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Prace wskazane jako szczegolne osiagnigcie, o ktorym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy z
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1. Zyciorys naukowy

1.1. Wyksztalcenie

2016 Doktor nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika, temat rozprawy doktorskie;j:
»Wplyw pochodzenia indykéw na wzrost, wyniki produkcyjne i jako$¢ miesa”,
Promotor — Prof. dr hab. Jan Niemiec, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie, Wydzial Nauk o Zwierzgtach, Katedra Szczeg6lowej Hodowli Zwierzat,
Zaktad Hodowli Drobiu.

2011 Magister inzynier zootechniki, temat pracy magisterskiej: ,, Wyniki odchowu indykéw
pochodzacych z dwéch réznych grup genetycznych utrzymywanych w warunkach
chowu pétintensywnego”, Promotor — Dr inz. Malgorzata Stepinska, Szkota Gléwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydzial Nauk o Zwierzetach, Katedra
Szczegdlowej Hodowli Zwierzat, Zaklad Hodowli Drobiu.

2010  Inzynier zootechniki, temat pracy inzynierskiej: ,,Pochodzenie i biologia rozrodu
indykéw”, Promotor — Dr inz. Malgorzata Stepinska, Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Nauk o Zwierzgtach, Katedra Szczegétowej
Hodowli Zwierzat, Zaktad Hodowli Drobiu.

2005  Technik weterynarii po ukonczeniu Policealnego Studium Weterynaryjnego ,,DRUK

TUR” w Warszawie.
1.2. Doswiadczenie zawodowe

Zatrudnienie:

01.10.2016 — do chwili obecnej — adiunkt w Katedrze Hodowli Zwierzat Instytutu Nauk o

Zwierzgtach, Szkoty Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie




01.09.2015 — 30.09.2016 — asystent w Katedrze Szczegélowej Hodowli Zwierzat Wydzialu

Nauk o Zwierzgtach Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Staze:

13.01.2020 — 21.02.2020 — Staz naukowy w Zakladzie Doskonalenia Zwierzat i Drobiarstwa

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

01.07.2013 — 27.09.2013 — Staz naukowy w Laboratorium Jako$ci Surowcéw i Produktow
Pochodzenia Zwierzecego i Pasz Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat Polskiej Akademii

Nauk w Jastrzebcu.

03.08.2009 — 28.08.2009 — Praktyki zawodowe w Specjalistycznym Gospodarstwie
Hodowlanym J. Musielak, filia w Niedabylu. Zdobycie do$wiadczenia w zarzadzaniu stadem
reprodukcyjnym kur niesnych ISA Brown oraz w prowadzeniu masowych legéw kurczat w

przemystowym zakladzie wylegowym.

06.07.2009 — 24.07.2009 — Praktyki zawodowe w Osrodku Hodowli Indykéw we Frednowy
INDYKPOL S.A., Olsztyn. Zdobycie doswiadczenia w sektorach odchowu stad

reprodukcyjnych, reprodukcji i zaktadzie wylegu pisklat.
06.12.2004 — 14.01.2005 — Praktyki w lecznicy weterynaryjnej w Nadarzynie.
Szkolenia:

Ukonczenie  szkolenia ,Nauczyciele akademiccy SGGW  wobec studentow z
niepetnosprawnosciami”. Certyfikat Nr 09/SGGW/02/2016, Fundacja Instytutu Rozwoju

Regionalnego, SGGW, 17.02.2016, Warszawa.

Ukoriczenie szkolenia dla osdb: odpowiedzialnych za planowanie procedur i dos§wiadczen oraz

za ich przeprowadzanie; wykonujacych procedury; usmiercajacych zwierzeta wykorzystywane




w procedurach. Certyfikat Nr 395/2015, Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzetach
Laboratoryjnych, 21-25.09.2015, Warszawa.

Ukoriczenie kursu w ramach projektu systemowego Samorzadu Wojewddztwa Mazowieckiego
,»R0zw0] nauki - rozwojem regionu — stypendia i wsparcie towarzyszace dla mazowieckich

doktorantow”, 09.04.2014.
Stypendia:

Stypendium Marszalka Wojewodztwa Mazowieckiego w ramach projektu ,,Rozwdj nauki-
rozwojem regionu — stypendia i wsparcie towarzyszace dla mazowieckich doktorantéw w roku

2014.

2. Prace wskazane jako szczegdlne osiggnigcie, o ktorym mowa w art. 16
ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z péz. zm.).
Osiggnigcie naukowe stanowi cykl czterech, powigzanych tematycznie, oryginalnych prac
naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych znajdujgcych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR) o tacznej punktacji IF = 8,11 i MNiSW = 240.
a) Tytul osiagni¢cia naukowego:
»Zmiennos¢ gatunkowa struktury i skladu bialkowego blony witelinowej oraz wplyw
czynnikéw Srodowiskowych na jej wytrzymalo§é u kury domowej”.
b) Spis publikacji wchodzacych w sklad osiagnigcia (autorzy, rok wydania, tytul
publikacji, nazwa wydawnictwa)
Ol. Damaziak K., Marzec A., Kieliszek M., Buctaw M., Michalczuk M., Niemiec J. 2018.
Comparative analysis of siructure and sirengih of viielline membrane and physicai parameters

of yolk of ostrich, emu, and greater rhea eggs. Poultry Science, 97(3):1032-1040 (ISSN 0032-

5791). DOI 10.3382/ps/pex356.




Mo6j wkiad w powstanie niniejszego manuskryptu polegat na sformutowaniu hipotezy
badawczej, kolekcji materialu doswiadczalnego, wykonaniu analiz laboratoryjnych oraz
przygotowaniu preparatéw i wykonaniu zdje¢ skaningowych. Odpowiadatem za interpretacje
wszystkich uzyskanych wynikéw oraz napisanie publikacji. Koordynowatem réwniez proces

redakcyjny (autor korespondencyjny). Moj udziat procentowy szacuje na 80% (IF 2,216; 35

pkt. MNiSW).

O2. Damaziak K., Kieliszek M., Buctaw M. 2020. Characterization of structure and protein of
vitelline membranes of precocial (ring-necked pheasant, gray partridge) and superaltricial
(cockatiel parrot, domestic pigeon) birds. PLoS ONE 15(1):1-24:20228310. (2ISSN 1932-
6203). DOI 10.1371/journal.pone.0228310.

Méj wklad w powstanie niniejszego manuskryptu polegat na sformulowaniu hipotezy
badawczej, pozyskaniu i pobraniu cze$ci materialu badawczego, przygotowaniu préb i
wykonaniu zdje¢ skaningowych i transmisyjnych blon witelinowych, opracowaniu wynikéw
dotyczacych struktury analizowanych tkanek. Odpowiadalem za interpretacje wynikow,
napisanie publikacji i koordynowanie procesu redakcyjnego (autor korespondencyjny). Méj

udziat procentowy szacuj¢ na 85% (IF 2,876; 100 pkt. MNiSW).

O3. Damaziak K., Marzec A., Riedel J., Szeliga J., Koczywgs E., Cisneros F., Michalczuk M.,
Lukasiewicz M., Gozdowski D., Siennicka A., Kowalska H., Niemiec J., Lenart A. 2018. Effect
of dietary canthaxanthin and iodine on the production performance and egg quality of laying
hens. Poultry Science, 97(11):4008-4019 (ISSN 0032-5791). DOI 10.3382/ps/pey264.

Moj wklad w powstanie niniejszego manuskryptu polegal na uczestnictwie w
sformutowaniu hipotezy badawczej, przeprowadzeniu do$wiadczenia oraz wykonaniu

laboratoryjnych prac badawczych. Bylem odpowiedzialny za interpretacje uzyskanych




wynikow oraz napisanie publikacji. Koordynowatem réwniez proces redakcyjny (autor

korespondencyjny). Méj udzial procentowy szacuje na 70% (IF 2,216; 35 pkt. MNiSW)

O4. Marzec A., Damaziak K., Kowalska H., Riedel J., Michalczuk M., Koczywgs E., Cisneros
F., Lenart A., Niemiec J. 2019. Effect of age of hens and storage time on functional and
physicochemical properties of eggs. Journal of Applied Poultry Research, 28:290-300 (ISSN
1056-6171). DOI 10.3382/japr/pfy069.

