i dojrzewanie mejotyczne in vitro oocytow-biorcow egzogen-
nych jader komérkowych

Zrédtem oocytow byty jajniki loszek i loch uzyskiwane w lokalnej rzezni. Niedoj-
rzate oocyty §wini [w stadium pecherzyka zarodkowego (GV; ang. germinal vesicle),
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czyli diktiotenu profazy I podziatu mejotycznego] pozyskiwane byly metoda aspira-
cji z antralnych pecherzykow jajnikowych o $rednicy 2—6 mm. W do$wiadczeniach
testowane byly trzy systemy dojrzewania in vitro (IVM) diktiotenowych oocytow.
W kazdym systemie oocyty hodowane byly w grupach liczacych 50-60 sztuk,
w 500 uL zbuforowanej 25,07 mM L' NaHCO, pozywki NCSU-23 (ang. North Ca-
rolina State University-23) lub w 500 pL zbuforowanej 25 mM L' kwasu N-2-hy-
droksyetylopiperazyno-N’-2-etanosulfonowego (HEPES) i 26,18 mM L' NaHCO,
pozywki TCM 199 (ang. Tissue Culture Medium 199, Gibco BRL, Life Technologies
Inc., USA). Pozywka do IVM nawarstwiona byta lekkim olejem mineralnym (Sigma-
-Aldrich Chemical Co., USA). Hodowla oocytéw przeprowadzana byta w inkubato-
rze o $cisle okreSlonych warunkach termiczno-atmosferycznych (39°C, 5% CO, w
powietrzu, maksymalna wilgotno$¢ wzgledna).

System I (IVM-I), okreslany jako jednostopniowy, obejmowal 42—44-godzinng
inkubacj¢ oocytow w pozywce uzupetnionej 4 mg mL™' frakcji V albuminy suro-
wicy bydlecej (BSA-V; ang. bovine serum albumin — fraction V, Sigma-Aldrich),
0,1 IU mL™" ludzkiej gonadotropiny menopauzalnej (hMG; ang. human menopausal
gonadotropin, Sigma-Aldrich) lub mieszaning 10 IU mL! gonadotropiny kosmowko-
wej zrebnych klaczy (eCG/PMSG; ang. equine chorionic gonadotropin/pregnant mare
serum gonadotropin, Sigma-Aldrich) i 10 TU mL! ludzkiej gonadotropiny kosmow-
kowej (hCG; ang. human chorionic gonadotropin, Sigma-Aldrich). Ponadto, pozywka
hodowlana wzbogacona byta dodatkiem 10% plynu wyizolowanego z antralnych pe-
cherzykow jajnikowych $wini (pFF; ang. porcine follicular fluid), 0,6 mM L™ L-cy-
steiny (Sigma-Aldrich) oraz 10 ng mL™! rekombinowanego epidermalnego czynnika
wzrostowego czlowieka (thEGF; ang. recombinant human epidermal growth factor,
Sigma-Aldrich).

System II (preRSCV-IVM-II) okreslany byt jako sekwencyjny, dwustopniowy
z zastosowaniem roskowityny (RSCV), ktora jest przedstawicielem rodziny specy-
ficznych/selektywnych inhibitorow kinazy biatkowej p34°2, stanowiacej podjed-
nostke katalityczng czynnika dojrzewania mejotycznego (MPF; ang. maturation/
meiosis-promoting factor). W systemie tym, wyselekcjonowane do hodowli oocy-
ty poddawane byly 22-godzinnej preinkubacji w pozywce z dodatkiem 50 pM L'
enancjomeru (stereoizomeru optycznego) R roskowityny (R-RSCV, Sigma-Aldrich).
W kolejnym etapie, oocyty podlegaty wlasciwemu dojrzewaniu mejotycznemu po-
przez 42-44-godzinng inkubacj¢ w medium hodowlanym uzupelionym 4 mg mL™'
BSA-V, 0,1 IU mL™!' hMG lub mieszaning 10 IU mL~' eCG/PMSG i 10 IU mL"' hCG,
a takze 10% pFF, 0,6 mM L' L-cysteiny oraz 10 ng mL™' rhEGF.

System III (IVM-III/TSA) zdefiniowany byt jako sekwencyjny, dwustopnio-
wy z zastosowaniem trichostatyny A (TSA), ktéra nalezy do grupy syntetycznych
analogow endogennych inhibitoréw deacetylaz biatek histonowych chromatyny ja-
drowej (HDACSs). Ten niespecyficzny/nieselektywny inhibitor HDACs posrednio
hamuje takze procesy metylacji DNA jadrowego katalizowane przez DNMTs. W sy-
stemie IVM-III/TSA oocyty umieszczane byly w pozywce hodowlanej uzupetnionej
4 mg mL' BSA-V, 0,1 TU mL' hMG Ilub mieszaning 10 IU mL! eCG/PMSG
i 10 IU mL™" hCG, a takze 10% pFF, 0,6 mM L™ L-cysteiny oraz 10 ng mL! rhEGF.
Po okoto 20 godzinach oocyty byly przenoszone do tej samej pozywki, lecz dodat-
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kowo wzbogaconej 80 nM L' TSA (Sigma-Aldrich). W tych warunkach fizykoche-
micznych oocyty byly hodowane in vitro przez kolejne 2224 godziny, az do czasu
osiggniecia dojrzatosci jadrowej i cytoplazmatycznej.

Po hodowli we wszystkich trzech systemach IVM, dojrzate in vitro oocyty z wy-
raznie wyodrebnionymi ciatkami kierunkowymi I rzedu i jednolicie granulowang
cytoplazma, nie wykazujaca zmian degeneracyjnych (nekrotycznych lub apoptotycz-
nych), stanowity zrodto biorcow dla jader komoérek somatycznych.

Egzogenna (TSA-zalezna) modyfikacja epigenomowa hodowanych in vitro fi-
broblastycznych komérek-dawcow jader

Konfluentne linie klonalne fibroblastéw uktadu skérno-powlokowego ptodow lub
dorostych osobnikéw (loch lub knuréow) byly pasazowane (podwojenie populacji).
Uzyskane subpopulacje (szczepy) komorkowe byly wysiewane w naczynkach ho-
dowlanych wypemlionych podstawowa pozywka Eagle’a w modyfikacji Dulbecco
(DMEM/EMEM; ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Dulbecco’s Minimum
Essential Medium lub Eagle’s Minimum Essential Medium, Gibco Invitrogen Co.,
UK). Pozywka DMEM/EMEM wzbogacona byta dodatkiem 10% surowicy ptodow
bydlecych (FBS; ang. foetal bovine serum, Sigma-Aldrich), 5 ng mL™' rekombinowa-
nego zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow cziowieka (rh-bFGF; ang. recom-
binant human basic fibroblast growth factor, Sigma-Aldrich) i 2 mM L™ mieszaniny
aminokwaséw endogennych (NEAA; ang. non-essential amino acids, Sigma-Aldrich).
Ponadto, uzupelniona ona byta 2 mM L' L-glutaminy (Sigma-Aldrich), 0,36 mM L™
pirogronianu sodu (Sigma-Aldrich) oraz 1% mieszaniny antybiotykow i mykostaty-
kow (AAS; ang. antibiotic-antimycotic solution). W wyniku pokrycia gesta, pojedyn-
czg warstwa calej dostepnej powierzchni dna butelki hodowlanej, przylegajace Scisle
zaréwno do siebie, jak i do substratu komorki fibroblastyczne podlegaty inhibicji kon-
taktowej migracji i proliferacyjnego wzrostu przez 24—72 godziny. W tych warun-
kach cykl mitotyczny fibroblastow byt sztucznie synchronizowany w fazach G1/GO.
Przed wykorzystaniem jako zrédla dawcow jader w procedurze klonowania, linie
komorek fibroblastycznych, ktére poddawano zahamowaniu kontaktowemu podzia-
6w mitotycznych po osiagnigciu stanu petnej konfluencji, inkubowane byty przez
24 godziny w pozywce uzupetionej 50 nM L™ trichostatyny A (TSA). Do klono-
wania somatycznego uzyte byly transformowane epigenetycznie (za posrednictwem
TSA) komoérki pochodzace z wezesnych pasazy (2—6). Na potrzeby klonowania, po-
szczegolne subpopulacje komoérkowe fibroblastow byly intensywnie przemywane
Swieza pozywka pozbawiong modulatora epigenetycznego TSA, trypsynizowane
1 wirowane, w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komorek.

Technika klonowania somatycznego

Enukleacja mikrochirurgiczna oocytow wspomagana chemicznie

Uwolnione z komorek wzgodrka jajonosnego, dojrzale in vitro oocyty inkubowane
byly przez 1 godzing w pozbawionej jonéw Ca** pozywce TC-199/HEPES (Gibco
BRL). Ta ostatnia uzupetniona byta mieszaning 0,4 pg mL~' demekolcyny (DMCC,
Sigma-Aldrich) oraz 0,05 M L' sacharozy (Sigma-Aldrich). Nastepnie oocyty
z wyraznie widocznym w przestrzeni okotozottkowej stozkowatym uwypukleniem
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plazmolemmy (w poblizu I cialka kierunkowego) przenoszone bylty do pozywki
z dodatkiem 7,5 pg mL™ cytochalazyny B (CB, Sigma-Aldrich). Niewielki fragment
cytoplazmy oocytu (zawierajacy plytke metafazowa wrzeciona Il podzialu mejotycz-
nego) usuwany byt wraz z polocytem I rzgdu za pomocg pipety enukleacyjne;j.

Rekonstrukcja enukleowanych oocytow

Wyjadrzone oocyty $§wini rekonstruowane byly przy wykorzystaniu techniki fuz;ji
indukowanej impulsami pradu statego (elektrofuzji). Wyselekcjonowane, pojedyn-
cze komorki fibroblastyczne wprowadzane byty mikrochirurgicznie do przestrzeni
okotozoltkowe] wyjadrzonych oocytéw. Kompleksy ooplast-komorka somatyczna
umieszczane byly w komorze do elektroporacji wypetnionej roztworem izotonicz-
nego dielektryku, ktory stanowit 0,3 M D-mannitol (Sigma-Aldrich). Roztwér ten
uzupetniony byt 1,0 mM L' CaCl, (Sigma-Aldrich), 0,1 mM L' MgSO, (Sigma-
-Aldrich) i 0,2 mg mL™" wolnej od kwasow thuszczowych frakcji albuminy surowicy
bydlecej (FAF-BSA, Sigma-Aldrich). Fuzja kompleksow komérkowych indukowana
byla generowanymi bezposrednio po sobie 2 impulsami pradu statego o natgzeniu
pola elektrostatycznego 1,2 kV cm™ i czasie trwania 60 usek. kazdy.

Sztuczna aktywacja zrekonstruowanych oocytow

Do stymulacji programu rozwojowego zrekonstytuowanych oocytow zastosowa-
ny byt protokét jednoczesnej fuzji i aktywacji fizycznej. W systemie tym impulsy
elektryczne, indukujace fuzje komplekséw cytoplast-komorka somatyczna, stanowity
réwnoczesnie bodzce inicjujgce aktywacje rekonstruowanych oocytow. Elektropora-
cja bton cytoplazmatycznych hybryd klonalnych indukowana byta przy uzyciu dwoch
generowanych bezposrednio po sobie impulséw pradu statego o natezeniu pola elek-
trostatycznego 1,2 kV cm™ i czasie trwania 60 psek. kazdy. Zabieg przeprowadzany
byt w roztworze izotonicznego dielektryku o podwyzszonym do 1 mM L stezeniu
jonéw Ca?’,

Hodowla in vitro zarodkéw klonalnych

Sztucznie aktywowane cybrydy klonalne uzyskane w wyniku rekonstrukcji oocy-
tow z jader fibroblastow tkanki skoérno-powlokowej ptodow lub dorostych osobni-
kéw hodowane byty w 50-uL kroplach pozywki NCSU-23 z dodatkiem 0,4% BSA-V,
w temperaturze 39°C, w atmosferze 5% CO, i 100% H,O(g) w powietrzu. Po
3—4-dniowej inkubacji, zarodki przenoszone byly do pozywki uzupetnionej 10%
FBS. Zarodki hodowane byty przez 6—7 dni do osiggnigcia stadium moruli/blastocy-
sty. Po wybarwieniu fluorochromem Hoechst 33342 (bisbenzimidem, Sigma-Aldrich)
o stezeniu 5 pg mL™! pozywki NCSU-23 z dodatkiem 10% FBS, blastocysty klonalne
poddawane byly cytobiochemicznej ocenie jako$ci morfologicznej. Przeprowadzana
ona byla w oparciu o catkowitg liczbe komorek, tj. sumaryczng liczbg komoérek wezta
zarodkowego oraz komorek trofoblastycznych w zarodkach.

Analiza statystyczna
W celu poréwnania liczby dojrzalych mejotycznie oocytéw, liczby zarodkéw
klonalnych zaklasyfikowanych do hodowli in vitro w oparciu o ocen¢ zabiegu fuzji
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komplekséw ooplast-komorka somatyczna, liczby dzielacych sie zarodkow, liczby
zarodkow w stadium moruli oraz blastocysty miedzy réoznymi grupami hybryd ja-
drowo-ooplazmatycznych (cybryd klonalnych), zastosowano procedure analityczng
przy uzyciu testu niezalezno$ci zmiennych losowych (cech) y?. Grupy doswiadczal-
ne utworzono w zalezno$ci od badanego czynnika, ktory stanowita metoda dojrze-
wania ex vivo oocytow-biorcow jader z wykorzystaniem pozywek hodowlanych
o zréznicowanej suplementacji (tj. o zroznicowanym skltadzie jakosciowym).

Natomiast w celu poréwnania $redniej liczby komodrek w blastocystach miedzy
réznymi grupami cybryd klonalnych §wini, zastosowano jednoczynnikowg analize
wariancji (ANOVA) przy wykorzystaniu testu -Studenta dla grup niezaleznych, czyli
dla zmiennych niepowigzanych. Grupy eksperymentalne utworzono w zaleznos$ci od
badanego czynnika, czyli metody pozaustrojowego dojrzewania mejotycznego oocy-
tow w odmiennych warunkach mikrosrodowiska hodowlanego (réznice w skladzie
jako$ciowym pozywek wynikajace z odmiennych suplementow).

Wyniki

Wyniki dotyczace wptywu roznych warunkéw hodowli in vitro (system IVM-I —
bez uzycia roskowityny lub trichostatyny A, system preRSCV-IVM-II — z wykorzy-
staniem roskowityny oraz system IVM-III/TSA — z wykorzystaniem trichostatyny A)
na efektywnos¢ jadrowo-cytoplazmatycznego dojrzewania oocytow §wini — biorcoOw
jader komorek somatycznych w procedurze klonowania przedstawiono w tabeli 1.
Z kolei tabele 2 i1 3 przedstawiaja wyniki dotyczace potencjalu rozwojowego in vitro
1 jakosci klonalnych zarodkéw §wini zrekonstruowanych z jader dwoch typow epige-
netycznie modulowanych komorek fibroblastycznych (fibroblastow tkanki skérno-
powlokowej ptodéw lub dorostych osobnikow), w zalezno$ci od zastosowania trzech
systemow pozaustrojowego dojrzewania mejotycznego oocytow (IVM-1, preRSCV-
IVM-II oraz IVM-III/TSA).

Tabela 1. Efektywno$¢ dojrzewania mejotycznego oocytow swini w réznych warunkach hodowli in vitro
Table 1. Efficiency of meiotic maturation of pig oocytes under different in vitro culture conditions

System IVM Liczba (szt.) h(?dowanych Liczba (szt.) dojrzatych oocytéw-biorcow (%)
IVM system oocytow No. of mature oocytes (%)
No. of oocytes cultured ’
IVM-I 152 128/152
(84,2%) a
preRSCV-IVM-II 155 133/155
(85,8%) a
IVM-III/TSA 163 154/163
(94,5%) b

a, b — przy warto$ciach umieszczonych w obrgbie kolumn oznaczaja statystycznie istotne roznice migdzy grupami
doswiadczalnymi, z prawdopodobienstwem popetnienia btgdu losowego 0,01<P<0,05.

a, b — values within columns denote statistically significant differences between the experimental groups, with
a random error probability of 0.01<P<0.05.
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Oméwienie wynikow

Wyniki przeprowadzonych badan jednoznacznie wskazuja na poprawe wydajno-
$ci klonowania §win poprzez wzrost potencjatu rozwojowego in vitro zarodkow klo-
nalnych zrekonstruowanych z epigenomowo-dojrzatych oocytow o wysokiej jakosci
oraz z jader fibroblastow uktadu skorno-powtokowego ptodéw lub dorostych osobni-
kow, ktére poddane zostaty epigenetycznym modulacjom aktywnosci transkrypcyjnej
w warunkach hodowli ex vivo. Do hodowli ex vivo oocytdéw wykorzystano R-rosko-
wityne z grupy specyficznych inhibitorow kompetycyjnych kinaz cyklino-zaleznych
oraz trichostatyne A z grupy niespecyficznych inhibitorow izosterycznych deacetylaz
histonow rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej, w celu synchronizacji pro-
cesOw dojrzewania jadrowego, cytoplazmatycznego i epigenomowego. W pracy tej
przeprowadzono analiz¢ porownawczg trzech systemow [VM oocytdéw, stanowigcych
zrodto komorek-biorcow jader w procedurze klonowania. W zaleznos$ci od zastoso-
wania roznych strategii hodowli in vitro oocytow, obejmujacych odmienne warianty
suplementacji pozywek do dojrzewania, oceniano zaréwno efektywno$¢é systemow
IVM, ktoéra mierzono odsetkiem oocytow osiagajacych stan dojrzatosci jadrowo-cy-
toplazmatycznej w stadium MII, jak i przedimplantacyjne zdolno$ci rozwojowe oraz
jako$¢ morfologiczng zarodkéw klonalnych $wini.

W dostepnej literaturze z zakresu klonowania somatycznego $win stwierdzono brak
prac, w ktérych poréwnywany jest potencjal rozwojowy in vitro zarodkow zrekon-
struowanych z oocytow uzyskujacych dojrzatos¢ mejotyczng w warunkach inkubacji
w pozywkach hodowlanych o zréznicowanym sktadzie jakosciowym. Wedlug naszej
wiedzy, po raz pierwszy w badaniach nad klonowaniem $§win oraz innych gatunkoéw
ssakow wykorzystano trichostatyng A do sztucznej modyfikacji epigenetycznej ko-
morkowej pamigci o stopniu aktywnosci transkrypcyjnej genomu oocytow-biorcoOw
jader komorek somatycznych. Bezposrednia, ektopowa transformacja epigenetycz-
nych modyfikacji biatek histonowych chromatyny jadrowej (tj. poziomu acetylacji
reszt lizyny 1 argininy histonow H3 i H4 rdzenia nukleosomowego) oraz posrednia
transformacja modyfikacji kowalencyjnych DNA jadrowego (tj. poziomu metylacji
reszt cytozyny) doprowadzita prawdopodobnie do zmniejszenia stopnia asynchronii
miedzy dojrzatoscia epigenomowa a dojrzaloécia jadrowo-cytoplazmatyczng oocy-
tow-biorcow jader. Z kolei pelna lub maksymalnie zblizona do pelnej synchroniza-
cja procesOw dojrzewania epigenomowego oraz mejotycznego i cytoplazmatycznego
oocytow mogta przyczyni¢ si¢ do podwyzszenia przedimplantacyjnych kompetencji
rozwojowych oraz jako$ci zarodkéw klonalnych §wini wskutek zwigkszenia zdol-
no$ci do przeprogramowania ekspresji genow jader komoérek somatycznych po ich
transplantacji do epigenetycznie dojrzalej ooplazmy-biorcy. Stwierdzono bowiem, ze
efektywno$¢ dojrzewania in vitro oocytow $wini byla znacznie wyzsza w systemach
hodowli z zastosowaniem trichostatyny A niz w systemach hodowli z zastosowaniem
R-roskowityny lub w pozywce pozbawionej odwracalnych blokerow cyklu mejotycz-
nego lub niespecyficznych represoréw modyfikacji epigenetycznych biatek histono-
wych oraz DNA jadrowego (tab. 1). Ponadto, wyzszy potencjal rozwojowy i jakos¢
zarodkow klonalnych §wini odnotowano w wyniku zastosowania do dojrzewania in
vitro oocytow trichostatyny A niz w przypadku zastosowania roskowityny, a takze
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w przypadku niezastosowania jakiegokolwiek z wymienionych represorow mody-
fikacji epigenetycznych biatek histonowych i DNA jadrowego lub blokeréw cyklu
mejotycznego (tab. 2 i 3).