Mo6j wkiad w powstanie niniejszego manuskryptu polegal na uczestnictwie w
sformutowaniu hipotezy badawczej, przeprowadzeniu doswiadczenia oraz wykonaniu
laboratoryjnych prac badawczych. Uczestniczylem w interpretacii uzyskanych wynikow i
pisaniu publikacji. Bralem udzial w przygotowaniu finalnej czgéci pracy po procesie

redakcyjnym. Mdj udzial procentowy szacuje na 55% (IF 0,808; 70 pkt. MNiSW)

3. Opis monotematycznego cyklu prac stanowiacych szczegolne osiggniecie

naukowe

Wstep i uzasadnienie badan

Jajorodnos¢ jest jedng z najstarszych form reprodukcji na ziemi. Gady i ptaki przez miliony lat
ewolucji udoskonalily ten sposdb rozmnazania do poziomu, w ktérym embriogeneza przez
dhuzszy okres czasu moze odbywaé si¢ na ladzie, poza organizmem samicy. Wynika to ze
specyficznej warstwowe] budowy jaja, dzieki ktorej we wnetrzu utrzymuje si¢ $rodowisko
wodne. Na warstwowa budowe jaja ptakow sklada si¢ zewnetrzna, utworzona z weglanu
wapnia skorupa, blona podskorupowa, obiatkowa, cztery frakcje biatka, blona witelinowa i
plynna tres¢ zéttka. Kazda z tych struktur jaja podlega zmiennosci genetycznej, a takze
wplywom warunkow Srodowiska. Najlepiej poznanym przykladem zmienno$ci genetycznej jest

gatunkowa réznorodnosé¢ ksztaltow jaj i pigmentacji skorupy (Kilner, 2006; Maurer i wsp.,

2012; Hauber, 2014; Polacek i wsp., 2017). Znacznie mniej uwagi poswiecono blonom



jajowym, chociaz wiadomo, ze ich struktura i sktad chemiczny moze podlega¢ podobnej lub
nawet wiekszej zmiennosci (Castilla i wsp., 2010; Szcerbiiska i Wiercifiska, 2014). Inna
kwestig jest to, ze w przeciwienstwie do skorupy, blony jajowe sa znacznie mniej stabilne i
szybciej ulegaja degradacji wraz z uptywem czasu od momentu zniesienia. Zmiany te sg
naturalnie zwigzane z procesem starzenia jaj, a ich intensywno$¢ zalezy od warunkéw
$rodowiskowych, gtownie temperatury i wilgotnosci powietrza (Silversides i Scott, 2001; Samli
1 wsp., 2005). Najmniej stabilna jest blona witelinowa zo6ttka, ktéra z czasem ulega
rozluZnieniu, przyczyniajac si¢ do obnizenia jakosci zarowno wylegowej jak i spozywczej jaj
(Kirunda i McKee, 2000). Poznanie mechanizméw, ktére mogg postuzy¢ do opracowania
metod przeciwdzialania temu zjawisku jest wazne dla przemystu drobiarskiego i wymaga
dokladnego poznania struktury i sktadu chemicznego blony witelinowej. W zwiazku z tym, ze
publikacje dotyczace blony witelinowe] sg nieliczne i ograniczajg si¢ przede wszystkim do
gatunku kura domowa (Gallus gallus domesticus), podjete badania podzielono na dwa
powiazane ze sobg zagadnienia. Pierwsze ma na celu poszerzenie istniejacej wiedzy na temat
zmiennosci struktury 1 skladu biatkowego blony witelinowej ptakéw, drugie analize

czynnikéw, ktére mogg przeciwdziataé¢ degradacji blony witelinowej jaj kurzych.

Zmienno$¢ struktury i skladu bialkowego blony witelinowej ptakow

Blona witelinowa mechanicznie nadaje kulisty ksztalt z6itka, utrzymujac jego tre$¢ w
centralnej czgsci jaja. Odpowiada za procesy fizjologiczne w jaju stanowigc bariere dyfuzyjna
dla rozwijajacego si¢ zarodka. Chroni w ten sposob wewngtrzng tre$é zoltka przed dziataniem
silnie zasadowego biatka. Struktura i sklad chemiczny blony witelinowej moga byé zatem
dostosowane do specyfiki lggowe] konkretnych gatunkéw ptakéw. Ilo$é jaj w ,,zniesieniu”
(liczac od pierwszego zniesionego jaja do rozpoczecia inkubacji), naturalne warunki

srodowiska oraz stopien rozwoju pisklecia w chwili wylegu moga wymaga¢ mniej lub bardziej




wyspecjalizowanych struktur blony witelinowej. W zwiazku z tym dokladne poznanie jej
szczegblowej struktury i skladu biatkowego moze postuzy¢ do identyfikacji gatunkowe;.

Obecnie tradycyjne metody identyfikacji ptakow skupiajg sie przede wszystkim na
analizie DNA wyizolowanego z krwi lub innych tkanek. Takie procedury sg ryzykowne ze
wzgledu na koniecznos¢ chwytania ptakow, a nawet wyjmowania pisklat z gniazd. Alternatywa
jest pobranie probek DNA z piér konturowych, badz powierzchni skorupy jaja (Egloff i wsp.,
2009). Pobieranie materiatu biologicznego bezposrednio ze §rodowiska bytowania ptakdw
moze dac jednak watpliwe wyniki ze wzgledu na zanieczyszczenia krzyzowe (Schmaltz i wsp.,
2006). Wedlug Li i wsp. (2017) identyfikacje miedzy jajem a ptakiem mozna przeprowadzié
wykorzystujagc DNA wyekstrahowane z blony witelinowej. Metoda ta jest obcigzona z kolei
mozliwoscia wystgpowania w jaju zaréwno DNA osobnikéw potomnych (Strausberger i
Ashley, 2001) jak i DNA samcow (Arnold i wsp., 2003). Czyste DNA mateczne mozna
wyizolowa¢ z komorek ziarnistych, ktére przylaczaja si¢ do oocytu podczas owulacji (Perry i
wsp., 1978; Gilbert i wsp., 1997). Komorki te mozna identyfikowa¢ na podstawie morfologii i
barwienia immunologicznego receptora FSH (FSHR) (Kollmann i wsp., 2015). Ograniczeniem
jest stosunkowo niewielka ilos¢ materialu. Ponadto komorki ziarniste dos$¢ szybko tracg
zywotnos¢ ulegajac apoptozie i ogélnej degradacji (Li i wsp., 2017). W zwigzku z tym
identyfikacja ptakéw z wykorzystaniem DNA zawartego w komorkach ziarnistych zespolonych
z blong witelinowa moze by¢ stosowana dla gatunkéw o stosunkowo duzej masie jaj i u
ktérych czas od zniesienia do analizy jest mozliwie najkrotszy.

Powyzsze zalozenia nie sg jednak mozliwe przy identyfikacji jaj wielu dzikich gatunkéw
ptakéw, u ktérych masa jaj jest niska, a czas jaki uplynie od zniesienia do pobrania materiatu
nie zawsze jest mozliwy do precyzyjnego okreslenia. Najnowsze badania Liu i wsp. (2018)
prezentuja mozliwos¢ identyfikacji ptakéw poprzez analizg proteomiczng tresci zéitka. Autorzy

Ci wykazali, ze poznanie specyficznych dla gatunku biatek, ktére przypuszczalnie sa zwigzane




z przystosowaniem ptakéw do réznych bodZzcéw stresowych srodowiska, moze okazaé sig
odpowiednim narzedziem do zastgpienia analiz DNA.

Dotychczas na podstawie badan proteomicznych i strukturalnych blony witelinowej jaj
kurzych wykazano, ze jest ona utworzona z dwdch podstawowych warstw: zewnetrznej i
wewngtrznej, pomiedzy ktérymi znajduje si¢ cienka warstwa ziarnista. Warstwa zewnetrzna
powstaje w jajniku przed owulacja z blony kolagenowej nablonka pecherzykowego. Kido i Doi
(1988) oraz Kido i wsp. (1995) udowodnili, ze warstwa ta u kury sklada sie gtéwnie z czterech
glikoprotein: GI, GII, GIII i GIV. Warstwa wewnetrzna, ktdra powstaje juz po owulacji z
wydzieliny gruczotow $cian lejka jajowodu, zawiera gldwnie owomucyng, lizozym C, lektyne
oraz bialka: VMO I i VMO II7 (Chung i wsp., 2010). Poza wymienionymi gldwnymi
skladnikami, w blonie witelinowej jaja kurzego potwierdzono dodatkowo obecno$é, az 137
innych bialek (Mann, 2008). Brak jest jednak informacji na temat funkcji wiekszosci z nich.
Sam autor nie wyklucza tez, ze liczba biatek blony witelinowej kury jest znacznie wigksza i
wymagane sg dalsze badania w celu ich identyfikacji. Aktualna wiedza na temat struktury i
skfadu biatkowego blony witelinowej innych gatunkéw ptakoéw jest znacznie bardziej
ograniczona (Mori 1 Masuda, 1993). Dowodem na zmienno$¢ gatunkowsg tych cech sa wyniki
badann Chung i wsp. (2010), ktérzy jako pierwsi i do chwili obecnej jedyni, przeanalizowali
réznice w strukturze i sktadzie bialkowym blony witelinowej kury i kaczki. Kilka lat p6zniej
Marzec 1 wsp. (2016) wykazali réznice w wytrzymalosci blony witelinowej szesdciu
udomowionych gatunkow ptakow oraz jej korelacje z innymi fizycznymi cechami jaj.
Wymienione dwie publikacje przed podjeciem badan uznanych za szczegdlne osiggniecie
naukowe (01 i 02) byly jedynymi, ktérych celem byla analiza poréwnawcza wybranych cech

blony witelinowej réznych gatunkéw ptakow.




Wplyw czynnikéw Srodowiskowych na wytrzymalo$é blony witelinowej kury domowej

Jaja kurze sg szczegolnie interesujace jako produkt spozywczy, poniewaz zawieraja wszystkie
niezbedne do Zycia substancje, w tym: biatko, ttuszcze i witaminy. Sa trzecim, po watrobie i
czerwonym migsie, produktem spozywczym zawierajgcym znaczne iloéci choliny (293,8
mg/100 g) (Zeisei i Costa, 2009). Jednak to nie sama obecno$¢ réznych zwigzkow sprawia, ze
jaja sg doskonatym zrédlem pozywienia, ale ich proporcje. Jaja wykazuja stabilnosé¢ sktadu
aminokwasow bialka, ktére uznano za biatko referencyjne dla cztowieka (FAO, 2007). Ponadto
ograniczenia spozycia jaj ze wzgledu na wysoka zawartos¢ cholesterolu (200-300 mg/100g)
zostaly zniesione juz w 2006 roku (American Heart Association, 2006). Udowodniono bowiem,
ze w przeciwienstwie do nasyconych kwaséw ttuszczowych, spozycie cholesterolu z zéitka jaja
ma bardzo ograniczony wplyw na jego poziom we krwi i czesto$¢ wystepowania choréb dieto-
zaleznych (Eilat-Adar i wsp., 2013, Miranda i wsp., 2015). Kolejna zaletg jaj jest wysoki
indeks sytosci, co jest niezwykle istotne ze wzgledu na to, ze otylos¢ ludzi na $wiecie osigga
obecnie rozmiary epidemii (WHO, 2003). Wszystkie te zalety przyczyniaja si¢ do tego, ze
produkcja jaj spozywczych na $wiecie wynosi obecnie juz okolo 80 milionow ton rocznie i
stale wzrasta z dynamika okolo 25% w ciggu 10 lat (FAO, 2018).

Mimo tak wielu zalet, jaja charakteryzuje stosunkowo krdotka trwalosé. Wartosé
biologiczna jaj maleje sukcesywnie od momentu zniesienia, a szybko$¢ zmian jest
proporcjonalna do warunkéw ich magazynowania. Starzenie si¢ jaj jest zwigzane migdzy
innymi ze wzrostem pH biatka na skutek utraty CO; przez pory skorupy (od 7.6 do nawet 9.7).
W konsekwencji dochodzi do rozpadu kompleksu owomucyny i lizozymu. Zmianom tym
przypisuje si¢ rozrzedzenie biatka i przenikanie wody do wnetrza zo6ltka, przez co blona
witelinowa ulega postgpujgcemu napigciu i ostabieniu. Przyczynia sie to do wzrostu jej
przepuszczalnosci (Kirunda i Mckee, 2000; Chen i wsp., 2005). Osltabienie blony witelinowe;

ulatwia migracj¢ z biatka do tresci zoéltka bakteriom chorobotwérczym. Z tego powodu




wigkszos¢ sektorow gastronomicznych i przetworczych decyduje si¢ na wykorzystanie
ptynnych pasteryzowanych produktéw jajecznych zamiast catych jaj. Niestety, ostabienie blony
witelinowej znacznie utrudnia mechaniczne rozdzielenie biatka i zéttka. Tre$¢ zottka, ktéra w
skutek pekania blony witelinowe]j zanieczyszcza biatko, uposledza réwniez jego zdolnosci
pienigce (Rossi i wsp., 2010).

Magazynowanie jaj w klimatyzowanych pomieszczeniach o relatywnie niskich
temperaturach (5 - 13°C) i odpowiedniej wilgotnosci (65 - 80%) spowalnia procesy starzenia
si¢ jaj. Zapewnienie takich warunkéw w praktyce czesto okazuje si¢ ktopotliwe ze wzgledow
ekonomicznych. Ponadto dlugotrwaty transport jaj z fermy do zakladu przetworczego w
wysokich temperaturach jest obecnie duzym problemem, gléwnie pafstw o goracym klimacie.
Niestety, do dzi$§ niewiele wiadomo na temat czynnikéw (poza warunkami przechowywania),
ktorych modyfikacja moglaby spowalnia¢ procesy starzenia si¢ jaj, a w szczegdlnosci
ogranicza¢ postgpujace procesy degradacyjne blony witelinowej. Nieliczne badania dotyczace
zastosowania w zywieniu rodzicielskich stad kur migsnych (Surai i wsp., 2003; Hamelin i
Cisneros, 2005; Rosa i wsp., 2012) oraz rodzicielskich stad kaczek (Ren i wsp., 2016)
suplementacji réznego typu karotenoidami wykazaly jednak, ze ich wlasciwosci
antyoksydacyjne zwigkszaja status oksydacyjny tresci jaj. Zdaniem Hamelin i Cisneros (2005)
wynika to z hamowania proceséw utleniania, co przeciwdziala zmniejszaniu elastycznosci
bialka i blony witelinowe;j.

Kolejng kwestig jest brak wiedzy na temat wplywu wieku ptakéow na fizyczne
wlasciwosci blony witelinowej. Wiadomo, ze wraz z wiekiem kur wzrasta masa jaja, ale
pogorszeniu ulega jakos¢ skorupy i biatka (Fletcher i wsp., 1983; Williams, 1992). Ciefisza
skorupa (szybsza utrata wody z jaja) oraz gorsza jako$¢ biatka (latwiejsze przenikanie wody do

tresci zottka) moga przyczynia¢ si¢ do zmian w tempie oslabiania blony witelinowej w

o

zaleznosci od wieku kur.




Cel naukowy

Celem prac uznanych za szczegblne osiagnigcie naukowe byto poglebienie
dotychczasowej wiedzy na temat réznorodnosci gatunkowej struktury i skladu biatkowego
blony witelinowej oraz analiza czynnikéw srodowiskowych moggcych mie¢ wplyw na jej
cechy fizyczne w jaju spozywcezym.

Omowienie _metod badawczych oraz wynikéw prac wskazanych jako szczegoblne

osiagniecie naukowe

Zmiennos¢ struktury i skladu bialkowego blony witelinowej ptakéw

1. Damaziak K., Marzec A., Kieliszek M., Buctaw M., Michalczuk M., Niemiec J. 2018.
Comparative analysis of structure and strength of vitelline membrane and physical
parameters of yolk of ostrich, emu, and greater rhea eggs. Poultry Science, 97(3):1032-
1040 (ISSN 0032-5791). DOI 10.3382/ps/pex356.

2. Damaziak K., Kieliszek M., Buctaw M. 2020. Characterization of structure and protein
of vitelline membranes of precocial (ring-necked pheasant, gray partridge) and
superaltricial (cockatiel parrot, domestic pigeon) birds. PLoS ONE 15(1):1-

24:¢0228310. (eISSN 1932-6203). DOI 10.1371/journal.pone.0228310.

Pierwsza z wymienionych prac (O1) byla realizowana w ramach projektu: ,,Studia nad
zmiennoscig wytrzymatosei i struktury blony witelinowej zoltek jaj wybranych gatunkéw
ptakow bezgrzebieniowych” finansowanego przez Szkole Gléwna Gospodarstwa Wigjskiego w

Warszawie w latach 2015-2016.

Cel naukowy

Celem naukowym przeprowadzonych badan byla analiza poréwnawcza struktury,

wytrzymatoéci oraz skladu biatkowego btony witelinowej (VM) trzech wybranych gatunkow




ptakéw bezgrzebieniowych: strusia afrykanskiego (Struthio camelus), emu zwyczajnego

(Dromaius novaehollandiae) oraz nandu szarego (Rhea americana).

Material i metody

Materialem badawczym bylo lacznie 90 jaj (po 30 jaj od kazdego gatunku), ktére
pozyskano z firmy Strusia Kraina & Mobax Dudka Motz Sp. J. (jaja strusia afrykanskiego),
Zaktadu Hodowli Ptakow Uzytkowych i Ozdobnych Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie (jaja emu zwyczajnego) oraz Woodbine Rare Breeds Farm w
Oundle (jaja nadu szarego). Wszystkie jaja pochodzily ze stad reprodukcyjnych. Warunki
utrzymania i zywienie ptakow byto standardowe dla kazdego gatunku. Jaja w dniu zniesienia
transportowano w temperaturze 4°C (+0.5°C). Transport jaj odbywal si¢ sukcesywnie w
zalezno$ci od ilo$ci zniesionych jaj danego dnia. Po dostarczeniu do laboratorium jaja
umieszczano w chlodni (+4.0°C) w pozycji pionowej. Ze wzgledu na ré6zny czas transportu
analizy wszystkich jaj wykonywano w trzecim dniu od zniesienia. Po wyjeciu z chlodni,
okreslano mase jaja (£0.01g). Po rozbiciu skorupy, oddzielano zoéttko od bialka jaja i okreslano
jego mase¢ (£0.01g), a takze wysoko$¢ 1 szerokos$é (£0.01 mm). Uzyskane dane postuzyly do
wyliczenia udziatu (%) zottka w masie jaja i jego indeksu (Ix).