Jednakze, trichostatyna A zostala uzyta nie tylko do epigenetycznej transformacji
komérkowej pamigci oocytow $wini o profilu aktywnosci transkrypcyjnej DNA ge-
nomowego, lecz takze do sztucznej modulacji epigenomowo-uwarunkowanej ekspre-
sji gendw w hodowanych in vitro komorkach fibroblastycznych, stanowigcych zrédto
dawcow jader w zabiegach rekonstrukcji enukleowanych oocytéw metodg klonowania
somatycznego. Jednym ze sposobow odwrdcenia zaawansowanych zmian we wzor-
cu kowalencyjnych modyfikacji epigenetycznych jader hodowanych komorek soma-
tycznych, ktore obejmuja gwaltowng metylacje DNA lub spadek poziomu acetylacji
biatek histonowych, wydaje si¢ ich ekspozycja na dzialanie syntetycznych analogow
endogennych zwigzkow odwracalnie hamujacych aktywno$¢ enzymow DNMTs oraz
HDACs. Do pierwszej grupy sztucznych modyfikatoréw epigenetycznych nalezy
5-aza-2’-deoksycytydyna (5-aza-dC), a do drugiej — trichostatyna A (TSA) oraz buta-
nian/maslan sodu (NaBu) (Enright i in., 2005; Kishigami i in., 2006; Wee i in., 2007;
Yang i in., 2007 b). Wyniki badan witasnych, a takze badan innych autoréw (Enright
iin., 2003; Wee i in., 2007) sugeruja, ze zastosowanie trichostatyny A do egzogenne;j
modulacji epigenomowej hodowanych in vitro fibroblastycznych komoérek-dawcow
jader moze mie¢ pozytywny wplyw na zlozone procesy strukturalnego przemode-
lowania chromatyny jadrowej oraz epigenetycznego przeprogramowania DNA ge-
nomowego w przedimplantacyjnej fazie rozwoju zarodkow klonalnych. Scenariusz
prawidtowego i pelnego przeprogramowania profilu pamigci epigenetycznej jader so-
matogenicznych w komoérkach zarodkow klonalnych moze zosta¢ bowiem zrealizo-
wany jedynie przez zwickszenie czgstotliwosci pasywnej demetylacji reszt cytozyny
DNA oraz ostabienie nat¢Zzenia deacetylacji reszt lizyny i argininy histondw chroma-
tyny komoérek-dawcow jader, ktére uprzednio poddano egzogennym modyfikacjom
epigenomowym (Yang i in., 2007 a; Zhang i in., 2007; Shi i in., 2008). Pos$rednim
wskaznikiem wlasciwego przebiegu procesu epigenetycznego przeprogramowania ak-
tywnosci transkrypcyjnej jader komoérek somatycznych w zarodkach klonalnych jest
ich wysoki przedimplantacyjny potencjat rozwojowy. W eksperymentach wlasnych,
najwyzsza aktywnoS$cig podziatowa, a takze odsetkiem morul i blastocyst charaktery-
zowaly sie zarodki klonalne pochodzgce z modulowanych epigenetycznie, dojrzatych
in vitro oocytow, ktore zrekonstytuowane byly z jader komorek fibroblastycznych
poddanych takze transformacji epigenomowej. Niemniej jednak, kompetencje jader
komorkowych epigenetycznie transformowanych fibroblastéw tkanki skorno-po-
wiokowej ptodow do pokierowania rozwojem in vitro zarodkdw klonalnych $wini
do stadium moruli oraz blastocysty byly wyzsze niz kompetencje jader fibroblastow
tkanki skorno-powtokowej dorostych osobnikow, niezaleznie od zastosowanych do
dojrzewania ex vivo oocytow blokerow cyklu mejotycznego lub represoréw mody-
fikacji kowalencyjnych biatek histonowych oraz DNA jadrowego (tj., odpowiednio
deacetylacji oraz metylacji).

Zaréwno w badaniach wtlasnych, jak i w dos§wiadczeniach przeprowadzonych
przez Lee i in. (2003) zaobserwowano podobng zalezno$¢ miedzy fenotypem/ro-
dowodem komérek-dawcow jader wykorzystanych w procedurze klonowania so-
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matycznego $win a przedimplantacyjnymi zdolno$ciami rozwojowymi do stadium
blastocysty zarodkow klonalnych uzyskanych technika réwnoczesnej fuzji i akty-
wacji rekonstruowanych oocytéw. W obu przypadkach stwierdzono nizszy odsetek
blastocyst klonalnych rozwijajacych si¢ z zarodkow zrekonstytuowanych z dojrza-
tych in vitro enukleowanych oocytow oraz z jader komorek fibroblastycznych tkan-
ki skornej ucha dorostych osobnikéw w poréwnaniu do zarodkéw zrekonstruowa-
nych z jader fibroblastow ptodowych. W badaniach przeprowadzonych przez Lee
1 in. (2003) potencjal rozwojowy do stadium blastocysty zarodkéw klonalnych §wini
zrekonstytuowanych z jader gtodzonych fibroblastéw skornych niedojrzatych picio-
wo loszek byt dwukrotnie nizszy niz zarodkéw zrekonstytuowanych z jader glodzo-
nych fibroblastow ptodowych (ok. 8% vs. 16%). Podobna tendencja utrzymywata si¢
w eksperymentach wlasnych, a potencjal rozwojowy do stadium blastocysty wahat si¢
w granicach 15-29% oraz 27-40%, odpowiednio, w przypadku zarodkéw klonalnych
zrekonstruowanych z genomu jadrowego konfluentnych i transformowanych epige-
netycznie fibroblastow tkanki skérnej dojrzatych ptciowo loch lub knuréw oraz zarod-
koéw zrekonstruowanych z genomu jagdrowego ptodowych komorek fibroblastycznych
(tab. 2 i 3). Istotnie nizszy w porownaniu do badan wtasnych odsetek uzyskanych
w dos$wiadczeniach przeprowadzonych przez Lee i in. (2003) blastocyst rozwijaja-
cych si¢ z cybrydowych zygot klonalnych zrekonstruowanych z jader fibroblastow
skory dorostych osobnikéw lub fibroblastoéw ptodowych moze wynika¢ z faktu nieza-
stosowania TSA-zaleznej transformacji epigenetycznej hodowanych komorek-daw-
cow jader. Do znacznych réznic w potencjale rozwojowym zarodkow klonalnych
miedzy badaniami Lee i in. (2003) a eksperymentami wiasnymi mogto przyczynic si¢
takze wykorzystanie innej metody synchronizacji cyklu mitotycznego hodowanych
in vitro komorek-dawcow jader w fazach GO/G1 lub G1/GO (deprywacja troficzna
vs. inhibicja kontaktowa migracji i proliferacyjnego wzrostu komoérek w warunkach
peinej konfluencji). Kolejnym powodem nizszych niz w badaniach wlasnych kom-
petencji rozwojowych in vitro zarodkéw klonalnych mogg by¢ odmienne parametry
fizyko-techniczne impulséw elektrycznych uzytych do protokotu jednoczesnej fuzji
1 aktywacji rekonstytuowanych oocytow (1 x 200 V/mm x 50 psek. vs. 2 X 120 V/mm
x 60 psek.).

W przeciwienstwie do wynikow badan witasnych oraz badan Lee i in. (2003),
w eksperymentach przeprowadzonych przez Parka i in. (2002) nie stwierdzono istot-
nych réznic w zdolno$ciach rozwojowych in vitro do stadium blastocysty miedzy
zarodkami klonalnymi §wini zrekonstruowanymi z jader glodzonych fibroblastow
tkanki skornej ucha 4-dniowych prosiat a zarodkami zrekonstruowanymi z jader glo-
dzonych fibroblastow ptodowych (ok. 10,0% vs. 9,5%). Jednakze brak statystycznie
istotnych roznic w odsetku blastocyst rozwijajacych sie z obu typoéw zarodkow klo-
nalnych moze by¢ spowodowany inng niz zastosowana w badaniach wtasnych dtu-
goscia trwania impulsow pradu statego, ktére byly generowane w celu indukcji jedno-
czesnej fuzji i aktywacji rekonstytuowanych oocytow (2 x 1,2 kV/ecm X 30 psek. vs.
2 x 1,2 kV/ecm x 60 psek.). Inng tego przyczyna moga by¢ takze odnotowane migedzy
eksperymentami roéznice w wieku zwierzat, od ktérych pobrano bioptaty tkankowe
malzowiny usznej (osobniki w okresie neonatalnym rozwoju ontogenetycznego oraz
dojrzate ptciowo i/lub rozptodowo/somatycznie osobniki zenskie lub meskie).



Systemy dojrzewania in vitro oocytow a rozwaoj zarodkow klonalnych swini 57

Podsumowujac, w oparciu o uzyskane wyniki badan wtasnych stwierdzono istot-
ny wplyw zréznicowanej suplementacji pozywek do pozaustrojowego dojrzewania
oocytow $wini na zdolno$ci rozwojowe in vitro oraz morfologiczng jako$¢ klonal-
nych zarodkow zrekonstruowanych z jader transformowanych epigenetycznie ko-
morek fibroblastycznych. Ponadto, sugeruje si¢, ze wykorzystanie trichostatyny A
do modulacji komoérkowej pamieci epigenetycznej dojrzewajacych ex vivo oocytow
moze zwickszac czestotliwos$¢ synchronizacji oraz przyspiesza¢ tempo/kinetyke pro-
cesOwW dojrzewania epigenomowego oraz dojrzewania jadrowo-cytoplazmatycznego
hodowanych in vitro oocytow-biorcow jader komoérek somatycznych w procedurze
klonowania $win. Zarodki klonalne $wini, ktére rozwijaty si¢ z oocytéw dojrzewa-
jacych ex vivo w obecnosci trichostatyny A, wykazywaly stosunkowo wysoki przed-
implantacyjny potencjat rozwojowy. Niemniej jednak, niezbedne jest prowadzenie
dalszych, szczegotowych badan w tym zakresie w celu potwierdzenia, czy zastosowa-
ne systemy IVM oocytow §wini z uzyciem R-roskowityny lub trichostatyny A moga
doprowadzi¢ do uzyskania potomstwa klonalnego w wyniku transferu do samic-bior-
czyn zarodkoéw zrekonstruowanych z jader dwoch typow komorek fibroblastycznych,
poddanych epigenetycznym modyfikacjom w warunkach hodowli in vitro.
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Zatwierdzono do druku 21 VI 2011

MARCIN SAMIEC, MARIA SKRZYSZOWSKA

Effect of different systems for in vitro maturation of porcine oocytes on development of embryos
generated by somatic cell cloning

SUMMARY

The present study was conducted in order to develop both the optimal methods for ex vivo oocyte
meiotic maturation and the strategies of inducible epigenomic modification of nuclear recipient oocytes
as well as nuclear donor cells for the purposes of somatic cell cloning of pigs. Enucleated, meiotically-
matured gilt/sow oocytes were reconstituted with the cell nuclei of either foetal fibroblast cells (Group I)
or adult cutaneous fibroblast cells (Group II), which had been previously epigenetically-transformed by
trichostatin A (TSA). TSA is a member of the family that includes non-specific/non-selective blockers for
the activity of histone deacetylases. Depending on the systems of in vitro maturation (IVM), the capabili-
ties of cloned embryos to develop up to morula and blastocyst stages were examined on Days 6 to 7 under
in vitro culture circumstances, respectively. The IVM systems involved the treatment of oocytes with
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TSA (Groups IA and ITA). In turn, in Groups IB and IIB, the oocytes were pre-matured with roscovitine
(RSCV), which is a specific/selective inhibitor of cyclin-dependent kinases and thereby reversible blocker
of meiotic cell cycle at prophase I dictyotene stage. But, in Groups IC and IIC, immature oocytes were
cultured in the medium lacking RSCV or TSA. In Groups IA and IIA, the frequencies of nuclear-trans-
ferred embryos that developed to the morula and blastocyst stages were 45/68 (66.2%) and 27/68 (39.7%)
or 36/69 (52.2%) and 20/69 (29.0%), respectively. The morula and blastocyst formation rates yielded
26/60 (43.3%) and 17/60 (28.3%) or 20/62 (32.3%) and 9/62 (14.5%) in Groups IB or IIB, respectively.
In turn, in Groups IC and IIC, the proportions of nuclear-transferred embryos that reached the morula and
blastocyst stages were 24/56 (42.9%) and 15/56 (26.8%) or 19/58 (32.8%) and 10/58 (17.2%), respec-
tively. In conclusion, the in vitro maturation of porcine oocytes in the culture medium enriched with TSA
resulted both in the higher developmental competences and in the improved quality of cloned embryos
as compared to the IVM of oocytes that had been pre-incubated with RSCV and to that in the medium
depleted of RSCV and TSA.

Key words: pig, in vitro maturation, nuclear recipient oocyte, epigenomic maturity, epigenetic transforma-
tion/modulation, trichostatin A, roscovitine, cloned embryo
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EFEKTYWNOSC WYCHOWU CIELAT OTRZYMUJACYCH PASZE
WZBOGACONE W GLUTAMINE, GLUKOZE LUB MASLAN SODU*

Barbara Niwinska'!, Ewa Hanczakowska', Karol Wgglarzy?

Hnstytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dziat Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwo,
32-083 Balice k. Krakowa
2 7aktad Do$wiadczalny 1Z PIB Grodziec Slaski Sp. z 0.0., 43-386 Swictoszowka

Celem przeprowadzonych badan byta analiza wplywu wzbogacenia pasz dla cielgt w glu-
taming, glukoze lub maslan sodu na przyrosty masy ciata oraz zuzycie pasz i sktadnikow
pokarmowych na przyrosty masy ciata w okresach zZywienia paszami plynnymi (od 7. do
56. dnia zycia) i paszami stafymi (od 57. do 90. dnia zZycia). Utworzono 4 grupy zZywieniowe
(n = 6), w ktorych cieliczki rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej od 7. dnia Zycia otrzymy-
waly preparaty mekozastgpcze oraz mieszanki tresciwe: w grupie kontrolnej (K) podstawo-
we, w grupie GT z dodatkiem glutaminy (10 g - kg™ suchej masy, SM), w grupie GK glukozy
(10 g - kg™ SM), oraz w grupie MS maslanu sodu (3 g - kg™ SM). Wartos¢ pokarmowa pasz
oraz program zywieniowy byly zgodne z normami (IZ PIB-INRA, 2009). Cieliczki zywione
paszami z dodatkiem maslanu sodu uzyskaly wyzsze dzienne przyrosty masy ciala zarowno
wokresieod 7. do 56. dnia Zycia (P<0,05), jak i w calym okresie badan (tendencja statystycz-
na, P<0,1) w porownaniu do tych zwierzqt, ktore otrzymywaly pasze z dodatkiem glutaminy
lub glukozy. W okresie od 7. do 56. dnia zycia cieleta z grupy MS w porownaniu do cielgt
z grupy GK zuzywaly mniej (tendencja statystyczna) mieszanki tresciwej i energii, a takze
suchej masy pasz (P<0,05) na 1 kg przyrostu masy ciata. Dodatek glutaminy lub glukozy,
stosowany w ilosci 10 g - kg™ SM dawki, nie wplyngl na wskazniki wychowu cielgt (P>0,1).
Wyniki badan wykazaly, Ze wprowadzenie maslanu sodu do pasz poprawito przyrosty masy
ciata oraz wykorzystanie pasz i sktadnikéw pokarmowych na przyrost masy ciala cielgt,
a wplyw ten byl statystycznie istotny w okresie wychowu od 7. do 56. dnia zycia.

Budowa i funkcjonowanie przewodu pokarmowego maja podstawowy wptyw na
prawidtowy wzrost i rozw6j zwierzat. Pomimo Ze przewod pokarmowy stanowi oko-
to 10% masy ciata przezuwacza, jego potrzeby energetyczne si¢gaja 40% zapotrze-
bowania catego organizmu na adenozynotrifosforan, a rownocze$nie w jego tkankach
przebiega okoto 26% przemian biatkowych (Gill i in., 1989; McBride i Kelly, 1990).
Tak wysokie potrzeby biatkowo-energetyczne wskazuja na konieczno$¢ poszukiwa-
nia sktadnikéw, ktore dodawane do pasz, wptywajac korzystnie na aktywnos$¢ metabo-

*Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Projekt nr N N311
034134.
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liczng przewodu pokarmowego, wspomagaja takze jego funkcje trawienne i chtonne.
W wychowie cielat szczegodlnie wazna jest stymulacja rozwoju przewodu pokarmowe-
go w okresie zywienia paszami ptynnymi, kiedy ich system trawienny podlega proce-
sowi przystosowania do trawienia pasz statych. Wyniki badan Drackleya i in. (2006)
wykazaty, ze oczekiwania te spetnia glutamina. Autorzy, analizujac wpltyw wzboga-
cenia paszy podawanej cielgtom w glutaming, uzyskali poprawe wskaznikéw morfo-
logicznych jelita cienkiego, potwierdzajaca wzrost powierzchni chtonnej tego organu.
Podobny efekt wykazuje dodatek kwasu mastowego. Gorka i in. (2009) stwierdzili
zwigkszenie masy i powierzchni chtonnej rozwijajgcego si¢ zwacza u cielat, ktorym
w pierwszych 4 tygodniach Zycia podawano pasze z dodatkiem kwasu mastowego
(w postaci soli sodowej). Korzystny wptyw na funkcjonowanie przewodu pokar-
mowego moze spetnia¢ rowniez dodatek glukozy. Wyniki badah Aschenbacha i in.
(2000 a, b) wykazaty, ze zar6wno $ciang zwacza, jak i jelito cienkie charakteryzuje
intensywne pobieranie tego sktadnika z tresci pokarmowej. Autorzy wykazali tak-
ze, ze glukoza zawarta w tresci pokarmowej przewodu pokarmowego stanowi tatwo
dostepne Zrodto energii i jest wykorzystywana dla wlasnego metabolizmu tych orga-
néw. Wydaje si¢, ze wzbogacenie pasz w glukoze pozwoli na lepsze pokrycie potrzeb
energetycznych rozwijajacego si¢ przewodu pokarmowego cielat.

Wyniki cytowanych badan wskazuja, ze glutamina, glukoza oraz kwas mastowy,
stanowigc substraty metabolizmu przewodu pokarmowego, wprowadzone do pasz
poprawiajg funkcjonowanie przewodu pokarmowego. W przedstawionych badaniach
przyjeto hipotezg, ze wzbogacenie pasz w wyzej wymienione substancje poprawia
takze przyrosty masy ciala oraz zuzycie pasz i sktadnikow pokarmowych na uzyskane
przyrosty. W celu weryfikacji hipotezy przeprowadzono badania poréwnujace uzy-
skiwane wskazniki efektywnosci wychowu cielat otrzymujacych pasze bez dodatkoéw
lub pasze z dodatkiem glutaminy, glukozy lub soli sodowej kwasu mastowego.

Material i metody

Doswiadczenie przeprowadzono w Zakladzie Doswiadczalnym Instytutu Zoo-
techniki Panstwowego Instytutu Badawczego Grodziec Slaski Sp. z 0.0. w roku 2010.
Badania realizowano z udzialem 24 cieliczek rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, w
okresie wychowu od 7. do 90. dnia Zycia.

Czynnikiem doswiadczalnym byt rodzaj dodatku wprowadzonego do preparatow
mlekozastepczych 1 mieszanek tresciwych podawanych zwierzetom doswiadczal-
nym. Do pasz wprowadzono: L-glutaming (Shanghai Brightol International Co., Ltd.,
Chiny), glukoze krystaliczng (Cargill Sp. z 0.0., Polska) lub kwas mastowy w postaci
maslanu sodu (Norel S.A., Madryt, Hiszpania). Cieliczki w 7. (£1,1) dniu zycia przy-
dzielano réwnolegle, wedtug termindéw urodzen, do 4 grup zywieniowych (n = 6),
w ktorych otrzymywaly izobiatkowe i izoenergetyczne pasze: w grupie kontrolnej (K)
podstawowe pasze, w grupie GT w sktad pasz wprowadzono glutaming, w grupie GK
glukozg, natomiast w grupie MS maslan sodu. Sktad komponentowy pasz doswiad-
czalnych przedstawiono w tabeli 1.



Glutamina, glukoza lub maslan sodu w paszach dla cielgt 63

Tabela 1. Sktad komponentowy pasz doswiadczalnych, (g - kg! suchej masy)
Table 1. Composition of experimental feeds (g - kg! dry matter)

Wyszczeg6lnienie

K GT GK MS
Item

Preparaty mlekozastgpcze
Milk replacers

podstawowy preparat mlekozastepczy 1000 990 990 997
basic milk replacer
glutamina 10
glutamine
glukoza 10
glucose
maslan sodu 3
sodium butyrate

Mieszanki tresciwe

Concentrates
gniecione ziarno jgczmienia 499 499 499 499
crushed barley grain
gniecione ziarno pszenicy 249 249 239 246
crushed wheat grain
poekstrakcyjna $ruta sojowa 169 159 169 169
soybean meal
otrgby pszenne 60 60 60 60
wheat bran
glutamina 11
glutamine
glukoza 11
glucose
maslan sodu 3
sodium butyrate

mieszanka mineralno-witaminowa' 23 22 22 23
mineral and vitamin mixture

! Mieszanka mineralno-witaminowa zawierata (g - kg™'): Ca, 165; P, 90; Mg, 36,2; Na, 72,5; Fe, 2,24; Se, 0,011; Zn,
2,95; Cu, 1,31; Co, 0,08; Mn, 3,0; I, 0,09; biotyne, 0,0015; witaming E, 0,20 oraz witaming A, 11250 UL

"Mineral and vitamin mixture contained (g - kg™'): Ca, 165; P, 90; Mg, 36.2; Na, 72.5; Fe, 2.24; Se, 0.011; Zn, 2.95;
Cu, 1.31; Co, 0.08; Mn, 3.0; I, 0.09; biotin, 0.0015; vitamin E, 0.20 and vitamin A, 11250 IU.

Zywienie i utrzymanie zwierzat

Ilosci podawanych preparatow mlekozastepczych oraz warto$¢ pokarmowa pasz
byly zgodne z zaleceniami zawartymi w opracowaniu ,,Normy zywienia bydfa, owiec
1 k6z. Warto$¢ pokarmowa francuskich i krajowych pasz dla przezuwaczy” (IZ PIB-
INRA, 2009). Zwierzgta zywiono indywidualnie, a ilo$¢ pobieranych pasz byta kon-
trolowana codziennie poprzez wazenie podawanych pasz oraz niedojadow.

Do 28. dnia zycia cieleta otrzymywaly preparat mlekozastepczy-1 zawierajacy
glownie komponenty mleczne, a nastepnie preparat mlekozastgpczy-2 zawierajacy
komponenty roslinne. Preparaty te zostaty wyprodukowane przez firm¢ Blattin Pol-
ska Sp. z 0.0. z siedzibg w Ozimku (Polska). Cieliczki doswiadczalne od 7. do 56.
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dnia zycia otrzymywaty ograniczone ilosci pdjta sporzadzonego z preparatu mleko-
zastepczego, wynoszace: od 7. do 42. dnia zycia — 8 kg, od 43. do 49. dnia Zycia —
6 kg oraz od 50. do 56. dnia zycia — 3 kg dziennie. Pdjto byto wodnym roztworem
preparatu mlekozastepczego w stosunku wagowym 7:1 (woda : preparat mlekozastep-
czy w proszku). Cielgta karmiono pasza ptynng dwukrotnie w ciggu dnia (o godzinie
8% oraz 13%).

Mieszanke tresciwg cieliczki pobieraty do woli przez caty okres trwania do§wiad-
czenia. Mieszanki do§wiadczalne wykonano z pasz wlasnych Zakltadu Doswiadczal-
nego realizujacego badania. Sktad chemiczny oraz warto$¢ pokarmowa pasz doswiad-
czalnych przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Sktad chemiczny i warto$¢ pokarmowa pasz doswiadczalnych (n = 3)!
Table 2. Chemical composition and nutritive value of experimental feeds (n = 3)!

Pasze
Feeds
K GT GK MS
1 2 3 4 5
Preparat mlekozastepczy-1 — Milk replacer-1
Sktad chemiczny
Chemical composition
Sucha masa (g - kg™') 969 970 971 974
Dry matter (g - kg')
g kg!'SM biatko ogolne 176 206 167 167
g kg' DM crude protein
thiszcz surowy 143 139 151 145
crude fat
popiot surowy 72 68 66 68
crude ash
wiokno surowe 2 2 2 2
crude fibre
Warto$¢ pokarmowa
Nutritive value
g -kg' SM BTJ? 168 197 160 160
g kg' DM PDI?
kg!' SM IPM? 1,5 1,5 1,5 1,5
kg DM UFL?
Preparat mlekozastepczy-2 — Milk replacer-1
Sktad chemiczny
Chemical composition
Sucha masa (g - kg™') 944 944 941 940
Dry matter (g - kg™)
g kg!'SM biatko ogolne 179 193 176 172
g kg' DM crude protein
thuszez surowy 135 151 136 142
crude fat
popidt surowy 84 87 89 87
crude ash
wlokno surowe 19 19 19 19

crude fibre
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cd. tabeli 2 — table 2 contd.

1 2 3 4 5
Warto$¢ pokarmowa
Nutritive value
g -kg'SM BTJ 164 159 162 159
g - kg' DM PDI
kg'l SM JPM 1,5 1,5 1,5 1,5
kg DM UFL
Mieszanka tre§ciwa — Concentrate mixture
Sktad chemiczny
Chemical composition
Sucha masa (g - kg™') 871 872 872 871
Dry matter (g - kg™)
g-kg' SM biatko ogolne 189 194 188 189
g - kg!' DM crude protein
thuszez surowy 15 15 15 15
crude fat
popiot surowy 51 50 51 52
crude ash
NDF 186 185 184 185
ADF 63 63 63 63
ADL 13 13 13 13
Wartos¢ pokarmowa
Nutritive value
g kg' SM BTJP 58 57 58 58
g-kg' DM PDIA
BTIN 130 132 129 130
PDIN
BTIE 127 126 127 127
PDIE
kg' SM JPM 1,1 1,1 1,1 1,1
kg!' DM UFL

! Liczba wykonanych analiz.
Number of analyses.
2 Biatko trawione w jelicie cienkim (wg IZ PIB-INRA, 2009), biatko strawne w preparatach mlekozastgpczych =
BTJ.
Protein digested in the small intestine (acc. to IZ PIB-INRA, 2009), digestible protein in milk replacer formula-
tions = PDL
3 Jednostka paszowa produkcji mleka (wg IZ PIB-INRA, 2009).
Feed unit for milk production (acc. to IZ PIB-INRA, 2009).

W czasie trwania do§wiadczenia zwierzeta przebywaty w indywidualnych bud-
kach dla cielat, wyscielanych stomg oraz wyposazonych w poidta automatyczne.

Oceniane wskazniki

W trakcie realizacji do§wiadczenia kontrolowano mas¢ ciata: na poczatku badan
(7. dzien zycia), po zakonczeniu okresu podawania pasz ptynnych (56. dzien zycia)
oraz na koniec doswiadczenia (90. dzien zycia). Pomiar masy ciala stanowil $rednig
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z pomiaréw przeprowadzanych przez kolejne dwa dni, zawsze rano, przed zadaniem
pasz. W okresach od 7. do 56. dnia zycia, od 57. do 90. oraz od 7. do 90. dnia Zycia
cielat okre$lono dzienne przyrosty masy ciala, dzienne pobranie i zuzycie na 1 kg
przyrostu masy ciata pasz i sktadnikéw pokarmowych.

Analizy chemiczne

Podstawowa analiz¢ chemiczng pasz wykonano metodami standardowymi, zawar-
to$¢ widkna detergentowego neutralnego (NDF) oraz kwasnego (ADF), a takze lig-
nin (ADL) oznaczono wedlug metod przedstawionych przez Van Soesta i in. (1991)
w Centralnym Laboratorium 1Z PIB.

Obliczenia

Warto$¢ pokarmowg pasz oraz sktad komponentowy mieszanki tre§ciwej opra-
cowano wedhug 1Z PIB-INRA (2009), postugujac si¢ programem komputerowym
INRAtion (ver. 4.05, Copyright INRA, 1988-2004).

Ocena statystyczna

Oceng roznic statystycznych §rednich wartosci ocenianych wskaznikow przepro-
wadzono przy zastosowaniu programu Statistica 8 PL (StatSoft Polska Sp. z o.0.,
Krakow), postugujac sie analizg jednoczynnikowg i testem Duncana, przyjmujac
grupe jako czynnik. Réznice migdzy $rednimi przyjeto jako istotne statystycznie dla
poziomu prawdopodobienstwa P<0,05 oraz jako tendencje statystyczng dla poziomu
prawdopodobienstwa P<0,1.

Wyniki

Zawarto$¢ sktadnikow pokarmowych w preparatach mlekozastgpczych oraz mie-
szankach tresciwych podawanych cieletom oraz ich warto$¢ pokarmowa (tab. 2) od-
powiadaly warto$ciom zalecanym w normach 1Z PIB-INRA (2009).

Poczatkowa masa ciala cielat we wszystkich grupach doswiadczalnych byta po-
dobna (P>0,1) (tab. 3). Rodzaj podawanej cielgtom paszy nie wplynat istotnie (P>0,1)
na uzyskiwane przez cieleta masy ciata w 56. dniu, a takze w 90. dniu zycia. Cielg-
ta otrzymujace pasze MS uzyskaly wyzsze dzienne przyrosty masy ciata zarowno
w okresie od 7. do 56. dnia zycia (P<0,05), jak i w calym okresie trwania dos§wiadcze-
nia (tendencja statystyczna P<0,1) w porownaniu do cielgt otrzymujacych pozostate
pasze.

Dzienne pobranie biatka trawionego w jelicie cienkim (BTJ) oraz energii (JPM)
pokrywato zapotrzebowanie okre$lone dla cieliczek ras mlecznych uzyskujacych
w okresie od 7. do 90. dnia zycia dzienne przyrosty masy ciata 600-650 g - dzien™
(IZ PIB-INRA, 2009) (tab. 4). We wszystkich grupach doswiadczalnych cieleta
pobieraty dziennie podobne ilo$ci mieszanki tresciwej, pojla z preparatow mlekoza-
stepczych, suchej masy pasz oraz JPM w okresach od 7. do 56. dnia, od 57. do 90.
dnia zycia, oraz w calym okresie trwania doswiadczenia (P>0,1). Wyzsze dzienne
pobranie biatka ogdlnego w okresie od 7. do 56. dnia Zycia oraz w catym okresie
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doswiadczenia charakteryzowato cieleta z grupy GT w poréwnaniu do pobrania cha-
rakteryzujacego cieleta w pozostatych grupach (P<0,05).

Tabela 3. Srednie masy ciata oraz $rednie dzienne przyrosty masy ciata cieliczek
Table 3. Average body weights and average daily weight gains of female calves

Grupy Poziom
Groups istotnosci
Wyszczegodlnienie . ) roznic?
Item M SEM Level of stati-
K GT GK MS stical
significance
Liczebno$¢ 6 6 6 6 24
Number of animals
Srednia masa ciata (kg)
Average body weight (kg)
wiek cielat (dni):
age of calves (days):
7 42,1 42,1 41,8 424 421 0,42 ns
56 63,1 63,3 623 650 634 0,54 ns
90 90,9 91,5 90,6 93,3 91,6 0,57 ns
Sredni dzienny przyrost masy ciata (g)
Average daily weight gains (g)
w okresie od do (dni zycia):
in the period from — to (days of age):
7-56 420b 424b 410b 452a 426 5,64 X
57-90 818 830 833 832 828 7,87 ns
7-90 581b 588b 581b 606a 589 4,14 t

! Srednia ogélna.
Total mean.
2 Blad standardowy $redniej.
Standard error of the mean.
3 Srednie w wierszach oznaczone roznymi literami réznig sie istotnie x dla poziomu prawdopodobienstwa P<0,05
oraz t dla P<0,1; brak statystycznie istotnych roéznic ns dla P>0,1.
Means in the rows marked with different letters differ significantly: x for a probability level of P<0.05 and ¢ for
P<0.1; no statistically significant differences (ns) for P>0.1.

Cieleta z grupy MS w poréwnaniu do cielat z grupy GK zuzywaty mniej mie-
szanki tre$ciwej oraz JPM (tendencja statystyczna P<0,1), a takze suchej masy pasz
(P<0,05) na uzyskanie 1 kg przyrostu masy ciata w okresie od 7. do 56. dnia zycia
(tab. 5). W grupach K oraz GT cielgta zuzywaty podobne ilo§ci mieszanki tre§ciwej,
suchej masy pasz oraz JPM na uzyskanie kg przyrostu masy ciala, jak w pozostalych
grupach (P>0,1).

Cieleta z grupy MS w pordéwnaniu do cielgt z grupy GT zuzywaly mniej biatka
ogolnego na uzyskanie kg przyrostu masy ciala w okresie od 7. do 56. dnia zycia
(P<0,05) oraz w catym okresie doswiadczenia (tendencja statystyczna P<0,1).
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Tabela 4. Srednie dzienne pobranie pasz i sktadnikéw pokarmowych przez cieliczki
Table 4. Average daily intake of feed and nutrients by female calves

Grupy Poziom istotnos$ci
WYSZC?fegn‘;’lnienie S M SEM Levelr(()r)fZ 1;ti;t]istical
K GT GK MS significance

Liczebnos¢ 6 6 6 6 24

Number of animals

W okresie od 7. do 56. dnia zycia:

In the period from 7 to 56 days of age:
mieszanka tresciwa (kg) 0,37 0,36 0,38 0,37 0,37 0,01 ns
concentrate mixture (kg)
pojto (kg) 6,92 6,90 6,88 6,94 691 0,02 ns
liquid feed (kg)
SM (kg) 1,15 1,14 1,16 1,16 1,15 0,05 ns
DM (kg)
BO (g) 207b  226a 204b  203b 210 2,10 X
CP (g
BTJ (g) 178b  186a 175b 174b 178 1,19 X
PDI (g)
JPM 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 0,01 ns
UFL

W okresie od 57. do 90. dnia zycia:

In the period from 57 to 90 days of age:
mieszanka tresciwa (kg) 2,26 2,24 2,27 2,26 2,26 0,03 ns
concentrate mixture (kg)
SM (kg) 1,97 1,96 1,98 1,97 1,97 0,02 ns
DM (kg)
BO (g) 373 379 372 373 374 4,24 ns
CP(g)
BTJ (g) 251 246 251 251 250 2,81 ns
PDI (g)
JPM 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 0,02 ns
UFL

W okresie od 7. do 90. dnia zycia:

In the period from 7 to 90 days of agee:
mieszanka tresciwa (kg) 1,14 1,12 1,15 1,14 1,14 0,01 ns
concentrate mixture (kg)
pojto (kg) 4,13 4,14 4,15 4,13 4,14 0,01 ns
liquid feed (kg)
SM (kg) 1,48 1,47 1,49 1,49 1,48 0,01 ns
DM (kg)
BO (g) 274b 288a 272b 271b 276 2,14 X
CP (g)
BTJ (g) 207 211 206 205 207 1,17 ns
PDI (g)
JPM 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 0,01 ns
UFL

! Srednia og6lna — Total mean.

2 Blad standardowy $redniej — Standard error of the mean.

3 Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami roznia sie istotnie x dla poziomu prawdopodobiefistwa P<0,05
oraz t dla P<0,1; brak statystycznie istotnych réznic ns dla P> 0,1 — Means in the rows marked with different letters differ
significantly: x for a probability level of P<0.05 and ¢ for P<0.1; no statistically significant differences (ns) for P>0.1.
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Tabela 5. Srednie zuzycie pasz oraz sktadnikow pokarmowych na uzyskanie 1 kg przyrostu masy ciala

przez cieliczki

Table 5. Average feed and nutrient utilization per kg weight gain by female calves

Grupy Poziom istotnosci
Wyszc?egélnienie Groups M| SEM? r(’)Znicf .
tem K GT GK MS Leve.:l of statistical
significance

Liczebno$¢ 6 6 6 6 24

Number of animals

W okresie od 7. do 56. dnia zycia:

In the period from 7 to 56 days of age:
mieszanka tresciwa (kg) 0,87ab 0,85ab 094a 083b 0,87 0,02 t
concentrate mixture (kg)
pojto (kg) 16,51 16,29 16,80 1546 16,26 0,20 ns
liquid feed (kg)
SM (kg) 2,74ab 2,69ab 283a 2,57b 2,71 0,03 X
DM (kg)
BO (g) 494ab 532a 498 ab 451b 494 7,76 X
CP(2)
BTJ (g) 424ab 440 a 427ab 386b 419 5,84 X
PDI (g)
JPM 38ab 3,7ab  39a 3,6b 38 0,04 t
UFL

W okresie od 57. do 90. dnia zycia:

In the period from 57 to 90 days of age:
mieszanka tresciwa (kg) 2,77 2,71 2,73 2,73 2,74 0,05 ns
concentrate mixture (kg)
SM (kg) 2,41 2,37 239 238 238 0,04 ns
DM (kg)
BO (g) 456 459 448 449 453 7,75 ns
CP(g)
BTJ (g) 306 298 303 302 302 5,15 ns
PDI (g)
JPM 2,65 2,60 2,62 2,61 262 0,04 ns
UFL

W okresie od 7. do 90. dnia zycia:

In the period from 7 to 90 days of age:
mieszanka tresciwa (kg) 1,95 1,91 1,98 1,88 1,93 0,02 ns
concentrate mixture (kg)
pojto (kg) 7,12 7,05 7,13 6,83 7,03 0,05 ns
liquid feed (kg)
SM (kg) 2,55 2,50 2,57 246 252 0,03 ns
DM (kg)
BO (g) 472ab 490 a 468 ab 449b 470 5,60 t
CP(g)
BTJ (g) 357 359 354 338 352 3,69 ns
PDI (g)
JPM 3,1 3,1 32 3,0 3,1 0,03 ns
UFL

! Srednia og6lna — Total mean.
2 Blad standardowy sredniej — Standard error of the mean.