Pozyskane zottka wykorzystano do analizy wytrzymatosci i elastycznosci VM przy
pomocy TA.HDPlus Texture Analyzer. Nastepnie w pobranych prébach tresci zottka
oznaczono pH, aktywnos$é¢ wody oraz pozorng lepkos¢. Po wykonaniu badania pobierano
fragment VM w celu wykonania zdj¢¢ w skaningowym mikroskopie elektronowym. Pobrane
proby utrwalano wzorujac si¢ na metodyce opisanej przez Kirunda i McKee (2000). Wykonane
migrokrafy postuzyly do charakterystyki struktury VM oraz pomiaréw $rednicy tworzacych ja
wiokien. Jednoczes$nie pobrano analogiczne préby w celu przeprowadzenia elektroforezy w

zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) wedlug metody Laemmli (1970).

Wyniki



Analiza  poréwnawcza budowy morfologicznej jaj wybranych gatunkow
bezgrzebieniowcow potwierdzita wczesniejsze obserwacje Szczerbinskiej i Wiercinskiej
(2014). Jaja strusia mialy najwigkszg mase, ktéra wynosita okoto 1380 g. Jaja nandu byt niemal
o potowg Izejsze (680 g), ale jednoczesnie cigzsze od jaj emu (600 g). Charakterystyczna cecha
Jjaj emu jest najwyzszy udzial zottka w masie jaja, ktory wynosi okcte 40%. Dla poréwnania
udzial z6ttka w masie jaja strusia wynosit okoto 24%, a nandu 28%. Zéttka strusia i emu mialy
zblizone indeksy ksztattu (odpowiednio: 0,247 i 0,234), natomiast indeks z6ttka nandu byt
wyzszy 1 wynosit 0,359. Zaobserwowano, ze tre$¢ zoltka strusia miala najnizsze pH, a tresé
z6ltka emu najwyzsza aktywnos$¢ wody.

Najwazniejszym wynikiem tych badan bylo stwierdzenie odmiennej struktury VM
omawianych  gatunkéow  bezgrzebieniowcOw.  Zewnetrzna  warstwa VM (OL)
bezgrzebieniowcéw ma strukturg utworzong z widkien kolagenowych, podobnie jak zostalo to
wczesniej opisane dla innych gatunkow ptakéw (Chernoff i Overton, 1977; Kido i Doi, 1988;
Kirunda i McKee, 2000; Chung i wsp., 2010). Niemniej pomiedzy strukturg OL strusia, emu i
nandu wystepuje szereg réznic wynikajacych przede wszystkim ze zrdéznicowania wiékien,
kierunku ich przebiegu, a takze ggstosci ulozenia. Sie¢ OL strusia i nandu jest utworzona z
widkien, ktore zakwalifikowano do trzech typéw grubosci. W przypadku OL strusia widkna o
sredniej grubosci (0,200-0,478 pm) i cienkie (0,099-0,197 um) sa odgalezieniami grubych
wiokien kolagenowych (2,27-1,43 um) i przebiegaja prostopadle do nich. W konsekwenciji
tworzg tréjwymiarowa sie¢ o niezbyt zwartej strukturze. Przeciwnie wtékna OL nandu nie
rozgaleziaja si¢. Bez wzgledu na grubo$¢ wszystkie widkna sa osobnymi strukturami
ulozonymi w wigkszosci rownolegle wzgledem siebie. Przestrzenie utworzone miedzy wtékami
sa3 w OL nandu nieporéwnywalnie wezsze, przez co cata struktura blony jest bardziej zbita w
porownaniu ze strukturg OL obserwowana u strusia. Waznym wynikiem niniejszych badan jest

wykazanie, ze struktura OL emu zasadniczo rézni si¢ od struktury OL dwoch pozostatych




opisanych gatunkéw bezgrzebieniowcow, a takze innych gatunkéw ptakow dla ktorych
wykonano takie analizy (Chernoff i Overton, 1977; Kido i Doi, 1988; Kirunda i McKee, 2000;
Chung i wsp., 2010). Pomiary wlokien tworzacych zewnetrzng warstwe VM emu nie daja
podstaw do rozréznienia typow wiokien pod wzgledem ich grubosci. Tak wiec struktura OL
emu utworzona jest z jednorodnej sieci widkien kolagenowych (0,054-0,086 pm), ktérych
grubo$¢ jest zblizona do $redniej grubosci widkien OL nandu. Sposréd wszystkich trzech
gatunkéw, OL emu wykazuje réwniez najbardziej zwartg strukture. Widkna kolagenowe silnie
rozgal¢ziaja si¢ 1 przebiegajg nierownomiernie w rdéznych kierunkach, tworzac zwarta siec.
Przestrzenie miedzy widknami, przeciwnie do wydtuzonych w OL strusia i nandu maja ksztalt
wielokatow, tworzac , kratownice”. Wczesniejsze badania struktury VM jaj kurzych (Bellaris i
wsp., 1963; Kido i Doi, 1988) i kaczych (Chung i wsp., 2010), z wykorzystaniem
transmisyjnego mikroskopu elektronowego wykazaly, ze OL jest strukturg warstwowsg o
zmiennej liczbie podwarstw. Cho¢ w niniejszych badaniach nie analizowano struktury VM z
wykorzystaniem transmisji, w obrazie skaningowym VM jaj bezgrzebieniowcdéw rdwniez
mozna zaobserwowac¢ uklad warstwowy. Przy powickszeniu obrazu 80x, okiem nieuzbrojonym
mozna dostrzec przynajmniej 7 podwarstw, ale liczba ta moze by¢ znacznie wieksza.

W przeciwienstwie do wielowarstwowej struktury OL, wewngtrzna warstwa VM (IL) jest
jednowarstwowa i nie wykazuje budowy wloknistej. W zasadzie struktura IL zolhtek jaj
wszystkich badanych bezgrzebieniowcéw jest podobna. Waznym odkryciem tych badan jest
jednak wykazanie w obrazie IL emu niezidentyfikowane]j nigdy wczeéniej struktury widocznej
w miejscu rozwarstwienia si¢ OL 1 IL. Przypuszczalnie moze to byé wytwdr OL sthuzacy
dodatkowej integracji obu blon. W literaturze brak jest informacji, ktére wyjasnialyby w jaki
sposob obie blony sa ze sobg potaczone. Chung i wsp. (2015) rozwarstwili OL i IL
mechanicznie przy pomocy pincety, ale ptukanie VM bezgrzebieniowcow w celu pozbycia sie

tresci zottka, nie powoduje catkowitego rozwarstwienia OL i IL. Przypuszczalnie blony te s3




mniej lub bardziej scalone przy pomocy substancji bialkowych, ale moga istnieé réznice
gatunkowe w postaci wytworzonych innych dodatkowych struktur. Nie mozna tego stwierdzi¢
na podstawie pojedynczych obserwacji, ale niniejsze badania wskazuja, ze zasadne s3 dalsze
analizy w celu scharakteryzowania réznic strukturalnych VM pomiedzy gatunkami ptakow.

Odmienna  struktura VM  omawianych gatunkow  bezgrzebieniowcéw  byla
prawdopodobnie przyczyng réznic w jej wytrzymatosci. Najmniejsza sila, a takze zuzyta
energia potrzebna do zerwania ciaglosci VM charakteryzowala jaja strusia (odpowiednio: 18,1
g, 1,42 m]). Przerwanie cigglosci VM emu wymagalo znacznie wiecej sity (22,2 g) i energii
(1,96 mJ). Najbardziej wytrzymata jest VM jaj nandu, do zerwania ktdrej potrzeba sity rownej
26,42 g 1 zuzycia 1,94 m] energii. Blona witelinowa strusia wykazuje ponadto najmniejsza
elastyczno$¢ rozumiana jako odksztalcenie przed zerwaniem, ktéra wynosita 17,5 mm.
Elastycznos¢ VM nandu wynosita 18,6 mm, natomiast, najbardziej elastyczna jest VM emu o
odksztatceniu 20,2 mm. Wynik ten dowodzi, ze wytrzymato$¢ VM zalezy przede wszystkim od
wzajemnego ulozenia widkien, a nie od ich grubosci. Chociaz $rednica widkien tworzacych
VM strusia byla najwigksza, to tworzyly one znacznie mniej zwartg struktur¢ niz w przypadku
emu i nandu.

Obraz makromolekularnych skladnikow VM ptakéw bezgrzebieniowych pokazuje rézng
liczbe gléwnych pasm utworzonych z glikoprotein rozpuszczalnych w SDS (GP) dla kazdego z
analizowanych gatunkow. Blona witelinowa strusia jest zorganizowana z jedenastu pasm: GP-
1,213 (=100 kDa), GP-4 (Owotranferyna = 76 kDa), GP-5 (Owoalbumina = 45 kDa), GP-6
(37 kDa), GP-7 (31 kDa) w IL oraz owomukoid (28 kDa), biatko o masie 20 kDa, lizozym
(14,3 kDa) i owomucyna (10 kDa) w OL. W VM emu wyrdznionych zostato dziewie¢ pasm:
GP-1, 2, 3 (= 100 kDa), GP-4 (owotransferyna = 76 kDa), GP-5 (owoalbumina = 45 kDa), GP-
6 (31 kDa) w IL przy czym najwazniejszymi sktadnikami bylo biatko GP-3 (100 kDa —

prawdopodobnie receptor odpowiedzialny za aktywnos$¢ wigzania biotyny) opisane przez




Vieira i wsp. (1996) oraz biatko GP-6. W OL emu wyrézniono podobnie jak w OL strusia:
owomukoid (28 kDa), lizozym (14.3 kDa) i owomucyne (10 kDa), przy czym nie stwierdzono
biatka o masie 20 kDa. Podrednig liczba zaobserwowanych gtownych pasm (dziesie¢) w
obrazie elektroforezy charakteryzowata si¢ VM nandu: GP-1, 2 (> 100 kDa), GP-3
(owotranferyna = 76 kDa), GP-4 (owocalbumina = 45 kDa), GP-5 (37 kDa), GP-6 (31 kDa) w
IL oraz owomukoid (28 kDa), biatko o masie 20 kDa, lizozym (14.3 kDa) i biatka <10 kDa w
OL. W poréwnaniu z OL strusia i emu w OL nandu nie stwierdzono obecnosci owomucyny (10
kDa), a najsilniej zaznaczylo si¢ biatko o masie 20 kDa. Masa molekularna ~20 kDa jest
charakterystyczna dla biatka jaj indyczych i zostala wczesniej oznaczona jako T4385 —
inhibitor trypsyny II (Sved i Pattabhi, 2004).