3 Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami roznia si¢ istotnie x dla poziomu prawdopodobienstwa P<0,05
oraz ¢ dla P<0,1; brak statystycznie istotnych roznic ns dla P>0,1— Means in the rows marked with different letters differ
significantly: x for a probability level of P<0.05 and ¢ for P<0.1; no statistically significant differences (ns) for P>0.1.
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Oméwienie wynikow

Uzyskane wyniki wskazujg, ze maslan sodu wprowadzony do preparatu mleko-
zastepczego oraz mieszanki treSciwej w ilosci 3 g - kg™ suchej masy paszy poprawit
przyrosty masy ciata oraz wykorzystanie pasz i sktadnikéw pokarmowych na przy-
rost 1 kg masy ciata cielat w okresie wychowu od 7. do 56. dnia Zycia. Podobny
wplyw wzbogacenia w maslan sodu pasz podawanych cieletom obserwowali Gorka
iin. (2009). W cytowanych badaniach wykazano, ze suplementacja pasz w okresie
wychowu od 5. do 26. dnia zycia poprawita ich dzienne przyrosty masy ciata w po-
réwnaniu do przyrostow charakteryzujacych zwierzeta nieotrzymujace tego dodatku.
Poprawie tej towarzyszyt zarowno wzrost powierzchni chtonnej zwacza, okreslonej na
podstawie pomiaréw dlugosci i szerokosci brodawek zwaczowych, jak i wzrost jego
masy, okreslonej na podstawie udzialu masy zwaczo-czepca w masie catego zotadka.
W badaniach prowadzonych przez Guilloteau i in. (2009) poréwnywano wskazniki
efektywno$ci wychowu cielat, a takze wskazniki rozwoju przewodu pokarmowego
w zalezno$ci od wprowadzenia maslanu sodu lub antybiotykowego stymulatora wzro-
stu do sktadu pasz. Stwierdzono, ze cieleta otrzymujace dodatek maslanu sodu charak-
teryzowalo wyzsze tempo wzrostu oraz nizsze zuzycie paszy na przyrost masy ciata
w poréwnaniu do tych zwierzat, ktore otrzymywaty antybiotyk. Autorzy wykazali, ze
poprawa wskaznikow efektywnosci wychowu wynikata ze wzrostu produkcji enzy-
mow zwigkszajacych zdolnosci trawienne oraz wzrostu mikrostruktur w jelicie cien-
kim (dhugosci kosmkoéw oraz glebokosci krypt jelitowych) zwigkszajgcych zdolnoSci
chtonne przewodu pokarmowego. Wydaje sie, ze uzyskana w naszych badaniach po-
prawa wskaznikow efektywnosci wychowu cielgt otrzymujacych pasze wzbogacone
w maslan sodu wynikata z poprawy funkcjonowania ich przewodu pokarmowego.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze w pdzniejszym okresie wychowu (od 57. do 90. dnia
zycia), w okresie pobierania wylacznie mieszanek tresciwych, wprowadzenie masla-
nu sodu w wysokosci 3 g - kg™! suchej masy paszy nie poprawito wskaznikow efek-
tywnosci wychowu. Wydaje sie, ze brak poprawy mogt wynika¢ z jego zbyt niskiej
zawarto$ci. W badaniach Slusarczyk i in. (2010) wprowadzono dodatek maslanu sodu
wysokosci 3 g, 10 g lub 30 g - kg! pasz do mieszanek tre§ciwych podawanych ciele-
tom od 9. do 90. dnia Zycia. Jednak tylko w grupie zwierzat otrzymujacych dodatek
w wysokosci 30 g w porownaniu do otrzymujacych 10 g lub 3 g stwierdzono poprawe
zuzycia mieszanki tresciwej na przyrost masy ciala. Wyniki te sugeruja, ze w okresie
podawania cielgtom wylgcznie pasz statych, zawarto§¢ maslanu sodu moze decydo-
wac o jego skuteczno$ci. Wyniki badan potwierdzity hipoteze, ze w Zywieniu cielat
wzbogacenie pasz w maslan sodu poprawia przyrosty masy ciala oraz wykorzystanie
pasz i sktadnikéw pokarmowych na uzyskany przyrost w okresie od 7. do 56. dnia
zycia.

W prezentowanych badaniach uzyskano wyniki wskazujace, ze wprowadzenie do
sktadu pasz glutaminy w wysokosci 10 g - kg! SM lub podobne;j ilosci glukozy nie
wplyneto na wskazniki efektywnosci wychowu cielat. Glutamina jest waznym sub-
stratem przemian metabolicznych przewodu pokarmowego, a wigkszo$¢ (powyzej
50%) dostarczonej dojelitowo glutaminy wykorzystywana jest przez tkanki jelita (Ja-
neczko 1 in., 2007; Burrin i Stoll, 2009). W badaniach przeprowadzonych na prosig-
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tach Wu i in. (1996) wykazali, ze wprowadzenie do sktadu pasz dodatku glutaminy
w wysokosci 10 g - kg! SM pasz poprawito wlasciwosci chlonne jelita cienkiego,
a zmianom tym towarzyszyta poprawa przyrostow masy ciata oraz zuzycia pasz na
uzyskiwane przyrosty. Jednak w badaniach z udziatem cielat nie potwierdzono tej za-
leznosci (Drackley i in., 2006). Mimo poprawy zdolnosci chtonnych jelita cienkiego
nie nastgpita poprawa przyrostow masy ciata. Na podstawie uzyskanych wynikoéw
Drackley i in. (2006) sugeruja, ze w zywieniu cielat dodatek glutaminy w wysokos$ci
10 g - kg™' moze by¢ zbyt niski, aby rownoczesnie poprawit funkcjonowanie przewo-
du pokarmowego oraz przyrosty masy ciata. Wydaje si¢, ze okreslenie optymalnej
ilosci glutaminy wprowadzonej do pasz podawanych cieletom we wczesnym okresie
wychowu pozostaje zagadnieniem czekajagcym na rozwigzanie. Podobnie jak dodatek
glutaminy réwniez dodatek glukozy nie poprawit wskaznikow efektywnosci wycho-
wu zwierzat doswiadczalnych. Komorki §luzéwki przewodu pokarmowego przezu-
waczy intensywnie pobieraja glukoze z tresci pokarmowej w celu pokrycia potrzeb
wiasnego metabolizmu (Aschenbach i in., 2000 a, b). Wprowadzony w naszych bada-
niach dodatek glukozy prawdopodobnie w calo$ci zostal wykorzystany na pokrycie
potrzeb energetycznych przewodu pokarmowego.

Wyniki badan nie potwierdzily hipotezy, ze wzbogacenie pasz w glutaming lub
glukoze¢ poprawia przyrosty masy ciata oraz wykorzystanie pasz i sktadnikoéw pokar-
mowych na 1 kg przyrostu masy ciata cielat.

Podsumowujac wyniki przedstawionego doswiadczenia, mozna stwierdzi¢, ze
wzbogacenie preparatow mlekozastgpczych oraz mieszanek tresciwych podawanych
cieletom w okresie od 7. do 56. dnia zycia w maslan sodu w ilosci 3 g - kg!' suchej
masy paszy, poprawia przyrosty masy ciata oraz wykorzystanie pasz i sktadnikow
pokarmowych na przyrost 1 kg masy ciata cielat. Dodatki glutaminy a takze glukozy,
stosowane w ilosciach 10 g - kg™! SM pasz nie wptywaja na wskazniki efektywnos¢
wychowu cielat.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze maslan sodu moze znalez¢ zastosowanie jako doda-
tek do pasz podawanych cielgtom.
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Zatwierdzono do druku 21 VI 2011

BARBARA NIWINSKA, EWA HANCZAKOWSKA, KAROL WEGLARZY

The effectiveness of rearing calves receiving diets enriched with glutamine, glucose or sodium
butyrate

SUMMARY

The aim of this study was to analyse the effects of supplementing calf diets with glutamine, glucose
or sodium butyrate on body weight gains and on feed and nutrient utilization during the liquid feeding
period (from 7 to 56 days of age) and when solid feeds were provided (from 57 to 90 days of age). Polish
Holstein-Friesian female calves (7 days old) allocated to 4 groups (n = 6) were fed milk replacers and
concentrate mixtures: unsupplemented in the control group (K), supplemented with glutamine (10 g - kg™!
of dry matter, DM) in the GT group, supplemented with glucose (10 g - kg' DM) in the GK group, and
supplemented with sodium butyrate (3 g - kg™!, DM) in the MS group. The nutritive value of the diets and
the feeding programme conformed with the standards (IZ PIB-INRA, 2009).

The calves receiving MS diet were characterized by higher daily weight gains both in the liquid feed-
ing period (P<0.05) and in all experimental periods (statistical trend at P<0.1) as compared to those receiv-
ing other diets. During the liquid feeding period calves receiving MS diet in comparison with calves fed
GK diet utilized lower (statistical trend at P<0.1) amounts of concentrate and energy and lower amounts
of feed dry matter (P<0.05) per kg of body weight gain. Glutamine or glucose supplements, added in
amounts of 10 g - kg™! DM did not have a significant influence on rearing performance. The results ob-
tained indicate that the addition of sodium butyrate improved body weight gains and feed and nutrient
utilization, and this effect was statistically significant during the liquid feeding period.

Key words: calves, rearing efficiency, sodium butyrate, glutamine, glucose
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WPLYW ZASTOSOWANIA PLYNNEGO ZAKWASZACZA Z MIESZANKA
TYPU PRESTARTER NA WYNIKI ODCHOWU PROSIAT

Marek Rajchert, Pawetl Gajewczyk, Edyta Ptazak

Uniwersytet Przyrodniczy, Zaktad Hodowli Trzody Chlewnej, ul. Chetmonskiego 38 C,
51-630 Wroctaw

Celem przeprowadzonego doswiadczenia bylo zbadanie wplywu dodawania zakwaszacza
do pelnoporcjowej mieszanki paszowej typu prestarter dla prosigt ssqcych na poprawe
ich wynikow odchowu. Eksperyment przeprowadzono w fermie przemystowej, ktorej stado
podstawowe skladato sie z 1170 loch. W doswiadczeniu wzigto pod uwage 20 miotow, ktore
podzielono na dwie grupy: kontrolng i doswiadczalng, w kazdej po 10 miotow. Czas trwa-
nia doswiadczenia wyniost 20 dni. Prosieta z grupy kontrolnej przez caly okres trwania
eksperymentu, od 7. do 28. dnia zycia, otrzymywaly pasze bez dodatku czynnika doswiad-
czalnego. Prosieta z grupy doswiadczalnej przez 20 dni otrzymywaly dodatek zakwaszacza
naturalnego wraz z mieszankg paszowq, z tym ze przez okres 10 dni dawka zakwaszacza
wynosita 15% w stosunku do masy paszy, a po 10 dniach zostata zwigkszona do 30%.
Uzyskane wyniki badan wskazujq, ze zakwaszacz mogt korzystnie wplyngé na smakowitosé
podawanej mieszanki paszowej dla prosigt, co miato przetozenie na zwigkszenie pobrania
paszy w grupie doswiadczalnej az o 112% w porownaniu do grupy kontrolnej. Stwierdzono
rowniez, ze zastosowany dodatek paszowy mial wplyw na zmniejszenie upadkow oseskow
0 45% w okresie trwania doswiadczenia oraz na uzyskanie wyzszych o 15,7% przyrostow
dobowych masy ciala prosiqt. Zakwaszacz naturalny w sposob istotny pozytywnie wplyngl
na wielkos¢ spozycia paszy oraz ograniczenie upadkow prosigt.

Jeszcze kilkadziesiat lat temu powszechnie odsadzano prosi¢ta od loch pomigdzy
42. a 56. dniem ich zycia. W wielu krajach zacz¢to stosowaé wczesne odsadzanie
prosiat w wieku 21 1 28 dni, a w USA nawet w wieku 14 i 16 dni (Cromwell, 1995).
Prawda jest, Ze im wczesniej prosieta zostang odsadzone, tym mniejsze jest obcigzenie
maciory podczas laktacji. Ma to szczegdlne znaczenie u loch wysokomlecznych, gdyz
pozwala na zachowanie dobrej kondycji hodowlanej i przez to wplywa korzystnie na
zaoszczedzenie paszy, ktorg nalezatoby przeznaczy¢ na jej poprawe.

Skracanie okresu laktacji z 56 do 28 dni wplyngto na zwigkszenie liczby uro-
dzonych miotow od lochy w ciagu roku, szacunkowo o 20%, co potwierdzono
w literaturze (Bolduan i in., 1990; Cromwell, 1995; Kirchgessner i Roth, 1982; Korn-
iewicz 1 in., 1996). Skracanie laktacji ponizej 3 tygodni ma jednak negatywne skutki
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ze wzgledu na wydtuzajacy si¢ okres jatowienia, na zmniejszenie skutecznos$ci krycia
loch oraz na pogorszenie si¢ wynikow odchowu prosiat.

Ze wzgledu na krétki czas przebywania oseskow z matka zachodzi potrzeba
podawania im tatwo strawnej paszy juz w pierwszym dniach zycia. Wiaze si¢ to
z racjonalnym wykorzystaniem loch w laktacji oraz szybszym przyzwyczajeniem
si¢ prosiagt do pobierania pasz statych i dobrym ich wykorzystaniem, przy jedno-
czesnym zmniejszeniu zaburzen, przede wszystkim na tle pokarmowym. Prosigta
przed odsadzeniem powinny mie¢ normalnie rozwinigty przewdd pokarmowy, aby
mogly w petni wykorzysta¢ sktadniki odzywcze zawarte w pobieranej przez nie pa-
szy.

W poprawie odchowu prosigt sama mieszanka petnoporcjowa bez dodatkow nie
spelni oczekiwan. Mieszanki dla prosigt w swoim sktadzie zawieraja komponenty
wysokobiatkowe o odczynie alkalicznym, wykazujace si¢ wysoka buforowoscia.
Spozywanie paszy o takich wlasciwo$ciach przez prosigta powoduje alkalizacje zo-
tadka, a tym samym wzrost wartosci pH jego tresci powyzej krytycznego poziomu
4. Zmieniajaca si¢ kwasowos¢ treSci zotgdka hamuje aktywnos$¢ pepsyny, glow-
nego enzymu odpowiedzialnego za rozktad biatka. Zotadek najlepiej spetnia swo-
ja funkcje przy utrzymujacym si¢ pH od 2,5 do 3 (Eckel i in., 1992; Blank i in.,
1998). Negatywnym efektem bardzo niskiej kwasowos$ci jest hamowanie rozwo-
ju bakterii o charakterze dobroczynnym oraz mozliwos$¢ rozwoju chorobotworczej
mikroflory bakteryjnej w przewodzie pokarmowym. Obecno$¢ tych patogenow,
a szczegOllnie wydzielanie przez nich toksyn powoduje uszkadzanie nabtonka jelito-
wego, w tym tez zmniejszenie wchianiania wody, co w rezultacie prowadzi do po-
jawienia si¢ biegunek. Prosieta same nie potrafig zniwelowaé negatywnego skutku
dzialania paszy. Do 8. tygodnia zycia produkcja kwasu solnego w zotadku prosiat jest
ograniczona. Wydzielanie HCI w Zotadku u 3—4 tygodniowego prosig¢cia wystarcza na
strawienie jedynie 60% pobranej paszy (Blank i in., 1998). Dopiero po uptywie okoto
8. tygodnia zycia kwasowos$¢ tresci zotadka prosiat stabilizuje sie (Pejsak, 2007).

Przewdd pokarmowy kilkudniowych oseskéw nie jest jeszcze przystosowany
do pobierania paszy. W zwiazku z wczesnym odsadzaniem prosi¢ta nalezy szybko
przyzwyczaja¢ do pobierania paszy. W celu ograniczenia negatywnych skutkow
dzialania paszy w przewodzie pokarmowym, a tym samym uzyskania poprawnych
wynikéw odchowu prosigt wczesnie odsadzanych stosuje si¢ rézne dodatki pa-
szowe.

Kwasy uzyskane bezposrednio z roslin oraz na drodze fermentacji nalezg do eko-
logicznych oraz bezpiecznych dodatkéw paszowych w zywieniu prosiagt. Najczesciej
sg to kwasy: mlekowy, octowy, propionowy, sorbowy i cytrynowy. Zakwaszacze
dostepne sg w postaci stalej lub plynnej. Preparaty te majg wtasciwosci konserwu-
jace oraz ograniczaja i zapobiegaja rozwojowi szkodliwej dla organizmu mikroflo-
ry. Uczestnicza one w regulacji procesOw trawiennych oraz dziatajg stabilizujgco na
mikroflor¢ przewodu pokarmowego poprzez zmian¢ odczynu pH. Przy ich zasto-
sowaniu obnizeniu ulega takze poziom toksycznego amoniaku i amin biogennych
w jelicie cienkim, przyczyniajac si¢ do polepszenia wchtania biatek i thuszczéw. Do-
datek kwasow organicznych wptywa takze korzystnie na gospodarke mineralng pro-
sigt (Kirchgessner i Roth, 1982).
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Zasadniczym problemem w wielkostadnym chowie §win jest walka z ogranicze-
niem upadkow poprzez poprawe witalnosci prosiat, co ma zwigzek z uzyskaniem
optymalnych wynikow ich odchowu.

Dysponujac fermg o odpowiedniej obsadzie loch (1300 sztuk) mozna byto wykonaé
w tym samym czasie eksperyment na 20 miotach prosigt ssagcych wybranych losowo
z grupy technologicznej liczacej 44 mioty. W tym eksperymencie chodzilo o zas-
tosowanie w odchowie prosiat ssacych zakwaszacza w formie ptynnej, uzyskanego
na drodze naturalnej fermentacji. Celem realizowanego eksperymentu byto zbadanie
skutecznoséci oddziatywania naturalnego zakwaszacza podawanego w ilosci 15
130% w stosunku do zadawanej codziennie prosi¢tom masy paszy.

Material i metody

Dos$wiadczenie przeprowadzone zostato w fermie trzody chlewnej w wojewodztwie
dolnoslgskim. Badania przeprowadzono w dniach od 10.07.2008 do 31.07.2008.

Produkcja trzody chlewnej w fermie byla realizowana w systemie otwartym
(produkcja finalna — warchlaki), przy zachowaniu zasady: ,,cale pomieszczenie pet-
ne; cale pomieszczenie puste”. Grupy technologiczne loch tworzono w siedmiodnio-
wym rytmie produkcji. Liczba loch w grupie technologicznej w dniu porodu wynosita
44 sztuki i zasiedlala jedng porodéwke. Z kolei potomstwo tej grupy loch tworzylo
nowa grupe technologiczng prosigt w fazie laktacji. Po ukonczeniu laktacji, w 28.
dniu zycia prosigta przechodzity do odchowalni warchlakow.

Kojce porodowe wyposazone byly w plyty grzewcze oraz promienniki pod-
czerwieni. W strefie kojca wydzielonej dla prosiat znajdowaly si¢ poidta smoczkowe
1 miseczki do zadawania paszy. Podczas prowadzenia badan karmniki dla prosiat byty
kazdorazowo oprdznianie z niedojadow i czyszczone. Wentylacja w pomieszczeniach
byta typu mechanicznego, regulowana przez automatyczny sterownik. Wentylatory
1 okna umieszczone byly tylko w jednej ze $cian bocznych. Wylot zuzytego powietrza
odbywat si¢ poprzez kominy wywiewne znajdujace si¢ w suficie budynku.

Srednia temperatura w porodéwce podczas do$wiadczenia wynosita 23,7°C,
a temperatura zewnetrzna ksztattowata si¢ §rednio na poziomie 25,5°C.

Material dos§wiadczalny stanowily prosieta z 20 miotow, ktére podzielono na
2 grupy po 10 miotow w kazdej. Przynalezno$§¢ miotow do grup uzalezniona
byla od masy prosigt wazonych w grupie technologicznej w 6. dniu zycia. Wybor
20 sposrod 44 miotéw odby? sie na podstawie uzyskanych wynikow wazenia prosiat.
W tabeli 1 przedstawiono liczebno$¢ i Srednig mas¢ miotu oraz pojedynczego prosigcia
w 6. dniu zycia.