Uzyskane wyniki elektroforezy VM ptakow bezgrzebieniowych pokazujg szereg rdznic
nie tylko w obregbie badanych gatunkéw, ale takze w porownaniu z gatunkami opisanymi
wczesniej. Przede wszystkim IL kury w odréznieniu od strusia, emu i nandu jest utworzona
przez trzy gldéwne pasma biatek, a OL stanowi lizozym, owomukoid i owoalbumina. Z kolei
VM kaczki wykazuje sze$¢ zespoléw o masach czasteczkowych: 170, 130-170, 95-130 i trzy o
masie pomiedzy 34 i 43 kDa (Chung i wsp., 2010), a przepiorki japonskiej dziesig¢ zespotow

utworzonych z bialek o masie od 14.5 do 285 kDa (Mori i Masuda, 1993).

Druga z wymienionych prac (02) byla realizowana w ramach projektu: ,,Analiza proteomiczna
bialek blony witelinowej wybranych gatunkéw ptakéw w obrgbie gniazdownikow i
zagniazdownikéw” finansowanego przez Szkole Glowng Gospodarstwa Wiejskiego w

Warszawie w latach 2017-2018.

Cel naukowy

Celem naukowym przeprowadzonych badan byla analiza porownawcza struktury i sktadu

bialkowego wybranych gatunkéw ptakéw, ktore ze wzgledu na specyfikacje legows




zakwalifikowano do zagniazdownikéw: bazant towny (Phasianus colchicus) i kuropatwa
zwyczajna (Pedrix pedrix) oraz gniazdownikéw: papuga nimfa (Nymphicus hollandicus) i

golab domowy (Columba livia).

Material i metody

Materiatem badawczym bylo po 10 jaj bazanta townego, kuropatwy zwyczajnej, papugi
nimfy i golgbia domowego. Jaja bazanta oraz kuropatwy pozyskano z osrodkéw hodowli
ptakéw fownych (odpowiednio: Kamieniec i Eopuszno), natomiast jaja papugi i golebia z
prywatnych hodowli. Wszystkie ptaki byly utrzymywane w stadach zestawionych z obu plci,
dlatego przyjeto, ze wszystkie jaja byly zaptodnione. Kazde jajo pozyskano od innej samicy w
dniu zniesienia. Jaja przechowywano w chiodni w temperaturze 4°C przez 24 h, a nastepnie
okreslono mase¢ jaja (0.1 g), mase zéttka (0.1 g) i udziat zéttka w masie jaja (%). Nastepnie
pobierano préby VM do analiz. W ten sposéb VM z kazdego jaja byla pobrana najp6zniej 48 h
od zniesienia. Blong witelinowa po rozbiciu skorupy i oddzieleniu zéttka od biatka pobierano
analogicznie do metodyki przedstawionej w publikacji O1. Po pobraniu calej VM okreslono jej
masg i obliczono jej udzial (%) w masie zottka. Pobrane fragmenty VM po utrwaleniu zgodnie
z metodykg Kirunda i McKee (2000) poshizyly do wykonania zdje¢ w skaningowym
mikroskopie elektronowym. Analogicznie pobrane proby VM przygotowane zgodnie z
metodykg Kido i Doi (1988) postuzyly do przygotowania mikrograféw w transmisyjnym
mikroskopie elekironowym. Zaréwno obrazy skaningowe jak i transmisyjne wykorzystano do
charakterystyki struktury VM badanych gatunkéw ptakow.

Jednoczesnie z pobranych fragmentéw VM przygotowano proby do wykonania analizy
proteomicznej. Stezenie biatek i identyfikacje poszczegllnych ekstraktow biatkowych
wykonano za pomoca elektroforezy w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) (Kieliszek i

wsp., 2015). Z og6lnej elektroforezy zelu poliakrylaminowego do szczegotowej analizy bialek

wybrano pragzki najbardziej specyficzne dla kazdego gatunku. W celu identyfikacji biatek,



utworzono listy pikow z surowych zestawdw danych i wykorzystano je do wyszukiwania
biatek w bazie danych przy uzyciu serwera Protein Lynx, wersja 2.4 (Waters, Massachusetts,
USA). Sekwencje peptydow zidentyfikowano przez automatyczne wyszukiwanie w bazie
danych przy wykorzystaniu programu do wyszukiwania Mascot. Wszystkie zidentyfikowane

peptydy i biatka zostaty zbadane przy uzyciu programu ProtParam (ProtParam, 2015).

Wyniki
Masa jaja, masa zo6ttka, udzial z6ttka w masie jaja oraz masa VM byly zawsze wyzsze u

zagniazdownikdw w poréwnaniu z gniazdownikami. W obrebie gniazdownikow wyzsza maseg
jaja 1 masg zoltka potwierdzono dla jaj bazanta, natomiast jaja kuropatwy charakteryzowat
wyzszy udziat zottka, W obrebie gniazdownikéw wyzsza mase¢ jaja, mas¢ zéttka i mase VM
potwierdzono dla gotebia.

Najwyzszy udzial VM w masie zéltka potwierdzono dla jaj golebia, nastepnie bazanta,
papugi i najnizszy dla kuropatwy. Blona witelinowa zagniazdownikéw byla zawsze szersza w
poréwnaniu z VM gniazdownikéw. Grubsze warstwy VM obserwowano u bazanta w
poréwnaniu z VM kuropatwy oraz u golebia w poréwnaniu z VM papugi.

Struktura zewnetrznej warstwy OL obu omawianych gatunkéw zagniazdownikow jest
jednakowo utworzona z gesto utozonych cienkich i grubych wiokien biatkowych. Przebieg
widkien tworzy tréjwymiarowg sie¢ na wzér kratownicy. Podobng struktur¢ ma OL papugi,
jednak w przypadku tego gatunku wystepuje tylko jeden typ grubosci widkien. Zupeinie
odmienng budowe OL zaobserwowano u golebia. Zewnetrzna warstwa VM u tego gatunku nie
posiada struktury widknistej, natomiast w calo$ci utworzona jest z silnie rozgalezionych
arkuszy. Rozgalezienia arkuszy nie sg regularne i tworza nieliczne pory o znacznie wickszej
$rednicy niz w przypadku pordéw utworzonych przez sieci wldkien OL u pozostatych
omawianych gatunkéw ptakéw. Struktura IL obserwowana od wewngtrznej strony nie

wykazuje natomiast typowej wioknistej struktury u zadnego z omawianych gatunkéw. W




przypadku obu gatunkéw zagniazdownikoéw oraz golebia jej obraz jest podobny i sprawia
wrazenie jednolitej warstwy. W przypadku papugi IL utworzona jest z gesto ulozonych ziaren
biatkowych o nieregularnej strukturze.