Obie grupy zwierzat zywione byly granulowanymi mieszankami petnoporcjowymi
pasz tresciwych. Zadawanie paszy lochom w porodéwkach odbywato si¢ recznie do
koryt. W pierwszym dniu po porodzie otrzymywaty 2,5 kg paszy, w drugim 5 kg. Przez
pozostaty okres laktacji lochy byty zywione do woli, z tym ze w ostatnim tygodniu
z ograniczeniem. Sktad i warto$¢ pokarmowa paszy dla loch objetych do§wiadczeniem
przestawiono w tabeli 2.
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Tabela 1 . Materiat do§wiadczalny
Table 1. Experimental material

e . Liczba prosigt w grupie (szt) Srednia masa ciata
Wysch;%ﬁ Inienie h]i[ifgrafito}:: ((li( g)) Number of piglets in group prosiecia (kg)
& & (head) Average weight of piglet (kg)
Grupa kontrolna 249,80 113 2,21
Control group
Grupa doswiadczalna
Experimental group 228,70 101 2,26

Tabela 2. Sktad i warto$¢ pokarmowa mieszanek dla loch
Table 2. Composition and nutritional value of diets for sows

Lp. Wyszczegolnienie Jednostki miary Mieszanka LK
No. Item Units All mash LK
1. Komponenty:
Components:
Sruty
Ground
pszenna % 5
wheat
jeczmienna % 25
barley
z pszenzyta % 10
triticale
zytnia % 25
rye
Otrgby pszenne % 10
Wheat bran
Koncentrat ,,locha prosna” % 25
“Pregnant sow” concentrate
2. Warto$¢ pokarmowa w 1 kg:
Nutritive value of 1 kg mixture:
Biatko ogdlne % 15,5
Crude protein
Energia metaboliczna MlJ 12,8
Metabolizable energy
Widkno surowe % 7
Crude fibre
Lizyna % 0,83
Lysine
Met. + cyst. % 0,53
Ca % 0,95
P % 0,75
Na % 0,20

Mleko lochy stanowi podstawowy pokarm dla prosigt od urodzenia az do ich
odsadzenia. W fermie, prosigtom od 7. dnia zycia az do odsadzenia w wieku 28 dni
podawano do woli mieszanke¢ paszowa pelnoporcjowg typu prestarter. W grupach
kontrolnej i doswiadczalnej oseski dokarmiano takg sama pasza prestarter. Sktad
1 warto$¢ pokarmowa paszy przedstawiono w tabeli 3. Mioty z grupy doswiadczalnej
oprécz paszy tresciwej otrzymywaty codziennie dodatek zakwaszacza naturalnego.
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Tabela 3. Warto$¢ pokarmowa 1 kg mieszanki pelnoporcjowej typu prestarter
Table 3. Nutritive value of 1 kg all-mash prestarter

Wyszczegolnienie Jednostki miary Wartos¢
Item Units Value

Energia metaboliczna MJ 14,20
Metabolizable energy
Biatko ogdlne % 19,50
Crude protein
Ttuszez surowy % 7,60
Crude fat
Widékno surowe % 2,70
Crude fibre
Popiot % 5,00
Ash
Ca % 0,76
P % 0,60
Na % 0,25
Lizyna % 1,40
Lysine
Metionina z cystyna % 0,50
Met.+cyst.
Witamina A jm.-iu. 200000
Vitamin A
Witamina D, jm.-iu. 2000
Vitamin D,
Witamina E mg 80
Vitamin E
Siarczan miedzi mg 165
Copper sulphate

Czynnikiem do$wiadczalnym w tym eksperymencie byl zakwaszazcz naturalny
w postaci ptynnej. Nazwa zakwaszacza 1 jego sktad chronione sg prawami autorski-
mi. Dawka zakwaszacza przez pierwsze 10 dni eksperymentu stanowila objgtoscio-
wo 15% mieszanki paszowej (I okres zywieniowy). Po uptywie tego czasu dawke
preparatu zwigkszono dwukrotnie do poziomu 30% podawanej masy mieszanki pa-
szowej (II okres zywieniowy). Taki poziom zakwaszacza stosowano do zakonczenia
doswiadczenia. Zakwaszacz byt podawany do karmidet razem z pasza.

W 6. dniu zycia prosigt kazdy miot zostal zwazony na wadze elektronicznej
o maksymalnym obciazeniu do 50 kg. Codziennie rano, przez caly okres doswiad-
czenia, z karmidel dla prosiat zbierane byty niedojady paszy z dnia poprzedniego,
ktore suszono, a nastepnie wazono. Swieza porcje paszy wsypywano do karmnikow,
a w grupie doswiadczalnej dodatkowo zalewano zakwaszaczem. Dawki podawanej
paszy 1 niedojady byly wazone na wadze elektronicznej o maksymalnym obcigzeniu
1000 g. W ostatnim dniu badan (28. dzien zycia prosiat) kazdy z miotow zwazony byt
na wadze o dopuszczalnym obcigzeniu do 100 kg.

Srednig temperature w pomieszczeniach oceniono na podstawie odczytu wartosci
ze sterownika o godzinie 9 rano i 15 po potludniu. Kazdego dnia, przez caly okres
doswiadczenia prowadzono obserwacje prosiat.
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Dane zbierane w czasie doswiadczenia:

— masa ciala poczatkowa (6. dzien zycia prosiat) i koncowa miotéw (28. dzien
zycia prosiat),

— liczebno$¢ prosigt w miocie w 6. 1 28. dniu zycia,

— dzienne spozycie paszy przez mioty w grupach,

— temperatura w porodéwce i na zewnatrz budynku.

W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji
i test Duncana. Analiz¢ statystyczng wykonano w programie Statistica 6,0.

Wyniki

W tabeli 4 dokonano poréwnania Srednich wartosci badanych cech w obu gru-
pach. Laczna liczba prosiat w 1. dniu rozpoczecia eksperymentu (6. dzien zycia)
wynosita 214 szt., a odsadzonych w 28. dniu zycia 190 szt. Srednia liczebnos¢ prosiat
w miocie w grupie kontrolnej w dniu rozpoczgcia do§wiadczenia byta na poziomie
11,3 szt. Srednia liczba prosiat w miocie w grupie do$wiadczalnej liczyla mniej, bo
10,1 prosigcia. Rdznica miedzy $rednimi z grup pod wzgledem liczebno$ci prosigt
w miocie w dniu rozpoczecia doswiadczenia wynosita 1,20 osobnika na korzysc¢
grupy kontrolne;.

Zasadniczg przyczyna zej$¢ $miertelnych prosigt byty biegunki. W grupie kontrol-
nej suma padtych prosiat podczas eksperymentu wynosita 16 szt., co stanowito 14,2%
w stosunku do liczby prosiat ustalonych w 6. dniu zycia, a w grupie dos§wiadczalnej
suma padtych zwierzat w czasie doswiadczenia wynosita juz tylko 8 szt., co stanowito
7,9% (tabela 4). Najwigksze nasilenie upadkéw prosiat w grupie kontrolnej za-
notowano w pierwszym tygodniu trwania eksperymentu, co w stosunku do wszyst-
kich strat osobnikoéw w grupie stanowito az 62,5%. Tak wiec w grupie do§wiadczalnej
byto o0 44,4% mniej upadkoéw prosigt w poréwnaniu do grupy kontrolnej (tabela 4).
Stwierdzone roznice migdzy upadkami w grupach byly statystycznie udowodnione
(P<0,05). Mozna sadzi¢, ze czynnik doswiadczalny, jakim byt zakwaszacz miat is-
totny wplyw na poprawny przebieg trawienia, a tym samym na witalno$¢ prosigt juz
po 7. dniu jego stosowania.

W grupie kontrolnej $rednia liczebno$¢ prosigt w miocie na koniec doswiadczenia
wynosita 9,7 prosigcia, a w doswiadczalnej 9,3 (tabela 4).

W dniu rozpoczecia eksperymentu masa osobnikoéw w grupie kontrolnej
ksztaltowata si¢ $rednio na poziomie 2,21 kg (tabele 1 i 4). Srednia masa ciata osob-
nika w grupie dos§wiadczalnej wynosita 2,26 kg (tabele 11 4).

Srednie dzienne przyrosty masy ciata prosiecia w grupie kontrolnej byly na pozio-
mie 236 g. Sredni dzienny przyrost masy ciata prosiecia w grupie doswiadczalnej
wyniost 262 g (tabela 4). Roznica w przyrostach masy ciala wynosita 11%. Analiza
statystyczna nie potwierdzila istotno$ci tej réznicy. W ostatnim dniu do§wiadczenia
$rednia masa prosiecia z grupy kontrolnej wynosita 6,92 kg, a w grupie doswiadczalnej
7,50 kg (tabela 4). W odniesieniu do konicowej masy ciata prosiagt odnotowano réznice
8,4%.
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Tabela 4. Wskazniki odchowu prosiat
Table 4. Rearing parameters of piglets

e Jednostka Grupy — Groups Istotno$¢
Wyszczegoblnienie . . P
Ttem miary kontrolna | doSwiadczalna |~ TOznic SEM
Units control experimental | Significance of

Tlo$¢ prosiat szt/head 113 101
Number of piglets
Masa miotu w dniu rozpoczgcia
do$wiadczenia kg 24,98 22,87 ns 0,211

Initial litter weight

Srednia liczba prosiat w miocie

w 6. dniu zycia szt./head 11,30 10,10 * 0,126
Average number of piglets in

farrow on day 6 of age

Srednia masa prosigcia na

poczatku dos§wiadczenia kg 2,21 2,26 ns 0,036
Average initial body weight of

piglet

Masa miotu po 20 dniach do-

Swiadczenia kg 67,10 69,79 ns 0.336
Weight of litter at 20 days of

experiment

Liczba prosiat w miocie w 20.

dniu do§wiadczenia szt./heads 9,70 9,30 ns 0,133
Number of piglets in farrow at

20 days of experiment

Upadki prosiat szt./% 16/14,2 8/ 7,9 * 0,089
Piglet mortality heads/%

Masa ciata prosigcia w miocie

w 20. dniu kg 6,92 7,50 ns 0,075

Body weight of piglet in farrow

at 20 days of experiment

Sredni dzienny przyrost masy

ciata prosigcia g 236 262 ns 0,325
Average daily gain of piglet

*Roznica statystyczna przy P<0,05.
*Significant diference at P<0.05.

Na samym poczatku przedstawienia wynikéw spozycia paszy nalezaloby
wyjasni¢, dlaczego w grupie doswiadczalnej w pierwszym dniu dokarmiania wystapit
wynik ujemy —0,14 (wykres 1). Obserwujac zachowanie prosigt w pierwszym dniu
zauwazono, ze w niektorych miotach osobniki oddawatly kal i mocz do paszy, co
miato wptyw na mase¢ wywazanych niedojadéw. W nastgpnych dniach prowadzenia
badan nie zaobserwowano takiego zachowania prosiat.

W pierwszym okresie zywieniowym $rednie Spozycie paszy przez prosi¢ w grupie
kontrolnej ksztattowato si¢ na poziomie 1,6 g dziennie. W pierwszym dniu ekspery-
mentu pobranie karmy w przeliczeniu na 1 prosi¢ wynosito 0,17 g, a w ostatnim dniu
pierwszego okresu zywieniowego (10 dni) 4,98 g (wykresy 1 i 3). Srednie pobranie
paszy (za okres 10 dni) przez prosi¢ z grupy doswiadczalnej wyniosto 2,4 g w przeli-
czeniu na dzien, a w grupie kontrolnej 1,64 g (tabela 5). W pierwszym dniu
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doswiadczenia spozycie paszy w grupie z dodatkiem zakwaszacza ksztattowato si¢
na poziomie —0,14 g, a w 10. dniu wyniosto juz 6,32 g w przeliczeniu na 1 prosi¢
(wykresy 11 3).

Tabela 5. Wyniki kontroli spozycia paszy przez prosigta od 6. do 28. dnia zycia
Table 5. Results of recording feed intake by piglets from 6 to 28 days of age

e Jednostka Grupy — Groups Istotno$¢ réznic
Wyszczeg6lnienie . .
Ttem miary kontrolna | do$wiadczalna Slgplﬁcance of SEM
Units control experimental differences

Srednie dobowe pobranie paszy
przez miot g 52,03 103,80 H* 4310
Average daily feed intake by
the litter
Srednie pobranie paszy w przeli-
czeniu na 1 prosi¢ g 5,19 11,03 *k 0,584

Average feed intake per piglet

Srednie pobranie paszy przez 1

prosi¢ w I okresie eksperymentu g 1,64 2,40 * 0,016
Average feed intake per piglet in

the first period of experiment

Srednie pobranie paszy przez 1

prosi¢ w II okresie badaf g 8,75 19,67 wx 0,365
Average feed intake per piglet in

the second period of experiment

** — Réznice statystycznie wysokoistotne przy P<0,01. Statistically significant differences at P<0.01.
* — Roznice statystycznie istotne przy P<0,05. Statistically significant differences at P<0.05.

Tak wigc w grupie kontrolnej w pierwszej dekadzie trwania do$wiadczenia
$rednie spozycie paszy przez 1 prosi¢ byto o 46,4% mniejsze w poréwnaniu z grupa
doswiadczalna. Wykres 1 przedstawia ksztattowanie si¢ pobrania karmy w pierwszym
okresie zywieniowym od 1. do 10. dnia. Spozycie paszy w obydwu grupach przez
4 dni trwania do§wiadczenia byto na podobnym poziomie. Moze to wynika¢ z faktu,
ze przez pierwsze dni prosieta oswajaly si¢ z pasza i uczyly si¢ jej pobierania. Od
5. dnia eksperymentu do jego zakonczenia réznice mi¢dzy grupami pod wzgledem
spozycia paszy byly widoczne. W grupie do$wiadczalnej odnotowano wyraznie
wigksze spozycie paszy przez prosigta. Mozna przypuszczaé, ze wicksze pobranie
paszy przez mioty doswiadczalne byto skutkiem podawania im zakwaszacza.

W drugim okresie zywieniowym (od 11. do 20. dnia) $rednie dzienne pobranie
karmy przez prosi¢ w populacji z grupy kontrolnej wynosito 8,75 g (wykresy 2 i 3).
W 11. dniu zywienia spozycie paszy przez prosi¢ta z grupy kontrolnej byto na poziomie
6,86 g, natomiast w ostatnim dniu do§wiadczenia zwigkszyto si¢ do 15,61 g (wykre-
sy 2 1 3). W grupie dos$wiadczalnej, w drugim okresie zywieniowym $rednia dzien-
na konsumpcja paszy w przeliczeniu na prosi¢ osiggneta poziom 19,67 g (tabela 5).
W pierwszym dniu drugiego okresu zywieniowego $rednie dzienne pobranie mieszan-
ki prestarter w grupie doswiadczalnej wyniosto 10,59 g, natomiast w ostatnim dniu
doswiadczenia byto juz na poziomie 31,37 g (wykresy 2 i 3).
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Rys. 1. Dzienne spozycie mieszanki prestarter w pierwszym okresie do§wiadczenia w przeliczeniu na 1 prosi¢

Fig. 1. Daily intake of prestarter mixture per piglet in the first period of experiment
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Rys. 2. Dzienne spozycie mieszanki prestarter w drugim okresie doswiadczenia w przeliczeniu na 1 prosi¢
Fig. 2. Daily intake of prestarter mixture per piglet in the second period of experiment
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Rys. 3. Srednie dzienne spozycie mieszanki prestarter przez 1 prosi¢ w okresie przeprowadzonego
doswiadczenia

Fig. 3. Average daily consumption of prestarter mixture by piglet throughout the experimental period
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Pomiedzy 11. a 20. dniem trwania do$wiadczenia miedzy grupami wystapity
znaczne roznice w pobraniu paszy. Najwiecej paszy, bo az o 125% pobraly oseski z
grupy do$wiadczalnej (tabela 5, wykresy 1, 21 3). Srednie spozycie paszy przez prosie
w drugim okresie badah w grupie doswiadczalnej byto o 86% wigksze w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Roznica ta okazata si¢ statystycznie wysoko istotna (P<0,01).

Srednie spozycie paszy w przeliczeniu na 1 prosi¢ w grupie kontrolnej w catym
okresie badan ksztaltowato si¢ na poziomie 5,19 g, natomiast w grupie doswiadczal-
nej na poziomie 11,03 g (tabela 5).

Na podstawie danych z wykresu 3 mozna stwierdzi¢, ze prosigta pobierajgce
prestarter z dodatkiem zakwaszacza charakteryzowatly si¢ bardziej ustabilizowanym
pobieraniem paszy z dnia na dzien. W drugim okresie badan w grupie tej nie byto
wiekszych odchylen w pobraniu paszy, tak jak to miato miejsce w grupie kontrolne;.

Omowienie wynikow

Uzyskane wyniki wyraznie dowodza, ze ptynny zakwaszacz dodawany do mie-
szanki prestarter w iloSciach 15% (I faza) i 30% (Il faza) spowodowat uzyskanie ko-
rzystnych wynikéw w odchowie prosiat. Odnotowano o 44,4% nizsze upadki prosiat
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Najczestszg przyczyng upadkow prosiat byly bie-
gunki. W innych do§wiadczeniach przeprowadzonych przez Poznanskiego i in. (1997)
oraz Kamyczka i Kujawiaka (1999) wykazano, ze przy zastosowaniu w odchowie
prosiat wegla brunatnego i kwasoéw organicznych oraz zakwaszacza SanoCid upadki
oseskow zmniejszyty sie o ponad 50%. Batorska i Mienkowska-Stepniewska (2000),
uzywajac Aciprolu oraz CAF uzyskaly rowniez o potowe mniejsze upadki oseskow
w porownaniu z grupg kontrolng zwierzat. W badaniach przeprowadzonych przez
Fuhsaiin. (1998), nie odnotowano wogole upadkow prosiat, dokarmianych pasza z do-
datkiem kwasu fumarowego oraz Agricidu. Z kolei Urbanczyk i Hanczakowska (1995)
uwazaja, ze wprowadzenie kwasu fumarowego do mieszanki dla prosiat nie wywiera
wyraznego wplywu na ograniczenie ich Smiertelnosci. Chociaz zdania na ten temat
sa podzielone, to jednak wigkszo$¢ badaczy uwaza, ze podanie zakwaszaczy do pasz
W sposob wyrazny ogranicza upadki prosiat.

Srednie dzienne przyrosty masy ciala prosiat w grupie doswiadczanej w poréwnaniu
z kontrolng byty o 11,5% wyzsze. W do§wiadczeniu wykonanym przez Korniewicza
(2004) wykazano pozytywny wptyw zakwaszacza chronionego na przyrosty masy ciata
prosiat. Stwierdzono poprawe wartosci Srednich dziennych przyrostow prosiato 10,7%.
Rewelacyjne wyniki w tym zakresie uzyskali Eckel i in. (1992) dodajac 1,2% kwasu
mrowkowego do paszy. Przyrosty prosiat byly o 22% wyzsze w poré6wnaniu z grupa
kontrolng. Urbanczyk i Hanczakowska (1995) stosujac dodatek kwasu fumarowego
w odchowie prosigt odnotowali poprawe przyrostow masy ciata o 7,5%. Kamyczek
i Kujawiak (1999) stwierdzili, ze zastosowanie preparatu SanoCid przyczynito si¢ do
zwickszenia masy ciata prosiat o 5,5%. Zdaniem Korniewicza i in. (1996) dodanie
dostepnych na naszym rynku zakwaszaczy powoduje zwickszenie przyrostow masy
prosiat o okoto 10%. Fuchs i in. (2003) stosujac dodatek kwasu cytrynowego do paszy
w ilosci 0,5% uzyskali zwiekszenie tempa wzrostu prosiat o 5%, a dodanie kwasu
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cytrynowego do paszy w ilosci 4,5% przyczynito si¢ do wzrostu srednich dobowych
przyrostow masy ciata prosigt nawet o 20%.

Zastosowanie w badaniach wtasnych ptynnego zakwaszacza spowodowato wzrost
spozycia paszy przez prosieta. Biorgc pod uwage 2 okresy zywieniowe zwigzane
z uzyciem czynnika dos§wiadczalnego wida¢ wyraznie, ze w poréwnaniu z grupg kon-
trolng wzrost pobrania paszy przez prosigta w grupie doswiadczalnej byt bardzo wi-
doczny.