Waznym wynikiem niniejszych badan bylo wykazanie, z2 VM zagniazdownikéw ma
znacznie bardziej zlozong budowg w poréwnaniu z VM gniazdownikéw. Przede wszystkim w
przypadku zar6wno bazanta jak i kuropatwy jest ona utworzona z trzech analogicznych warstw,
z ktorych kazda sktada si¢ z IL, cienkiej warstwy posredniej (CM) i OL. Wiynik ten jest o tyle
interesujacy, ze we wczedniejszych badaniach struktury VM kury, zawsze potwierdzano
obecnos¢ jednej wioknistej warstwy IL i jednej OL oddzielonych CM (Bellairs i wsp., 1963;
Kido i Doi, 1988; Tan i wsp., 1992; Li i wsp., 2017). W zwiazku z tym struktura VM bazanta i
kuropatwy przyjmuje posta¢ potrdjnie natozonej analogicznie na siebie VM kury. Zaréwno
kura, bazant i kuropatwa naleza do zagniazdownikéw dlatego wynik ten jednoznacznie
wskazuje na analogie budowy VM w tej grupie ptakoéw i jednocze$nie réznice gatunkowe w jej
obrgbie. Waclawek i wsp. (1998) oraz Takeuchi i wsp. (1999) wykazali wczesniej na
przykladzie VM kury, ze sktadniki IL sa wydzielane wylgcznie przez komorki ziamniste
nablonka oocytu. Wedtug Bausek i wsp. (2000), mogg one jednak powstawaé réwniez w
watrobie i by¢ transportowane do nablonka oocytu z krwig. Autorzy Ci wykazali réwniez, ze
sktadniki biatkowe tworzace CM i OL powstaja juz po owulacji w nabtonku dalszych czgsdcel
jajowodu podczas przesuwania si¢ kuli zoltkowej. Taki mechanizm nie jest jednak mozliwy w
przypadku struktury VM bazanta i kuropatwy poniewaz poszczeg6lne warstwy nakiadaja si¢ na
siebie naprzemiennie. W konsekwencji tylko najbardziej wewnetrzna warstwa IL moze by¢
utworzona z produktow wytwarzanych przez komorki ziarniste nabtonka oocytu. Pozostale
warstwy IL musza by¢ wigc wytwarzane juz po owulacji podobnie jak wszystkie 3 warstwy
CM i OL. Nie wykluczona jest wigc specyfikacja komérek ziarnistych nablonka zaréwno

oocytu jak i Scian jajowodu na produkujgce glikoproteiny tworzace IL oraz pozostale biatka




takie jak: ovomucin, lisozym, VMO-II, VMO-II, ktére zostaty scharakteryzowane jako typowe
dla OL (Back i wsp., 1982; Kido i wsp., 1992).

Réznica w budowie VM pomigdzy bazantem i kuropatwg jest réwniez widoczna w
przebiegu i ciaglosci IL i OL. W VM bazanta zar6wno ILi.3 i OLi.3 przebiegajg $cisle
rownolegle, w przypadku kuropatwy w przekroju VM zacbserwowano liczne rozgalezienia
poszczegblnych warstw 1 $lepo zakonczone zachylki sprawiajace wrazenie wewnetrznych
facznikdw. Przekrdj calej szerokosci VM papugi odpowiada natomiast pojedynczej warstwie
obserwowanej u zagniazdownikéw. Obraz transmisyjny przekroju VM golebia wskazuje na
zupetnie odmienng budowe. Umownie wyrdzniono w niej OL i IL, ale ich przekroj rozni si¢
znaczaco od przekroju VM pozostalych omawianych gatunkéw. Najogdlniej VM golebia jest
utworzona z 15-18 podwarstw tworzacych OL i podobnej liczby, ale dwukrotnie grubszych
podwarstw tworzacych IL. Wszystkie warstwy sa jednak znacznie luZniej ulozone w
porownaniu z $cisle przyleglym ulozeniem warstw obserwowanym w VM pozostatych
omawianych gatunkéw ptakéw. Zewnetrzna warstwa VM golebia w zwigzku z tym, ze
utworzona jest wylacznie z arkuszy, a nie z podtuznych wiokien jak w przypadku bazanta,
kuropatwy i papugi daje obraz bardziej jednolitej struktury z mniejszg porowatoscia.

Po rozdzieleniu elektroforetycznym uzyskanych produktéw VM stwierdzono znaczne
réznice pomigdzy poszczegdlnymi frakcjami bialkowymi. W pierwszej linii poddane;
rozdziatowi elektroforetycznemu VM bialek jaj golebia zaobserwowano obecno$é ok. 23
frakcji bialkowych. W przypadku VM papugi, kuropatwy oraz bazanta liczba frakcji
biatkowych wynosita odpowiednio 20, 19 i 22. Najwiekszg zmienno§¢ w budowie biatkowej
VM badanych ptakéw stwierdzono dla frakcji o masie od 37 do 100 kDa. Ponadto
zaobserwowano mniejsza intensywnos$¢ frakcji biatkowej (od 37 do 15 kDa) otrzymanej z
blony VM papugi i kuropatwy w poréwnaniu z bazantem i gotebiem. W przypadku golebia

oraz papugi zaobserwowano podobng intensywno$¢ frakcji bialkowej o masie ok. 46 kDa.




Frakcje biatkowe VM jaj kuropatwy i bazanta w zakresie biatek wysokoczasteczkowych byty
bardzo zblizone do siebie, jedyne réznice wynikaly w przypadku biatek niskoczasteczkowych.
U bazanta zaobserwowano frakcje o masie 17, 20 i 23 kDa, ktérych nie stwierdzono u
kuropatwy. Nalezy podkresli¢, ze VM bazanta zawierala frakcj¢ biatkowg o masie 11 kDa,
ktdrej nie stwierdzono u innych gatunkéw.

Identyfikacja proteomiczna frakcji biatkowej o masie ok. 170 i 15 kDa otrzymanej z
VM golgbia wykazata obecno$é¢ odpowiednio biatka zona pellucida sperm-binding protein 1
oraz biatka keratynowego (type ii cytoskeletal 5-like) wchodzacego w sklad budowy
keratynowej VM. W przypadku papugi identyfikacja proteomiczna biatka o masie okoto 250
kDa, ktérego nie stwierdzono w VM innych jaj badanych gatunkéw ptakéw potwierdzita, ze
Jest to proteina alpha-2-macroglobulin-like 1, inhibitor endopeptydazy. Na podstawie wynikéw
proteomicznych uzyskanych z PLSG w przypadku biatka o masie 35 kDa stwierdzono, ze jest
to zona pellucida sperm-binding protein 3, biatko wchodzace w sklad budowy ostonki
przejrzystej. Stanowi ona do$¢ gruby, glikoproteinowy plaszcz otaczajacy oocyt. Za najbardziej
konserwatywng glikoproteing uwaza si¢ ZP3, ktérej lafcuch zlozony jest z okolo 400
aminokwasow. Analiza frakcji biatkowych uzyskanych w przypadku VM jaj bazanta o masie
20 i 12 kDa wykazala obecno$¢ bialek keratynowych type II wchodzacych w  sktad
cytoszkieletu biatkowego. Nalezy podkreslié, ze w przypadku VM golgbia stwierdzono
obecnos¢ biatek ukfadu dopelniacza, ktére nie zostaly stwierdzone w VM pozostatych

gatunkéw.

Podsumowanie wynikéw prac O1 i 02

Najwazniejszym rezultatem prac O1 i O2 jest wykazanie roznic w strukturze i sktadzie
biatkowym VM réznych gatunkéw ptakéw. Nalezy podkresli¢, ze praca O1 stanowi pierwsza

publikacj¢ obejmujgca badania VM ptakéw bezgrzebieniowych, natomiast praca O2 pierwszg

publikacj¢ obejmujacg badania VM bazanta fownego, kuropatwy zwyczajnej, papugi nimfy i



J

gotebia domowego. Publikacja dotyczaca charakterystyki VM papugi i golebia w pracy O2 jest
réwniez pierwszg poruszajacg omawiang tematyke ptakow nalezacych do gniazdownikow.

Wykazane réznice w liczbie warstw tworzacych OL i IL, grubosci i przebiegu widkien
biatkowych oraz obecnosci specyficznych struktur lgczacych poszezegdlne warstwy VM
jednoznacznie wskazuja na zmienno$¢ gatunkowa. Pomimo, ze badania te opieraja si¢ na
ograniczonej liczbie gatunkow mozna przypuszczaé, ze roznice te sa bezposrednio zwigzane ze
specyfikacjg lggowa ptakow. W szczegolnosci VM zagniazdownikéw: bezgrzebieniowcow,
bazanta oraz kuropatwy wykazuje znacznie bardziej ztozong strukture o grubszych warstwach
w pordéwnaniu z VM gniazdownikdéw: papugi 1 golebia. Réznice w strukturze VM migdzy
papugs i golgbiem moga takze sugerowaé wplyw filogenetyczny.

Waznym wynikiem omawianych prac jest rowniez wykazanie zmienno$ci w skladzie
bialkowym VM, a w szczegdlnosci réznic w obecnosci bialek o niskiej (< 20 kDa) i
wysokoczasteczkowej masie (> 210 kDa), pomiedzy omawianymi gatunkami ptakéw.
Znaczacym wynikiem bylo wykazanie obecnosci frakcji biatkowych o masie 44 i 220 kDa
tylko w VM zagniazdownikoéw, co wskazuje, ze sklad biatkowy VM zalezny od gatunku.

Przedstawione w pracach O1 i O2 wyniki w znaczacym zakresie zwigkszajg istniejgca
wiedze na temat zmiennosci gatunkowej VM. W przysztosci moga one postuzy¢ jako narz¢dzie
do identyfikacji gatunkéw na rowni z analiza genetyczna oraz zostaé wykorzystane jako

markery ulatwiajace okreslenie przynaleznosci systematycznej ptakow.
Wplyw czynnikéw Srodowiskowych na wytrzymalosé blony witelinowej kury domowe;j
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Trzecia praca wchodzaca w sklad szczegélnego osiagni¢cia (O3) byla realizowana w ramach

projektu: ,Effect of dietary canthaxanthin for layer hens on egg quality”. Projekt byt

- finansowany jest przez firm¢ DSM Nutritional Products AG, Wurmisweg 576, CH-4303

Kaiseraugust, Szwajcaria w latach 2015 - 2016.