W pierwszym okresie eksperymentu byta to r6znica 46,3%, a w drugim juz pra-
wie 124,8%. W przeliczeniu catego okresu badan wzrost spozycia paszy w grupie
doswiadczalnej w porownaniu z kontrolng byl o 112% wigkszy. Fakt pozytywnego
oddziatywania zakwaszaczy na wzrost i rozwoj prosiat potwierdzaja wyniki badan
uzyskane przez Korniewicza i in. (1990) oraz Korniewicza (2004). W doswiadcze-
niach tych, prosieta ktore otrzymywaty w mieszance dodatek zakwaszacza pobiera-
ty do 12% wigcej paszy, co korzystnie wplywato na poprawe ich cech witalnych.
W badaniach Eckela i in. (1992) dodatek 0,6 1 1,2% kwasu mréwkowego do paszy
przyczynit si¢ do wiekszego jej spozycia (o 14%). Falkowski i in. (2000 a) stwierdzili,
ze dodatek 2% kwasu fumarowego do paszy spowodowal zwigkszenie jej smakowi-
tosci.

Wyniki badan wilasnych wyraznie wskazuja na to, ze potaczenie zakwaszacza
plynnego z pasza typu prestarter oddzialywuje pozytywnie na ograniczenie upadkow
prosiat, poprawe przyrostow masy ciata oraz na zwigkszenie pobrania paszy przez
oseski. Trudno wytlumaczy¢ tak wysoka poprawe wskaznikoéw odchowu prosiat nie
znajac sktadu zakwaszacza. Niestety produkt ten jest chroniony prawami autorskimi.

Opinie oddzialywania zakwaszaczy na badane cechy (ograniczenie upadkow,
wzrost masy ciala i pobieranie paszy przez prosigta) tez sg zréznicowane. Dla przy-
ktadu, Partanen i Mroz (1999) uzyskali mniejsze przyrosty masy ciata u prosiat do-
karmianych pasza z dodatkiem zakwaszaczy w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zda-
niem Falkowskigo i in. (2000 b) na pobranie paszy wptywaja tez jej walory smakowe.
Wykonane przez tych autorow doswiadczenie z udzialem kwasu fumarowego jako
dodatku do mieszanki wskazuje, ze zwickszone dawki kwasu fumarowego z 2 do 4%
w paszy spowodowaly zmniejszenie pobrania paszy przez prosigta.

Przeprowadzone przez Mroza i in. (1998), Rotha i in. (1993), Partanena i Mroza
(1999), Blanka i in. (1998) oraz Eckela i in. (1992) do§wiadczenia wykazaly, ze do-
dawanie kwasoéw organicznych do mieszanki paszowej dla prosigt przyczyniato si¢
zawsze do wyraznej poprawy wynikow odchowu oseskéw. W doswiadczeniach tych
udowodniono, ze ilo$¢ i forma podawanego zakwaszacza mialy na celu ograniczenie
dziatania niekorzystnej flory bakteryjnej, co miato tez pozytywny wplyw na wyniki
odchowu prosiat.

Biorac pod uwage uzyskane wyniki badan wiasnych w odchowie prosiat mozna
stwierdzi¢, ze ilos¢ i forma podania ptynnego zakwaszacza jako dodatku do mie-
szanki prestarter przyczynita si¢ do wyraznej poprawy wskaznikow w odchowie pro-
sigt.
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Whioski

Z przeprowadzonego eksperymentu wynikaja nastepujace wnioski:

— rozpoczecie dokarmiania od 7. dnia Zycia prosiat ssacych mieszanka prestarter
z dodatkiem ptynnego zakwaszacza w ilo$ci 15 i 30% masy mieszanki przyczynito
si¢ do wyraznego zwigkszenia jej pobrania i tym samym do poprawy wynikow
odchowu,

— zastosowanie zakwaszacza ptynnego wraz z mieszanka prestarter przyczynito si¢
do ograniczenia upadkow prosigt w grupie do§wiadczalnej o 44,4% w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Roznica statystycznie istotna przy (P<0,05),

— zakwaszacz w polaczeniu z mieszankg petnoporcjowa typu prestarter mogt miec
pozytywny wplyw na smakowito$¢ paszy, o czym $wiadczy¢é moze zwigkszenie
0 112% jej spozycia przez prosicta w grupie do§wiadczanej w poréwnaniu z grupa
kontrolng, co miato korzystny wplyw na poprawg¢ tempa wzrostu prosiat. W zakre-
sie pobrania paszy przez prosicta, pomigdzy grupami odnotowano réznice statysty-
cznie istotne i wysoko istotne (P<0,0510,01).
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Zatwierdzono do druku 19 IV 2011

MAREK RAJCHERT, PAWEL GAJEWCZYK, EDYTA PLAZAK

Effect of using liquid acidifier with prestarter diet on rearing performance of piglets

SUMMARY

The aim of the experiment was to determine the effect of adding an acidifier to the complete prestarter
diet for suckling pigs on improving their rearing performance. The experiment was conducted in a com-
mercial farm with a base herd of 1170 sows. Analysis was made of 20 litters, which were divided into two
groups: experimental and control, each consisting of 10 litters. The experiment lasted 20 days. Through-
out the experiment, piglets were fed a diet without the acidifier from 7 to 28 days of age. Piglets in the
experimental group were fed a diet with natural acidifier for 20 days. During the first 10 days the acidifier
formed 15% of the feed weight and during the next 10 days it was increased up to 30%.

The results of the experiment proved that the acidifier could positively influence feed palatability,
which translated into increased feed consumption in the experimental group by 112% in comparison to the
control group. The feed supplement also had a positive effect on decreasing mortality among the sucklings
by 45% and on increasing piglet weight by 17.5%. It is concluded that the natural acidifier had a favour-
able and significant effect on the amount of consumed feed and on reducing piglet mortality.

Key words: piglets, natural acidifier, rearing results
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ROLA WAPNIA I ZELAZA W ZYWIENIU INTENSYWNIE
UZYTKOWANYCH SAMIC KROLIKOW

Agnieszka Chelminska, Dorota Kowalska

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dziat Ochrony Zarodkéw Genetycznych Zwierzat,
32-083 Balice k. Krakowa

U intensywnie uzytkowanych krélic wzrasta zapotrzebowanie pokarmowe na skladniki
mineralne, a zwlaszcza Ca, P, Fe i Zn. Niedobor tych pierwiastkow w paszy powoduje,
ze samice uruchamiajq rezerwy wilasnego organizmu na pokrycie potrzeb wynikajgcych
z szybko rosngcej produkcji mleka i jednoczesnego wzrostu masy kostnej rozwijajgcych
sie ptodow. Celem prowadzonych badan byto okreslenie wplywu zréznicowanego poziomu
Ca i Fe dla krélic intensywnie uzytkowanych na liczebnos¢ miotu, sklad mleka, liczbe
odchowanych kréliczqt oraz ich mase ciata w okresie od urodzenia do 35. dnia Zycia.
Material badawczy stanowily samice krolikow rasy NB (40 szt.) podzielone na dwie grupy
i catos¢ uzyskanego potomstwa z 5 kolejnych miotow. Grupa I zywiona byta petnoporcjo-
wq mieszankq granulowangq z 1% udziatem premiksu witaminowo-mineralnego. W grupie
1l krélicom podawano premiks mineralno-witaminowy ze zwiekszonym o 50% udziatem
Ca i Fe. Stwierdzono, ze zwigkszony udziat Ca i Fe w paszy miaf dodatni wpltyw na mlecz-
nos¢ samic, masg miotu w poszczegolnych dniach odchowu oraz procent odchowanych do
35. dnia zycia kréliczqt.

W ciggu ostatnich kilkunastu lat chow i hodowla krolikow przeszly wiele prze-
mian. Przy malejacej systematycznie roli uzytkowos$ci futerkowej coraz wigkszej
wagi zaczety nabiera¢ badania nad wzrostem krolikow w aspekcie uzytkowania mies-
nego. Jest to zwigzane z wigksza dbaloscig spoteczenstwa o zdrowie i z poszukiwa-
niem zywnosci niskotluszczowej o wysokich walorach dietetycznych.

Aby sprosta¢ wzrastajagcemu zapotrzebowaniu na ten gatunek miesa, krajowi pro-
ducenci migsa kréliczego wprowadzili na fermach intensywny system rozptodu po-
legajacy na kryciu samic w 2. dniu lub od 7. do 10. dnia po wykocie. Prowadzi to do
naktadania na siebie dwoch faz — laktacji i kolejnej cigzy. U tak eksploatowanych
krolic wzrasta zapotrzebowanie pokarmowe na sktadniki mineralne, a zwlaszcza na
Ca, P, Fe i Zn (Xiccato, 1996). Niedobor tych pierwiastkow w paszy powoduje uru-
chamianie rezerw wlasnego organizmu na pokrycie potrzeb wynikajacych z szybko
rosngcej produkcji mleka i jednoczesnego wzrostu masy kostnej rozwijajacych sie
ptodéw. Moze to by¢ przyczyng wielu schorzen, a takze uniemozliwia¢ regeneracje
organizmu samicy, co negatywnie wptywa na uzytkowos¢ rozptodows.
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W ostatnim czasie zwrocono réwniez uwage na wysokg $miertelnos¢ kroliczat
w okresie odchowu przy matkach, jak tez na ich stosunkowo niskie przyrosty dzienne.
Badajac wskazniki hematologiczne u mtodych kréliczat czesto stwierdza si¢ zmniej-
szenie liczby krwinek czerwonych 1 obnizenie warto$ci wskaznikow czerwonokrwin-
kowych, co moze wskazywaé na niedobor Fe w mleku matek. Dla mtodych kroliczat
do wieku 19-21 dni zycia mleko matki jest jedynym pokarmem; dopiero po tym okre-
sie zaczynajg one pobierac pasze state.

W krajowym pismiennictwie wystepuje stosunkowo niewiele pozycji dotycza-
cych zapotrzebowania krolikow na mikro-, i makroelementy. Utrudnia to pracg ferm
towarowych, w ktorych intensyfikacja produkcji stawia szczegdlne wymagania doty-
czace zywienia i jakosci paszy. Sktadniki mineralne sg najczesciej wprowadzane do
diety krolikow w iloéciach zgodnych z zaleceniami zawartymi w Normach Zywienia
Migsozernych i Ro$linozernych Zwierzat Futerkowych opracowanych w 1994 roku.
Normy te nie uwzgledniaja jednak potrzeb samic jednocze$nie kotnych i karmiacych.
Dla tej grupy przyjmuje si¢ zalecenia zywieniowe jak dla samic ci¢zarnych, stad ilo-
$ci te mogg by¢ niewystarczajace.

Wapn jest podstawowym pierwiastkiem budulcowym organizmu zwierzecego.
Stanowi on ponad 1,5% masy ciata, co odpowiada 40% udziatu wszystkich sktad-
nikéw mineralnych. Wapn prawie w catosci (99%) wchodzi w sktad kosci 1 zebow.
Tylko 1% wystepuje w tkankach i ptynach ustrojowych. Zelazo jest pierwiastkiem
warunkujagcym erytropoeze, wchodzi bowiem w sklad czasteczki hemoglobiny,
w ktérej wystepuje w okoto 50% ogodlnej ilosci zelaza w organizmie. Gtownym jego
zrédlem jest pasza. Dostgpno$¢ jest regulowana gtownie przepuszczalno$cig btony
sluzowej jelit.

Celem prowadzonych badan byto okreslenie wptywu zréznicowanego dodatku Ca
i Fe dla krolic intensywnie krytych (w 2. dniu po wykocie) na liczebno$¢ miotow,
sktad mleka, liczbe kréliczat odchowanych do 35. dnia Zycia oraz masg¢ ciata w po-
szczegblnych dniach odchowu.

Material i metody

Materiat badawczy stanowity 5-miesigczne samice krolikow rasy nowozelandz-
kiej biatej (NB), podzielone na dwie grupy po 20 sztuk w kazdej oraz cato$¢ uzy-
skanego po nich potomstwa w 5 kolejnych miotach. Wszystkie zwierzgta pochodzity
z fermy uznanej nalezacej do Instytutu Zootechniki PIB.

Utworzono dwie grupy zywieniowe:

— Grupa I — kontrolna — zywiona granulowang mieszankg podstawowg o standar-
dowej recepturze;

— Grupa II — zywiona granulowana mieszankg ze zwigkszonym o 50% udzialem
CaiFe.

Samice wraz z mtodymi utrzymywane byly pojedynczo, w klatkach na glgbokiej
$cidtce, w pomieszczeniu zamknigtym nieogrzewanym.

Pelnoporcjowa mieszanka granulowana, ktorg zywione byly zwierzgta, zawierata
w swoim sktadzie susz z lucerny (26%), $rutg jeczmienng (25%), $rute kukurydziang
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(18%), srute sojowa poekstrakcyjng (8%), otrgby pszenne (18,6%), mleko w proszku
(2%), drozdze pastewne (1%), NaCl (0,4%) i premiks mieszanki witaminowo-mine-
ralnej (1%). W grupie doswiadczalnej (I1I) zwierzeta otrzymywaty premiks mieszan-
ki witaminowo-mineralnej ze zwigkszonym o 50% udzialem Ca i Fe. Potrzebne do
doswiadczenia dodatki mineralno-witaminowe wykonano w Wytworni Premiksow
LNB Poland Sp. z o0.0. w Kiszkowie. Premiks podstawowy dla krolikéw zawierat
w 1 kg witaminy: A — 1000 000 j.m., D, — 150 000 j.m., E (DI-Alpha Tokoferol) —
2727 mg, K, — 52 mg, B, — 50 mg, B, — 400 mg, B, — 2000 mg, B,— 787 mg, B, -
50 mg, B, — 1500 mcg, biotyna — 10 000 mcg, chlorek choliny — 12 500 mg, kwas
foliowy — 57 mg, mineraty: Fe — 5000 mg, Mn — 7500 mg, Cu — 750 mg, Zn —
5000 mg, I — 100 mg, Co — 100 mg, Se — 20 mg, Ca — 27,8%.

Warunki zoohigieniczne i technologiczne na fermie byty zgodne z ogéInymi zato-
zeniami dla tego rodzaju produkcji. Zwierzgta objete zostaly programem profilaktyki
weterynaryjnej przewidzianej dla tej grupy zwierzat.

Z wyprodukowanej partii pasz z 7 miejsc zostaty pobrane probki czastkowe, do
przeprowadzenia podstawowych analiz chemicznych. Oznaczona zostata zawarto$§¢
suchej masy (SOP* M.011:2006), biatka surowego (SOP* M.007:2006), thuszczu su-
rowego (SOP* M.013:2006), widkna surowego (SOP* M.012:2006) i popiotu suro-
wego (SOP* M.014:2007) oraz wapnia i zelaza metoda absorpcyjnej spektrometrii
atomowej (AAS).

Analiza chemiczna podstawowej mieszanki paszowej wykazata zawarto$¢ sktad-
nikow pokarmowych na poziomie: sucha masa — 84,05%, popidt surowy — 5,27%,
biatko ogdlne — 16,21%, ttuszcz surowy — 3,24%, wtokno surowe — 13,12%, bezazo-
towe wyciggowe — 46,21%.

Oznaczona w badaniach zawarto$¢ wapnia i zelaza w pelnoporcjowych mieszan-
kach tresciwych wynosita odpowiednio: Ca w grupie [ — 9,95 mg/g, w I — 12,1 mg/g
i Fe w grupie I — 207,32 pg/g, w 11 — 313,52 pg/g.

Samice kryto intensywnie w 2. dniu po wykocie. W 10. dniu laktacji pobrano od
nich probki mleka, oznaczajac zawartos¢ suchej masy, biatka, thuszczu i laktozy oraz
poziom Ca i Fe. Mleko pobierano recznie do probki zbiorczej (tacznie 150 ml) od
5 samic z kazdej grupy w kazdym z 5 miotéw. Analiz¢ chemiczng mleka wykonano
przy uzyciu aparatu Milko Scan 133B.

Oznaczenie wapnia i zelaza w mleku przeprowadzono metoda absorpcyjnej spek-
tometrii atomowej (AAS) — metoda ptomieniowa.

W czasie trwania dos§wiadczenia zbierano nastepujace dane: liczba krolikow uro-
dzonych w miocie, mase 1 sztuki w 1 dobie po urodzeniu oraz w 21. 1 35. dniu zycia,
liczebnos$¢ kroliczat w poszczegdlnych dniach odchowu.

W 35. dniu zycia mlodych kréliczat pobrano po 1 ml krwi od 10 losowo wybra-
nych sztuk (pochodzgcych od réznych samic), z kazdej grupy i z kazdego z 5 miotow
w celu oznaczenia wskaznikoéw hematologicznych. Krew pobierano z zyly usznej,
a parametry oznaczano przy pomocy aparatu ABC Vet.

*Standard Operation Procedure, M — numer procedury w Centralnym Laboratorium IZ PIB.
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Obliczenia statystyczne wykonano przy uzyciu pakietu Statistica 7. Dla zbadania
ro6znic miedzy miotami w obrgbie poszczegodlnych grup zastosowano dwuczynnikowa
analize wariancji.

Wyniki

Sktad chemiczny mleka kroliczego pobranego w 10. dniu laktacji krélic przedsta-
wiono w tabeli 1.

Tabela 1. Sktad chemiczny mleka kroliczego dla kolejnych 5 miotéw samic
Table 1. Chemical composition of rabbit milk for 5 consecutive litters

Sktadniki Grupa I/miot Grupa II/miot
pokarmowe Group I/litter Group II/litter
(%)
Nutrients 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
(%)

Suchamasa 30,55 32,51 30,25 3325 3425 31,56 3221 33,21 34,56 32,33
Solids

Bialtko 1290 12,64 1320 11,61 9,97 12,52 13,43 12,12 12,32 11,90
Protein

Thuszez 1555 1595 16,19 16,95 17,29 16,12 15,42 15,32 16,95 1791
Fat

Laktoza 2,11 2,25 2,31 2,16 2,29 2,64 2,89 2,33 2,22 2,39
Lactose

Tabela 2. Zawarto$¢ wapnia i Zelaza w mleku kroliczym
Table 2. Calcium and iron content of rabbit milk

Wyszcezegdlnienie Miot Grupa | Grupa II
Item Litter Group 1 Group 11
mgCa/g 1 5,24 5,74
2 6,34 6,54
3 3,81 4,88
4 3,39 6,14
5 4,17 4,68
Srednia dla 5 miotow 4,59+0,53 A 5,59+0,36 B
Average for 5 litters
mcgFe/g 1 3,72 4,44
2 3,09 5,15
3 4,44 6,94
4 4,44 4,20
5 4,63 5,70
Srednia dla 5 miotow 4,06+0,28 A 5,29+0,49 B

Average for 5 litters

Liczby w wierszach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie (a, b — P<0,05, A, B — P<0,01).
Means marked with different letters differ significantly (a, b — P<0.05, A, B — P<0.01).
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Wyzsze ilosci wapnia w mleku krolic stwierdzono w grupie 11, wysokie warto$ci
utrzymywaly si¢ we wszystkich 5 miotach samic. Poczawszy od trzeciej laktacji za-
rowno w grupie I jak i II ilo§¢ wapnia wydzielonego w mleku zaczynata male¢.

Wyzsze warto$ci poziomu Zelaza stwierdzono w mleku samic grupy II, przy czym
ilo$¢ tego pierwiastka byta najwyzsza w 2., 3. 1 5. laktacji (tab. 2).

Zwigkszenie udzialu Ca i Fe w premiksie mieszanki granulowanej spowodowato
istotny wzrost liczby kréliczat urodzonych i odchowanych w miocie (tab. 3). Pod
wzgledem liczebnosci miotu w dniu urodzenia stwierdzono istotne roznice (P<0,05)
pomigdzy badanymi grupami, natomiast wysoko istotne (P<0,01) w masie ciala kro-
liczat. Nie stwierdzono interakcji pomiedzy badanymi cechami.

W 21. dniu zycia mtodych kroliczat stwierdzono statystycznie wysoko istotne
roéznice w liczebno$ci miotu i w masie ciata zwierzat pomiedzy badanymi grupami.
Wykazano réwniez interakcje (P<0,01) miedzy grupa i kolejnym miotem a masa ciata
1 sztuki.