Cel naukowy

Celem naukowym przeprowadzonych badan byta analiza mozliwosci opdzniania
procesOw starzenia si¢ jaj, w szczegdlnosci ostabiania wytrzymatosci VM, poprzez
suplementacj¢ diety kur niesnych kantaksantyna i jodem. Na podstawie analizy literatury
postawiono hipotezg, ze karotenoidy, zwlaszcza z grupy ksantofili oraz jod podane w diecie kur

ograniczajg procesy degradacyjne VM i w konsekwencji przeciwdzialajg infekcji tresci jaj w

czasie dlugiego magazynowania w wysokich temperaturach.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 300 nioskach ISA Brown w wieku 18 tygodni w momencie
rozpoczecia eksperymentu. Badaniami objeto kontrole produkeji niesnej przez 41 tygodni (od
23 do 63 tygodnia zycia). Kury podzielono na 6 grup po 50 ptakéw. W kazdej grupie
znajdowato si¢ 5 powtérzen po 10 kur utrzymywanych w wzbogaconych klatkach
trzypoziomowej baterii. Warunki utrzymania kur byty zgodne z zaleceniami Hendrix-Genetics
(2014). W 18. tygodniu zycia kur zastosowano dwa zywieniowe czynniki eksperymentalne:
suplementacja paszy kantaksantyng (CX) w dawce 3 ppm (CX3) i 6 ppm (CX6) oraz jodem (I)

w dawce 10 ppm (I10) z interakcjg (I10CX3, 110CX6). Grupa kontrolna otrzymata pasze o




standardowym poziomie 1 ppm jodu i bez kantaksantyny (11CXO0). Kantaksantyng podawano
jako CAROPHYLL Red, a jod jako MICROGRAN® I zawierajacy Ca (103) 2.

Kontrole produkcji oraz zbiér jaj do analiz rozpoczeto 23. tygodnia zycia kur, kiedy
poziom nie$nosci byl bliski 90% (po 5 tygodniach stosowania diety doswiadczalnej). W
kolejnych tygodniach w kazdej grupie i dla kazdej klatki rejestrowano codzienny zbior jaj i raz
w tygodniu mase zniesionych jaj danego dnia (+ 0,1 g) oraz tygodniowe spozycie paszy. Na
podstawie danych wyliczono produkeje jaj (%), srednig mase jaj (g), dzienne pobranie paszy na
kure (g), wspdtczynnik wykorzystania paszy (kg paszy/ 1 kg zniesionych jaj).

Ocene jakosci jaj przeprowadzono trzykrotnie. W szczycie produkcji (25-26 tydzien
zycia), w polowie okresu nie¢nosei (48-50 tydzien zycia) i pod koniec badania (62-63 tydzien
zycia). W kazdym terminie pobrano po 80 jaj z kazdej grupy i poddano kontroli jakosci po
réznym czasie przechowywania w temperaturze 30°C i wilgotnosci 50%. Dla kazdej z trzech
partii jaj kontrole jako$ci wykonano czterokrotnie: w dniu zniesienia oraz po 3., 6. 1 9. dniach
przechowywania, kazdorazowo analizowano 20 jaj z grupy. Okreslano mase jaja (+ 0,1g),
wysokoéé biatka (mm), mase zéttka (£ 0,1g), indeks zottka i kolor zottka. Jakos¢ biatka
wyrazona zostala w jednostkach Haugha (HU). Wytrzymato§¢ VM mierzono przy uzyciu
TA.HDPlus Texture Analyzer z ogniwem obcigznikowym 5 kg i czuloscig 0,1 g. Testy
$ciskania wykonano na zoéltkach za pomoca cylindrycznej sondy o $rednicy 100 mm i przy
zastosowanej szybkosci $ciskania 1 mm/s, uzyskujac site 300 g. Wytrzymalos¢ VM
przedstawiono jako sile zrywajaca (g). W z6ltku i biatku mierzono pH oraz aktywno$¢ wody.

Kontrole mikrobiologiczng w jajach zakazonych Salmonellg: S.enterica ser. Enteritidis
oraz S.enterica ser. Typhimurium (1:1) wykonano dwukrotnie: po 40 i 60 tygodniu zycia kur.
Do oceny pobrano jaja z czterech réznych grup: z 1 lub 10 ppm I w paszy i poziomami CX - 0

lub 6 ppm. Badano skazenie jaj po 5. i 10. dniowej inkubacji w 30°C. Liczbg bakterii w samym

bialku, w samym zottku i w calej tresci jaja wyrazono w jednostkach CFU.




Wyniki

Wplyw zastosowanej suplementacji na wytrzymalo§é VM. Wyniki badai wykazaly,
ze zastosowanie CX w diecie kur nie$nych zwigksza wytrzymatosé VM $wiezych jaj, ale nie
ma wplywu na proces jej degradacji podczas przechowywania w temperaturze 30°C.
Wezedniejsze badania, ktére potwierdzily antyoksydacyjny wplyw CX na z6itko jaja,
prowadzono jednak tylko dla jaj wylggowych przechowywanych w temperaturze ponizej 16°C
nie dtuzej niz 7 dni (Rosa i wsp., 2012; Ren i wsp., 2016; Surai, 2012). Temperatura jest
znanym kluczowym czynnikiem decydujacym o dzialaniu przeciwutleniaczy. Wysoka
temperatura przyspiesza inicjacje aktywnosci antyoksydantéw, co skraca ich dzialanie
(Rébiowd, 2012). To wyjasniatoby poprawe wytrzymalo$ci VM wylgcznie $wiezych jaj pod
wplywem CX. Do dzi§ nie ma wyczerpujacych informacji dotyczacych wptywu wysokiej
temperatury na antyoksydacyjne dzialanie konkretnie CX, jednak kilkakrotnie udowodniono,
ze wiele karotenoidow, jak np. fukoksantyna, ulega degradacji w takich warunkach (Fung i in.,
2013).

Zwigkszona dawka I (10 ppm) w mieszance paszowe] przyczynita sie do zahamowania
degradacji VM w interakcji z czasem przechowywania. Przypuszczalnie moze to by¢ zwigzane
z wptywem I na hamowanie peroksydacji lipidéw (Allen, 1992; Gutteridge, 1995). Wiadomo,
ze elastyczno$¢ i przepuszczalnos¢ VM zalezy od struktury lipidowej blony, zwiaszcza jej
kwasow tluszczowych (Galea, 2011; Shinn i wsp., 2016). Wedlug Aydin i wsp. (2001)
nasycone kwasy tluszczowe zwigkszaja przepuszczalno$¢ VM. Mohiti-Asli i wsp. (2008)
wykazali, ze utlenianie lipidow w jajach, mierzone zawarto$cia MDA (dialdehydu
malonowego), wzrastato podczas przechowywania, i ze na ten wzrost miata wplyw temperatura
przechowywania. W kilku doniesieniach udowodniono, ze suplementacja diety kur takimi
przeciwutleniaczami jak selen i witamina E poprawiata stabilnos¢ lipidow zottka jaja i chronita

komorki przed peroksydacja lipidéw stymulowana przechowywaniem w wysokiej temperaturze




(Qi i Sim, 1998; Galobart i wsp., 2001; Kirunda i wsp, 2001). Bioragc powyzsze pod uwagg,
wplyw jodu na spowolnienie tempa ostabienia VM mégt by¢ spowodowany jego
wlasciwosciami antyperoksydacyjnymi (Allen, 1992; Gutteridge, 1995).

Pozostale wyniki. Poziom CX w mieszance paszowej zwickszal produkcje niesng, ale
tylko w interakcji z I na poziomie 1 ppm. Wlaczenie do diety I na poziomie 10 ppm nie
spowodowato réznic w produkcji niezaleznie od poziomu CX. Suplementacja paszy CX w
dawce 3 ppm spowodowala wzrost masy jaj w calym okresie niesnoSci oraz gorsze
wykorzystania paszy przy obu dawkach 1. Zwigkszenie dodatku Iz 1 do 10 ppm w dietach z
dodatkiem CX réwniez przyczynito si¢ do zmniejszenia wykorzystania paszy o 0,066 kg / kg.

Suplementacja diety kur CX miata wptyw na barwe i wzrost aktywno$ci wody w zdltkach
$wiezych jaj, ale nie powodowala zmian jako$ci bialka. Ciemniejszg barwe zoltek pod
wplywem CX obserwowano przez caly okres przechowywania (do 9 dnia), natomiast wzrost
aktywnos$ci wody do 6 dnia. W przypadku obu parametréw wptyw CX byl obserwowany przy
obu zastosowanych dawkach, tj. 3 i 6 ppm. Jod dodany do paszy réwniez nie miat wplywu na
jakos¢ biatka zaréwno jaj $wiezych jak i przechowywanych. Zwigkszenie dawki Iz 1 do 10
ppm skutkowato wyzsza aktywnoscia wody tresci zottka jaj $wiezych i nizsza aktywnoscia
wody tresci zottka w jajach przechowywanych. Ponadto wykazano wyzszy udziat masy z6ttka
w jajach od kur otrzymujacych mieszanke paszows z wyzszg dawka I, szczegblnie w 6 dniu
przechowywania.