Statystycznie wysoka istotno$¢ roznic w liczebno$ci miotu i masie ciata pomiedzy
grupami utrzymywatla si¢ w dalszym okresie odchowu, tj. w 35. dniu Zycia. Istotno$¢
interakcji przy 0,01<P<0,05 wystapita pomiedzy grupa i kolejnym miotem a masa
ciata 1 sztuki w 35. dniu Zycia.

Tabela 3. Wplyw czynnikow: grupa zywieniowa i kolejny miot na liczebnos$¢ i mas¢ miotu w wybra-
nych dniach odchowu
Table 3. Effect of feeding group and litter number on litter size and weight on some days of rearing

Liczebnos¢ | Masa ciala 1 szt. | Liczebno$¢ | Masa ciata 1 szt. | Liczebno§¢ | Masa ciata 1
(szt) (& (szt) (& (szt) szt. (g)
Litter size | Body weight of | Litter size | Body weight of | Litter size | Body weight of
Dane (head) 1 animal (g) (head) 1 animal (g) (head) 1 animal (g)
w dniu urodzenia w 21. dniu zycia w 35. dniu zycia
at birth at 21 days of age at 35 days of age
X X X X X X

Ogoétem 7,09+26,03 62,74+62,74 6,29+53,97  326,62+22,48 6,23+24,65 737,86+20,84
Total

Grupa

Group 6,77+26,61 a 58,28+29,92 A 5,84+27,35 A 317,60+21,35 A 5,80+27,0 A 696,84+22,36 A
I 7,41£25,45b 67,20+27,95B  6,74+26,62 B 335,65+23,62 B  6,66+22,3 B 778,88+19,33 B
I

Miot

Litter 6,70£25,32 55,89+26,42 A  5,78426,61 Aa29525+24.61 A 5,64+28,2 A 695,284+21,61 A

1 7,28422,73 56,86+22,45 AC 6,58+21,75b 293,52+20,55 AC 6,51+21,9B 717,14£19,05 B
2 7,35+24,01 62,82+27,72 BCD 6,41+£26,14 b 347,94+2323 B  6,39+25,9 778,09+22,32 B
3 7,27421,36  67,03+29,91 BDa 6,66+21,36 Bb 329,60+17,45B  6,66+21,3B 724,48+19,01 B
4 7,10+£30,80 60,58+34,94 b 6,11£29,38 ac 351,29+£19,92 B 6,09+29,1 787,09+23,56 B
5 sk *

Interak-

cja

Inte-

raction

Liczby w kolumnie oznaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie (a, b — P<0,05, A, B, C, D — P<0,01).
Numbers in columns marked with different letters differ significantly (a, b — P<0.05, A, B, C, D — P<0.01).
*Istotno$¢ interakcji przy 0,01<P<0,05; *Significant interaction at 0.01<P<0.0.5.

**]stotnos¢ interakcji przy P<0,01; **Significant interaction at P<0.01.
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W grupie I procent upadkéw w okresie od urodzenia do odsadzenia w 35. dniu
zycia wynosit 14,3, natomiast w grupie 11 10,1 (tab. 4).

Tabela 4. Upadki w poszczegodlnych okresach odchowu (%) ($rednie dla 5 kolejnych miotéw samic)
Table 4. Mortality in different rearing periods (%) (means for 5 consecutive litters)

Grupa Upadki do 21. dnia zycia Ulgf:it(;l(i)td 2fic.)r(11102315t.0d§ ;a dzaycsla Upadki ogdtem
Group Mortality to 21 days of age Y of age Y Total mortality
I 13,73 0,68 14,32
I 9,04 1,18 10,12

Wszystkie uzyskane warto$ci wskaznikow hematologicznych u mtodych kroliczat
(35. dzien zycia) miescity si¢ w zakresie warto$ci referencyjnych podawanych przez
Winnickg (1998) dla tej grupy zwierzat (tab. 5). Niemniej jednak od 3. miotu samic
z grupy kontrolnej obserwowano tendencje spadkowg dla RBC, PLT, MCV, MCH
i MCHC. U 3 sztuk z miotow 4. i 5. w grupie I stwierdzono spadek warto§ci wskaz-
nika RBC ponizej warto$ci referencyjnych. W grupie Il warto$ci te utrzymywaty sie
w kolejnych miotach na zblizonym poziomie.

Oméwienie wynikow

Uwalnianie duzych ilosci wapnia (od 1,5 do 2 g/dzien) w mleku krolic, a takze
wykorzystanie tego pierwiastka do budowy uktadu kostnego rozwijajacego si¢ ptodu,
moze powodowac niedobodr tego sktadnika u intensywnie eksploatowanych samic.
W przeciwienstwie do innych gatunkéw zwierzat, poziom Ca w osoczu krwi krolikow
zalezy gtéwnie od ilosci Ca zawartego w diecie (Cheeke, 1987). Niedobor Ca w paszy
dla dorostych krolikoéw powoduje czesto konieczno$¢ uruchomienia rezerw wiasnych
organizmu, co moze powodowa¢ odwapnienie oraz osteomalacje (rozmigkanie, ta-
mikost) kosci, trudnosci w krzepnigciu krwi, nieprawidlowo$ci metaboliczne, a tak-
ze by¢ przyczyng poronien 1 matej Zywotnos$ci miotéw czy tezyczki poporodowe;.
U mtodych kréliczat moga wystgpi¢ zaburzenia w kostnieniu, co uwidacznia si¢ krzy-
wicg, oslabionym tempem wzrostu czy allotriofagia (lizawo$¢). Nadmiar wapnia jest
u krolikow wydalany gtownie w kale oraz w mniejszym stopniu z moczem (McDo-
well, 1992).

Do prawidlowego wchianiania wapnia z paszy i zachowania homeostazy niezbed-
ne jest utrzymanie w organizmie rownowagi mi¢dzy kationami i anionami, tzn. mig-
dzy Ca*, K*, Mg*, Na” a CI', HCO,, PO,". Wazng rol¢ w gospodarce wapniowej
petni tez witamina D,.

Kampheus (1991) stwierdzit, ze u krélikéw zwickszona obecno§¢ Ca w osoczu
krwi, aorcie i nerkach jest stymulowana obecnos$cia cholekalcyferolu. Absorpcji wap-
nia sprzyja laktoza zakwaszajaca srodowisko przewodu pokarmowego, a takze uzu-
petnienie diety lizyng. Stopien wchlaniania tego pierwiastka moze zatem wahac si¢
w szerokim zakresie od 30 do prawie 80%.
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Wyzsza zawarto§¢ Ca w paszy dla samic grupy Il wptyneta na wielko$¢ miotu
oraz zmniejszenie §miertelnosci pourodzeniowej i poodsadzeniowej. Podobne wyniki
uzyskali Assane iin. (1994). Autorzy uwazaja, ze zmniejszenie Smiertelnosci i zwiek-
szenie wielko$ci miotu mozna thumaczy¢ wyzsza proporcja Ca do P, ktora zwigksza
retencje Ca.

Zwigkszenie o 50% ilosci Fe w mieszance tresciwej samic krolikow spowodowato
wyzsze wydzielanie tego pierwiastka w mleku. Bylo ono najwyzsze w 3. laktacji,
natomiast w pozostatych utrzymywato si¢ na podobnym poziomie, co wskazuje na
pozytywny efekt zwigkszenia ilo$ci tego pierwiastka w paszy dla samic jednocze$nie
kotnych i karmigcych.

Wochlanianie zelaza oceniane jest na okolo 5-10%, przy czym nizsza absorpcje
cechuje zelazo niehemowe. Proces wchlaniania Zelaza zmniejszaja liczne sktadniki
pokarmowe jak fosforany, szczawiany, fityniany, witamina E czy niektdre pierwiastki
jak cynk, kobalt, mangan i nikiel. Absorpcj¢ zwigkszaja natomiast witamina C oraz
wapn 1 miedz. Stad wazne wydaje si¢ odpowiednie zbilansowanie w wapn pasz dla
krélic intensywnie krytych.

Podstawowe objawy niedoboru Fe w organizmie to zmniejszenie syntezy hemo-
globiny i w efekcie niedokrwisto$¢, zaburzenia metabolizmu witamin z grupy B czy
zmiany behawioralne, jak: mniejsza aktywnos¢, ostabienie czy szybkie megczenie sie.
Niedobory Zelaza w diecie powoduja gtéwnie uruchomienie jego rezerw ze szpiku
kostnego (Frewin i in., 1997; Anders, 1999). Przy glebokim deficycie Fe obniza si¢
poziom hemoglobiny, co prowadzi do anemii. Niedokrwisto$¢ u samic obniza ptod-
no$¢ (mtode rodza si¢ stabe i wiekszo$¢ z nich ginie w pierwszych dniach zycia)
natomiast u samcow spermatogeneze (Emerit i in., 2001; Florianczyk, 1996). Nastep-
stwem niedokrwisto$ci u krolikow jest rowniez odbarwienie futra, utrata sprezystosci
1 jedwabistos$ci wltosow (tzw. futro bawelniane).

Wykorzystanie Fe u krélikdw, podobnie jak u przezuwaczy, jest wyzsze niz
u innych zwierzat gospodarskich, gdyz w gospodarce tym pierwiastkiem uczestni-
czg takze bakterie przewodu pokarmowego. Dostepnos¢ Fe regulowana jest gldwnie
przepuszczalno$cig blony $luzowe;j jelit. Zelazo w iloéci powyzej 1250 mg/kg paszy
moze powodowa¢ hemochromatozg¢ prowadzaca do uszkodzenia narzadow, stad we-
dtug dyrektyw Unii Europejskiej dopuszczalna zawarto$¢ Fe w paszy nie moze prze-
kracza¢ tej warto$ci (Hirayama i Yasutake, 1998).

Zwigkszone zapotrzebowanie na zelazo wystepuje u zwierzat w okresie inten-
sywnego wzrostu, nasilonej produkcji i cigzy. Glownym objawem niedoboru zelaza
w organizmie w takich okresach jest zahamowanie tempa wzrostu, niewydolno$¢ fi-
zjologiczna, tachykardia, dusznos$¢ oraz blado$¢ bton §luzowych w wyniku niedo-
krwistosci.

Stwierdzono, ze w mleku samic zawarto$¢ tego pierwiastka jest z reguty niewiel-
ka, pomimo to jednak u krélic, w zwigzku z rodzeniem licznych i szybko rosnacych
miotow, zapotrzebowanie na ten pierwiastek jest stosunkowo wysokie. Wielko$¢ re-
zerw Fe wystarcza na pierwsze 4-5 dni zycia kroliczat (Anders, 1999). Stad tez przy
bardzo licznych miotach (powyzej 8 sztuk) niedobdr Fe moze by¢ szczegolnie niebez-
pieczny. Na niektorych fermach we Wtoszech i Francji mlodym krélicz¢tom podaje
si¢ uzupetniajace preparaty zelazowe.
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Najwiecej zelaza wigze hemoglobina (60-70%), dalej mioglobina (10-15%). Po-
zostata ilo$¢ zawarta jest w cytochromach, enzymach (katalaza, peroksydaza) oraz
w takich zwigzkach, jak: transferryna, laktoferyna, ferrytyna i hemosyderyna (Ponka,
1999).

Analizujac upadki zwierzat nalezy stwierdzi¢, ze udzial premiksu o wyzszej za-
warto$ci zelaza i wapnia przyczynil si¢ do zmniejszenia upadkdéw zwierzat o 4%
w porownaniu do grupy kontrolnej. Za zwickszeniem ilo$ci omawianych pierwiast-
kow w paszy przemawia rowniez prawidtowy obraz krwinkowy u mtodych kroli-
czat.

Podsumowujac uzyskane wyniki nalezy stwierdzi¢, ze zwigkszenie w mie-
szance paszowej dla krolic intensywnie krytych poziomu Ca i Fe spowodowato
wigksze uwalnianie tych pierwiastkow do mleka. Wplynelo to korzystnie na
liczebnos¢ (P<0,05) i mase¢ urodzonego miotu (P<0,01) oraz przyrosty miodych
kroéliczat do 21. dnia zycia — w okresie, kiedy mleko matki stanowi ich jedyny po-
karm, jak rowniez w okresie migdzy 21. a 35. dniem, kiedy zaczynajg one pobieraé
pasze stale.
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AGNIESZKA CHEEMINSKA, DOROTA KOWALSKA
Role of calcium and iron in the feeding of intensively reared rabbit does
SUMMARY

Intensively reared rabbit does show an increasing nutrient requirement for minerals, in particular Ca,
P, Fe and Zn. Dietary deficiency of these elements makes rabbit does mobilize their body reserves to sup-
port rapidly increasing milk production and bone mass of developing fetuses. The aim of the study was to
determine the effect of different Ca and Fe levels in the diets of intensively reared does on litter size, milk
composition, number of reared rabbits and their body weight from weaning to 35 days of age.

Subjects were 40 New Zealand White rabbit does divided into two groups and all of their offspring
from 5 successive litters. Group I was fed a complete pelleted feed with 1% vitamin-mineral premix.
Group II received the vitamin-mineral premix with a 50% higher proportion of Ca and Fe. The increased
proportion of Ca and Fe in the diets had a positive effect on milk yield, litter weight on different days of
rearing, and percentage of rabbits reared to 35 days.

Key words: rabbits, calcium, iron, milk, rearing of rabbits
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ODDZIALYWANIE BODZCOW ZAPACHOWYCH NA WARCHLAKI
W OKRESIE OKOLOODSADZENIOWYM

Agata Szewczyk

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dziat Technologii Ekologii i Ekonomiki Produkcji
Zwierzgeej, 32-083 Balice k. Krakowa

Celem pracy bylo okreslenie wplywu bodzcow zapachowych na mozliwosé zredukowa-
nia objawow stresu odsadzenia u warchlakow. Material doswiadczalny stanowito 2250
warchlakoéw mieszancow towarowych, utrzymywanych w identycznych liczbowo grupach,
bezsciolowo, z zywieniem wediug przyjetego na fermie schematu, w ogrzewanych i mecha-
nicznie wentylowanych pomieszczeniach. Przeprowadzono dwa zadania: jedno dotyczqce
wplywu odorantow maskujgcych na ograniczenie agresji warchlakow w trakcie lgczenia
w grupy oraz drugie, polegajgce na okresleniu wptywu stymulatoréw zapachowych na
zachowania pokarmowe w stresie poodsadzeniowym. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze zapachami, ktore ograniczyly wystepowanie zachowan agresywnych byly:
zapach knura, a takze skatol i ocet. Natomiast pozytywny wplyw na czestotliwosé pobiera-
nia paszy majq zapachy trawy, mleka i jablek.

Jednym z proceséw technologicznych przeprowadzanych na §winiach jest zabieg
odsadzania prosiat, ktory zarowno dla prosiat, jak i loch jest silnym bodzcem streso-
wym. Jest to zabieg, ktory poprzez swoja wysoka stresogenno$¢ powoduje w organi-
zmie §win wiele zmian, zaréwno fizjologicznych, jak i psychiczno-emocjonalnych,
prowadzacych do obnizenia poziomu dobrostanu. Badanie skutkow stresu odsadzenia
nastrecza wiele trudnos$ci, gdyz pomimo ze sam zabieg jest bodzcem chwilowym, to
jego oddziatywanie jest rozciggniete w czasie. Oceniajac jego wplyw na organizm
prosiat, mozna oprze¢ si¢ jedynie na definicjach stresu chwilowego i chronicznego,
cho¢ zadna z nich nie odzwierciedla w pelni zmian zachodzacych pod wptywem tego
zabiegu.

Zabieg odsadzania gwaltownie i calkowicie zmienia status mtodych zwierzat: od
petnego uzaleznienia od matki-lochy, zwigzanego z zywieniem i zalezno$ciami so-
cjalnymi do kompletnej niezalezno$ci, wraz ze zmiang $rodowiska i przejéciem na
odzywianie si¢ paszg stala. Jest to jedna z najbardziej stresujgcych praktyk zootech-
nicznych przeprowadzanych na prosigtach.

Zabieg ten, szczegolnie przy wczesnych terminach, powoduje okresowe zaha-
mowanie wzrostu, ktore rzutuje na dalszy rozw6j oraz zmniejszone pobranie paszy
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i obnizone przyrosty masy ciata prosigt (Held, 2001). Wigkszo$¢ zwierzat adaptuje si¢
po stresie odsadzenia w ciggu 1 do 2 tygodni, nadrabiajgc straty masy ciata. Jednak
niektore §winie nie przystosowuja si¢ do zmienionych warunkéw $rodowiskowych
oraz socjalnych, co skutkuje rozwojem poodsadzeniowego syndromu zahamowania
wzrostu.

Wielu badaczy stwierdza, ze dwuetapowy system odsadzania, czyli odlgczanie
lochy 1 pozostawianie prosiat jeszcze przez tydzien w kojcu porodowym, korzyst-
niej oddziatuje na prosieta, rozktadajac stres w czasie (Lengerken i Pfeiffer, 1991).
Jest to jednak z technologicznego punktu widzenia bardziej ktopotliwe i pracochton-
ne. Prébuje sie rowniez utrzymywac zwierzeta od porodu az do konca tuczu w tym
samym $rodowisku, na przyktad w systemach familijnych, co w znacznym stopniu
podwyzsza efekty produkcyjne, poprzez ograniczenie stresogennych zabiegéw odsa-
dzania, transportu i taczenia w grupy oraz konieczno$ci adaptacji do nowych warun-
kéw (Duija, 1989; Hahn 1 Nienaber, 1989; Lengerken i Pfeiffer, 1991; Ekkel, 1995).
Laczenie miotdw narusza ustalong wczesniej hierarchi¢ i powoduje duzg stresogen-
no$¢ oraz wystgpowanie zachowan agresywnych (Lengerken i Pfeiffer, 1991; Friend
iin., 1983).

Kroétkotrwate zmiany temperatury ciala spowodowane przez stres pobudzajg spe-
cyficzng 1 niespecyficzng odpornos¢ i przez to zapobiegajg infekcjom wywotanym
przez czynniki stresowe. Jednakze dlugo trwajaca gorgczka towarzyszaca zmianom
behawioralnym i hormonalnym, wynikajaca ze stresu spowodowanego na przyktad
przez taczenie grup moze uszkadza¢ komorki, szczegdlnie nerwowe, a takze powodo-
wac ostabienie aktywno$ci, zmniejszenie pobrania paszy, jak rowniez zanik czynno-
$ci troszczenia si¢ o ciato (DeJong, 2000).

Intensywne utrzymanie niosace za sobg zubozenie srodowiska i zmniejszajace do-
stepna powierzchni¢ ogranicza w znacznym stopniu naturalne zachowania prosiat,
takie jak rycie, wykonywanie ruchu, zabawy, grupowe gonitwy, gwattowne zatrzy-
mywanie sie, nagte zwroty 1 skakanie. Do zabaw wlicza si¢ tez pierwsze zachowania
agonistyczne, kontakty nosowe migdzy osobnikami, wzajemne popychanie, sztur-
chanie nosem i grozenie. Po zabiegu odsadzenia w odpowiedzi na drastyczne zmia-
ny w Srodowisku prosieta reaguja rozmaitymi charakterystycznymi zachowaniami.
Wystepuja wtedy zaburzenia w proporcjach pomigdzy naturalnymi zachowaniami,
takimi jak lezenie, ruch, rycie, pobieranie paszy, picie, zabawy, walki. W nowych
grupach miedzy prosietami z réznych miotdw czesto wystepuja zachowania agre-
sywne, zwigzane z walkami, kgsaniem 1 gryzieniem. Wystgpowanie agresji skore-
lowane jest z poziomem kortyzolu w plazmie krwi (Gardner, 2000), chociaz bez-
posrednim skutkiem jej wystgpowania jest wzrost adrenaliny. Wedlug tego samego
autora wigcej zachowan agresywnych wystepuje u prosiat utrzymywanych w kojcach
o wigkszej powierzchni, natomiast w mniejszych kojcach zdarza si¢ wigcej zachowan
oralno-nosowych zwiazanych z wachaniem i gryzieniem innych $win.

Inaczej przedstawia si¢ sytuacja w grupach lgczonych ze sztuk z réznych mio-
tow. Kowalski (1996) wskazuje na réznice w odpowiedzi na stres prosiat tagczonych
po odsadzeniu w zaleznoS$ci od statusu socjalnego osobnikoéw. W dniu taczenia grup
najwyzszy poziom kortyzolu wystgpuje u subdominantow. W 3. dniu od potaczenia
zwierzat najwyzszy poziom kortyzolu wystepuje u dominantéw, a poziom kortyzo-
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lu wyréwnuje si¢ u wszystkich zwierzat do wartosci fizjologicznych w 7. dniu od
potaczenia. Osobniki marginesowe reaguja niewielkim wzrostem poziomu kortyzo-
lu tylko w dniu taczenia. W 3. dniu jest on juz na poziomie fizjologicznym. Fitko
1in. (1992) w podobnych badaniach potwierdzajg wystapienie stresu emocjonalnego
1 somatycznego po taczeniu prosigt w grupy technologiczne, zwigzanego z wyste-
powaniem walk o ustalenie hierarchii. Stwierdzaja oni u osobnikéw dominujgcych
wyzszg odpowiedz zwigzang z wydzielaniem adrenaliny i noradrenaliny, natomiast
u osobnikéw podporzadkowanych wyzsza odpowiedz zwigzang z poziomem korty-
zolu. Fizjologiczne poziomy tych hormonéw odnotowuje si¢ u osobnikéw dominuja-
cych juz po 7 dniach. Natomiast u podporzadkowanych sztuk nadal wystepuja pozio-
my podwyzszone.

Zapach jest pierwszym odczuciem wykrywanym przez §winie, daje pierwszy im-
puls, ktory zachgca §winie do pobierania paszy lub ucieczki czy walki. Moze by¢
przyjemny, zach¢cajacy lub przeciwnie — odstrgczajacy. Spozycie paszy jest jednym
z czynnikéw limitujgcych produkcje zwierzeca. Zmnigjszenie spozycia paszy u $win
wystepuje po odsadzeniu prosiat, kiedy prosieta przechodzg stres spowodowany od-
dzieleniem od matki, zmiang diety z mlecznej na stala, zmiang $rodowiska i tacze-
niem grup. Ostabienie apetytu na tym etapie powoduje zahamowanie wzrostu i straty.
Dlatego uzywanie réznych atraktantéw smakowych i zapachowych w tym okresie
powoduje ztagodzenie skutkow zabiegu i poprawe spozycia paszy, takze znaczng po-
prawe przyrostow masy ciata (Torrallardon, 2000, 2001; McLaughlin, 1983; Jacela,
2010; Pluske, 1996, Roura, 2004).

Wedlug Sommerville’a (1998) wech odgrywa bardzo wazng role w §wiadomosci
zwierzat 1 mozna wykorzystywac ten zmyst, gdy probuje si¢ poprawia¢ dobrostan
zwierzat. Wykorzystanie zmystu wechu i zachowan wechowych moze by¢ nieinwa-
zyjng metodg zmniejszania stresu, spowodowanego na przyklad odsadzeniem. Bada-
nie poziomu kortyzolu i wystgpowanie walk 1 agresji pokazuje, ze taczenie zwierzat
z r6znych miotdw zaburza strukture grupy i powoduje stres trwajacy kilka dni. Sy-
tuacja ta moze by¢ ztagodzona poprzez umozliwienie §winiom kontaktu wechowego
przez pie¢ dni przed tagczeniem, lub przynajmniej kontaktu z zapachem obcych osob-
nikow. Mc Glone (1988) dowodzi, ze androsteron hamuje agresj¢ wsrod miodych
$win. Ta odpowiedZ u §win w okresie wzrostu jest wywotana skojarzeniem wecho-
wym prowadzacym do zachowan podporzadkowania si¢ dorostemu meskiemu osob-
nikowi. Sommerville (1998) sugeruje, ze feromony, a w szczeg6lnosci androsteron,
mozna wykorzystywac¢ do zmniejszania poziomu agresji w grupach §win.

Celem pracy byto okreslenie wplywu bodzcow zapachowych na ograniczenie za-
chowan agresywnych oraz pobudzenie apetytu u warchlakow, czyli mozliwos¢ zredu-
kowania u nich objawow stresu odsadzenia.

Material i metody

Material doswiadczalny stanowito 2250 warchlakéw mieszancow towarowych.
Zwierzeta utrzymywane byly w identycznych liczbowo grupach, bezsciotlowo, z zy-
wieniem wedlug przyjetego na fermie schematu w ogrzewanych i mechanicznie wen-
tylowanych pomieszczeniach.
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Doswiadczenie objeto dwa zadania. Kazde z nich przeprowadzone byto w 3 po-
wtorzeniach, realizowanych w okresie wiosna-jesien.

Zadanie pierwsze polegalo na okresleniu wplywu odorantéw maskujacych na
ograniczenie agresji zwierzat w trakcie taczenia w grupy. Podjete zostaty obserwacje
wplywu zastosowania srodkow zapachowych, takich jak skatol, ocet, mleko, knur,
lawenda, trawa, na ograniczenie zachowan agresywnych warchlakéw w trakcie 1a-
czenia w grupy. Grupe kontrolng stanowity warchlaki, u ktérych nie zastosowano
zadnych substancji zapachowych. Liczebno$¢ zwierzat w kazdej grupie wynosita
50 sztuk. Odoranty zostaly zastosowane zaréwno zwierzat przed potaczeniem, jak
i w kojcu po polaczeniu przez okres 24 godzin z czgstotliwos$cig co 20 minut z au-
tomatycznych atomizeréw. Badaniom poddano behawior warchlakow w zakresie
zachowan agonistycznych oraz pobudzenia lokomotorycznego i poziom hormonéw
stresu w okresie 48 godzin po potaczeniu miotdw. Poziom hormonéw kortyzolu
1 ACTH oznaczono przy pomocy metody radioimmunologicznej, krew pobierana byta
z zyly jarzmowej zawsze rano o tej samej porze (godz. 8.00).

W zadaniu drugim przebadano wplyw stymulatoréw zapachowych na zachowa-
nia zwigzane z pobieraniem pokarmu w stresie poodsadzeniowym. Przebadany zo-
stat wptyw bodZzcow zapachowych na stymulacje pobierania paszy przez odsadzone
warchlaki. Jako aromaty uzyte zostaly syntetyczne substancje zapachowe dostepne
na rynku. Dawkowane one byly z automatycznych atomizeréw umieszczonych w nie-
dostepnej czeséci automatow paszowych z czestotliwoscia co 5 min. Grupe kontrolng
stanowity warchlaki zywione standardowg pasza z zakupu. Zastosowane zostaly na-
stepujace zapachy: trawa, Sciotka, jablko, pot, knur, mleko, gleba. Zwierzgta utrzymy-
wano w grupach po 50 sztuk.

Badaniom poddano behawior warchlakow w zakresie zachowan pokarmowych —
czgstotliwosci 1 czasu pobierania paszy. Zebrane dane opracowano przy pomocy pro-
gramu komputerowego Statgraph, wykorzystujgc metode wieloczynnikowej analizy
wariancji.

Wyniki

Na podstawie 24-godzinnych obserwacji etologicznych realizowanych przy po-
mocy kamer wideo dokonano analizy zachowania si¢ warchlakow poddanych dzia-
taniu odorantéw maskujacych w zakresie zachowan agonistycznych oraz pobudzenia
lokomotorycznego (tab. 1). Najbardziej pobudzone lokomotorycznie byty warchlaki
w grupie, u ktorej zastosowano zapach knura i byly to réznice wysoko istotne w po-
rownaniu do pozostatych grup. Odnotowano istotnos$¢ roznic w ruchliwosci zwierzat
pomigdzy grupami, w ktorych zastosowano skatol i ocet. Wystepowaty tu réznice wy-
soko istotne w poréwnaniu do grup, u ktdrych zastosowano zapachy mleka, lawendy
a takze do grupy kontrolnej, gdzie zaobserwowano najwiecej zachowan agresywnych
1 nizsze pobudzenie lokomotoryczne.

Poziom kortyzolu (tab. 2) w surowicy krwi warchlakow, u ktérych zastosowano
zapach mleka, r6znit si¢ wysoko istotnie w poréwnaniu do poziomu w krwi war-
chlakéw, u ktérych zastosowano zapach knura, skatol, ocet, zapach lawendy i trawy.
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Poziom kortyzolu w surowicy krwi warchlakow, u ktorych zastosowano zapach knu-
ra roznit si¢ istotnie w poréwnaniu do poziomu w krwi warchlakow, u ktoérych za-
stosowano zapach lawendy, a obydwa wymienione od poziomu w krwi warchlakow
u ktorych zastosowano zapach trawy, skatol, ocet oraz od grupy kontrolnej. Poziom
ACTH (tab. 2) w surowicy krwi warchlakow, u ktorych zastosowano zapachy mleka
byt najwyzszy i rdznit si¢ istotnie od pozostatych, réwniez poziom ACTH w surowicy
krwi warchlakow, u ktorych zastosowano zapach lawendy, byt istotnie wyzszy niz
w krwi warchlakow, u ktorych zastosowano zapach knura, trawy, skatol i ocet oraz
od grupy kontrolnej.

Tabela 1 Wptyw zapachow na ograniczenie agresji zwierzat w trakcie taczenia w grupy. Zadanie 1
Table 1. Influence of smell on reduction of piglet aggression during grouping. Task 1

Zapach — Smell

Frekwencja

Frequency mleko knur ocet skatol lawenda trawa | bez zapachu

milk boar vinegar skatole | lavender grass odourless

Ruch 174,6 A 280,16 B 249,87 Cd 255,00 Ce 208,04D 231,2E 1984D
(min/szt/dobg)

Movement

(min/pig/day)

Zachowania 1329D 0,66 Cd 0,83 Cc 0,83Cc 4,08 B 1,66 Ab 1,97 Aa
agresywne

(min/szt/dobg)

Aggressive

behaviour

(min/pig/day)

ab — roznice istotne przy P<0,05.

ab — significant difference at P<0.05.
AB — réznice istotne przy P<0,01.
AB — significant difference at P<0.01.

Tabela 2. Poziom hormondw stresu w okresie 48 godzin po potaczeniu miotéw. Zadanie 1
Table 2. Level of stress hormones during 48 hours after grouping of litters. Task 1

Zapach — Smell
Hormon
Hormone mleko knur ocet skatol lawenda trawa | bez zapachu
milk boar vinegar skatole lavender grass odourless

Kortyzol (nmol/l) 66,90 Bd 58,19 Ab 59,60 Aa 59,12 Aa 62,14 Ac 60,01 Aa 60,10 Aa
Cortisol (nmol/1)

ACTH (pg/ml)  1528¢ 11,08a  1127a 1135A 13,18b  11,66a 11,56a

ab — rdznice istotne przy P<0,05.

ab — significant difference at P<0.05.
AB — roznice istotne przy P<0,01.
AB - significant difference at P<0.01.

Na podstawie 24-godzinnych obserwacji etologicznych rejestrowanych przez ka-
mery wideo dokonano analizy zachowania si¢ warchlakow w zakresie wptywu bodz-
cow zapachowych na stymulacje pobierania paszy (tab. 3). Najczgsdciej 1 najdtuzej
pasza pobierana byla przez zwierzgta, u ktorych zastosowano zapach trawy. Wysta-
pity tu wysoko istotne rdéznice w stosunku do innych grup. Podobne zaleznos$ci od-
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notowano w przypadku zapachow mleka oraz jabtek. Stwierdzono istotno$¢ rdznic
migdzy grupg kontrolng a grupami, u ktérych zastosowano zapachy $ciotki, gleby
i knura. Najrzadziej i najkrocej pobieraty paszg zwierzgta, u ktorych zastosowano
zapach potu; stwierdzono istotno$ci réznic w poréwnaniu do grup, u ktorych zasto-
sowano zapachy $cidtki i gleby, natomiast nie stwierdzono roéznic migdzy grupa,
u ktorej zastosowano zapach potu, a grupa kontrolng.

Tabela 3. Wptyw zapachow na zachowania pokarmowe w stresie poodsadzeniowym. Zadanie 2
Table 3. Influence of smell on feeding behaviour during postweaning stress. Task 2

Zapach — Smell

trawa | $ciotka | jabtko pot knur mleko gleba  |bez zapachu
grass | litter | apple sweat boar milk soil odourless
Czas pobierania
paszy 134C 78Da 109E 722Db 79,83Da 122,3F 80,75 Da 75 Db
(min/szt/dobg)
Duration of feeding
(min/pig/day)

ab — roznice istotne przy P<0,05.

ab — significant difference at P<0.05.
AB - roznice istotne przy P<0,01.
AB - significant difference at P<0.01.

Oméwienie wynikow

Zapach knura wprowadza wsroéd warchlakéw stan zaniepokojenia. Pobudza je ru-
chowo, ale z drugiej strony jako zapach osobnika dominujacego obniza czgstotliwosé
zachowan agonistycznych na tle walki o pozycje w hierarchii stada (Adkins-Regan,
1998).

Zapach mleka z jednej strony wpltywa na zmniejszenie ruchliwo$ci zwierzat, ale
podnosi ilo§¢ zachowan agresywnych. Zapach ten kojarzony jest z obecnoscia lochy,
zwierzeta nie sg pobudzone motorycznie, ale zapach wptywa na silniejsze wykazywa-
nie zachowan agonistycznych, doprowadzajac do demonstracji hierarchii stada na tle
konkurencji o pokarm (Wiepkema, 1987).

Ocet bedacy zwigzkiem o intensywnym zapachu, powoduje zaniepokojenie zwie-
rzat, o czym $wiadczy wzrost ruchliwosci, jednak blokujac odruchy wechowe, po-
woduje zmniejszenie odczuwania zapachu innych warchlakdow, przez co obniza ilo$¢
aktow agresji zwigzanej z ustalaniem si¢ hierarchii stada. Bardzo podobng reakcje
powoduje czes¢ sktadowa zapachu knura — skatol. Ilo§¢ zachowan agresywnych jest
nieznacznie wigksza niz w przypadku zapachu knura, a ruchliwo$¢ warchlakéw jest
mniejsza. W zwiazku z tym poréwnujac oba te zapachy, trzeba interpretowac je jako
zagrozenie. Sam skatol oddziatuje tagodniej jako bardziej identyfikowalny przez war-
chlaki. Zapach knura interpretowany jest jako wieksze zagrozenie.

Zapach trawy pobudza zwierzeta motorycznie, jest zapachem przyjemnym dla
warchlakow, zwiekszenie ruchliwosci powodowane jest checig odnalezienia jego
zrédta. W poréwnaniu do grupy kontrolnej obniza nieznacznie zachowania agresyw-
ne, ktore wystepuja tu zarowno poprzez ksztattowanie si¢ hierarchii stada, jak i na
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tle konkurencji o potencjalny pokarm. Na podstawie wynikow mozna stwierdzi¢, ze
lawenda negatywnie pobudza zwierzeta, zwickszajac 1lo$¢ zachowan agresywnych.

Analizujac poziom kortyzolu w surowicy krwi warchlakow, wobec ktorych za-
stosowano odoranty maskujace (Zadanie 1) mozna stwierdzi¢, ze podwyzszony jego
poziom w surowicy krwi warchlakow, wobec ktorych zastosowano zapach mleka,
$wiadczy o reakcji ich organizmu na stres, ktérego czynnikiem jest tu zapach ko-
jarzony z obecno$cig lochy i powodujacy wicksza manifestacje zachowan agre-
sywnych na tle konkurencji o pokarm. Podobnie podwyzZszenie poziomu kortyzolu
w surowicy krwi warchlakéw, wobec ktérych zastosowano zapach lawendy, §wiad-
czy o reakcji ich organizmu na stres spowodowany nierozpoznawalnym nieprzyjem-
nym zapachem. Analizujac pozostate poziomy kortyzolu w surowicy krwi u warchla-
kéw w innych grupach nie mozna stwierdzi¢ podwyzszonej odpowiedzi na stres po
48 godzinach od wystawienia na bodziec.

Analizujac poziom ACTH w surowicy krwi warchlakow mozna stwierdzi¢ podob-
ng co w przypadku poziomu kortyzolu zalezno$¢. W grupach, u ktorych zastosowano
zapach mleka i lawendy, podwyzszony poziom ACTH jest reakcja na stres. Natomiast
w pozostatych grupach poziom ACTH nie odbiega od warto$ci normatywnych.

Konsekwencja rzadkiego pobierania paszy jest obnizenie odpornosci, podatno$é
na choroby i pasozyty oraz stabe przyrosty. Pobieranie paszy zmniejszaja niekorzyst-
ne warunki §rodowiskowe, socjalne, choroby i stres (McLaughlin, 1983). Przyjemne
zapachy oddziatujg na mozg, wzmagajac apetyt. Warchlaki preferuja zapachy stod-
kie, owocowe, maslane i zielone, pobieraja wtedy wiecej paszy, mozna rowniez wte-
dy odnotowac¢ wsrod nich wigksze przyrosty (Matteri, 2001).

Analizujac zachowanie warchlakéw poddanych dziataniu atraktantow zapacho-
wych w zadaniu drugim, dotyczacym wptywu zapachéw na zachowania pokarmowe,
stwierdzono, podobnie jak inni autorzy, pozytywny wptyw na czestotliwos$¢ pobiera-
nia paszy gdy zastosowano zapachy trawy, mleka i jabtek. Dezodoryzacje réznymi
zapachami mozna z powodzeniem stosowa¢ w produkcji trzody chlewnej jako Srodek
ograniczajacy agresje przy laczeniu grup oraz jako stymulator pobierania paszy.
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Zatwierdzono do druku 21 VI 2011

AGATA SZEWCZYK

Effect of olfactory stimuli on weaners

SUMMARY

The aim of this study was to determine the effect of odour stimuli on the possibility of reducing the
signs of weaning stress in piglets. The experimental material consisted of 2,250 commercial crosses of
piglets kept in groups of the same size without litter. They were fed according to the farm’s feeding scheme
in heated and mechanically ventilated rooms. Two tasks were performed in this experiment. The first was
to determine the influence of masking odorants on reducing aggression in piglets during grouping. The
second task was to determine the impact of olfactory stimulants on feeding behaviour during postweaning
stress. The results showed that aggressive behaviour was reduced by such odours as boar odour, skatole
and vinegar. The smell of grass, milk and apple had a positive impact on feeding frequency.

Key words: weaned piglets, stress, attractant smells, reduction of aggression
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Danych zawartych w tabelach nie nalezy powtarza¢ w postaci graficznej (wykresy, diagramy itp.).

Jesli brak jest danych dla okreslonego parametru, nalezy pozostawic¢ puste miejsce. Jesli konieczny

jest komentarz wyjasniajacy, nalezy uzy¢ skrotu (np. NO) a jego znaczenie wyjasni¢ pod dolng linig

tabeli, np. NO — nie oznaczono lub nie wykryto. Aby oznaczy¢ istotno$¢ réoznic dwoch srednich lub

interakcji czynnikow, nalezy stosowaé dodatkowg kolumng z nagtowkiem ,,poziom istotnosci roznic"
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Przy wickszej od dwoch liczbie $rednich, istotnos¢ rdznic nalezy oznaczy¢ literami umieszczonymi

w tabelach za danymi liczbowymi. Pod dolng linig tabeli nalezy objasni¢ ich znaczenie, np.:
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hipotez badawczych.
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zdjgcie winno by¢ zaznaczone stosownym odno$nikiem lub informacja.

Rysunki i fotografie nalezy sktada¢ w dwoch kompletach.
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