Suplementacja I w dawce 10 ppm byla najskuteczniejsza formg zahamowania wzrostu
salmonelli w jajach inkubowanych w temperaturze 30°C przez 10 dni, szczeg6lnie w przypadku
jaj od mtodszych kur (40 tygodni zycia). Wysoki poziom I silnie hamowat réwniez migracj¢
Salmonelli z biatka do zottka jaja. Obecnosé CX (3 i 6 ppm) nie miata wigkszego wptywu na

wzrost Salmonelli, podobnie jak niska dawka I (1 ppm).




Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna tylko cze$ciowo potwierdzié postawiong
hipotezg. Zastosowanie CX w diecie niosek nie przeciwdziala bowiem degradacji VM w czasie
przechowywania, a tylko zwigksza jej wytrzymalo§¢ w jajach $wiezych. Prawidlowo
zasugerowano natomiast, ze zwigkszenie poziomu I do 10 ppm w paszy przeciwdziata

ostabianiu VM w czasie i ogranicza jednoczes$nie namnazanie si¢ Salmonelli w jajach.

Czwarta praca zaliczana do szczegoélnego osiagni¢cia (04) réwniez byla realizowana w
ramach projektu: ,,Effect of dietary canthaxanthin for layer hens on egg quality”. Projekt byt
finansowany jest przez firm¢ DSM Nutritional Products AG, Wurmisweg 576, CH-4303

Kaiseraugust, Szwajcaria w latach 2015 - 2016.

Cel naukowy

Badano wplyw wieku kur niesnych oraz czasu przechowywania na funkcjonalne i

fizykochemiczne wlasciwosci jaj ze szczegélnym uwzglednieniem zmian wytrzymatosci VM.

Material i metody

W badaniach wykorzystano tacznie 300 kur niosek ISA Brown, ktére pozyskano w 18
tygodniu zycia. W trakcie produkeji program $wiatla, warunki mikroklimatyczne w budynku
oraz zywienie bylo jednakowe dla wszystkich ptakow i zgodne z zaleceniami Hendrix-Genetics
(2014). Niesno$¢ kur kontrolowano przez 46 tygodni, czyli od 23 do 69 tygodnia zycia. Nioski
byly utrzymywane w baterii klatkowej, po 10 kur w pojedynczej klatce. Zbidr jaj do analiz
przeprowadzono w 25-26, 45-46, 55-56 i 69-70 tygodniu zycia kur. Ocena jakos$ci byta
wykonana 4 razy: w dniu zniesienia (jaja $wieze) i po 3, 6 1 9 dniach przechowywania w
temperaturze 30 °C 1 wilgotnosci 50%. Kazdorazowo badano po 120 jaj. Oceniono mase jaja (+
0,1 g), wysokos¢ biatka gestego (mm), jakos¢ biatka wyrazona w jednostkach Haugha (HU),
masg (+ 0,1 g) i barwe z6itka. Obliczono udziat zéttka w masie jaja (%) oraz indeks zoltka. Dla

tresci zottka 1 bialka wykonano pomiary pH i aktywnosci wody. Wytrzymalo$é VM mierzono




za pomocg TA.HDPlus Texture Analyzer z ogniwem obcigznikowym 5 kg i czulodcig 0,1 g.
Testy $ciskania wykonano na zdéttkach jaj za pomoca cylindrycznej sondy o $rednicy 100 mm i
przy zastosowanym wspotczynniku kompresji 1 mm/s aby uzyskaé site 300 g. Wyniki
przedstawiono w postaci sity zrywajacej (g) i elastycznosci (mm).

sy_s

Wyniki

Wplyw wieku kur i czasu przechowywania jaj na wytrzymalo§¢ VM. Nie
stwierdzono wplywu wieku kur na elastyczno$é (sprezystos¢) VM rozumiana jako odleglos¢ od
punktu odksztalcenia blony do jej zerwania. Najwieksza sita (274 g) potrzebna do zerwania
VM charakteryzowata jaja od kur w wieku 25-26 tygodni. Bona witelinowa starszych kur byla
o okolo 18% mniej wytrzymata na zerwanie, ale miedzy 45. i 70. tygodniem zycia
utrzymywala si¢ ona na niezmienionym poziomie. Czas przechowywania istotnie zmniejszat
zarowno elastycznos¢ jak 1 wytrzymalos¢ VM. Po 3 dniach przechowywania sita potrzebna do
zerwania VM zmniejszata si¢ o0 20%, a po 9 dniach o 34%. W przypadku elastycznosci spadek
wynidst 17% po 3 1 43% po 9 dniach przechowywania. Znacznie szybszy proces oslabienia
wytrzymalosci VM, réwny 40% po 3 dniach przechowywania, wykazali wezesniej Berardinelli
1 wsp. (2008). Pozytywne korelacje z wytrzymatoscig VM potwierdzono dla wieku kur, czasu
przechowywania i wysokos$ci biatka gestego. Wynika to z tego, ze czym wiecej wody
przeniknie z biatka do tresci zolttka tym wigksze napiecie VM i mniejsza sila potrzebna jest do
jej przerwania.

Pozostale wyniki. Wiek kur mial wplyw na wszystkie pozostate cechy jaj z wyjatkiem
aktywnosci wody bialka i barwy zéltka. Stwierdzono wzrost masy jaj wraz wiekiem kur i
pogorszenie jakosci biatka, co jest potwierdzeniem wcze$niejszych badan (Rizzi i Chiericato,
2005; Zita 1 wsp., 2009). Wraz z wiekiem kur wzrasta roOwniez masa zoltka i udzial z6ttka w

jaju (Suk i Park, 2001). W niniejszych badaniach wzrost ten miedzy 25-26 i 67-70 tygodniem

zycia kur wynosit odpowiednio 22 i 13%. Przeciwnie, indeks zéttka mtodszych kur jest o 8%



wyzszy, szczegOlnie w $wiezych jajach, co jest silnie skorelowane z lepszg wytrzymatoscia
VM. Wykazano rowniez wyzsze pH i wyzszg aktywno$¢ wody tresci zéttka starszych kur.

Podobnie jak wiek kur, wydtuzony czas przechowywania jaj miat wplyw na pogorszenie
si¢ wigkszosci parametréw jako$ci biatka. Uzyskane wyniki potwierdzily obnizenie wartosci
HU biatka o 22% po 3 i 47% po 9 dniach przechowywania jaj oraz zmniejszenie jego
wysokosci o 61%. Podobnie wraz z czasem przechowywania obserwowano wzrost pH bialka,
co jest zwigzane z dysocjacja CO> przez pory skorupy w trakcie utraty wody z jaja (Jin i wsp.,
2011). Przechowywanie jaj przez 3 dni przyczynia si¢ do wzrostu masy z6ttka o 5%, a przez 9
dni 0 9%. Jednoczesnie drastycznie spada indeks zoitka o 10% po 3 i 37% po 9 dniach
przechowywania.

Przeprowadzona analiza interakcji wieku kur i czasu przechowywania dla analizowanych
parametrow jaj wykazatla, ze indeks zottka jest bardziej wiarygodnym wskaznikiem jakosci niz
HU biatka. Wspoélczynnik determinacji (R%) dla HU jest nizszy (69,3%) niz dla indeksu z6ltka
(73,2%). Wynik ten jest bardzo wazny, poniewaz to wiasnie HU biatka bylo dotychczas
uznawane za ceche¢ pierwszorzedng dla oceny jaj spozywezych (Silversides i Villeneuve, 1994;

USDA, 2000).

Podsumowanie wynikow prac O3 i O4

Wytrzymalos¢ VM ulega pogorszeniu wraz z wiekiem kur, ale réznica ta jest widoczna
przede wszystkim pomigdzy bardzo mltodymi nioskami a kurami po szczycie produkcji. W
pozniejszym okresie cecha ta ulega stabilizacji. Znacznie wiekszy wplyw na degradacje VM
ma dlugos¢ czasu przechowywania. Mozna przeciwdzialaé temu zjawisku poprzez
suplementacje diety kur jodem w dawce 10 ppm, co jednoczesnie przeciwdziala migracji
Salmonelli z biatka do zéttka. Zastosowanie CX nie przeciwdziala ostabieniu VM w czasie

magazynowania, ale poprawia jej wytrzymalos¢ w jajach $wiezych. W zwiazku z tym

wykorzystanie tego suplementu moze znalez¢ zastosowanie podczas produkeji jaj, ktore sa



kierowane do przetworstwa (oddzielenie biatka i zdttka) bez koniecznos$ci dhlugiego
magazynowania.

Poza opisanym powyzej cyklem monotematycznych publikacji wchodzacych w skiad
szczegblnego osiagnigcia, badania struktury i1 czynnikow wplywajacych na wytrzymatosé oraz
elastyczno$¢ VM jaj ptakéw sa nadal kontynuowane w mojej pracy naukowej. Obecnie w
procesie redakcyjnym znajdujg si¢ dwie publikacje mojego autorstwa stanowigce dalszy ciag
omawianego tematu. Publikacje te sa recenzowane w czasopismach: Scientific Reports
(4e7cas5f8-f35a-43db-ac5c-65186e83a485: Analysis of structure and protein identification of
blackbird (7Turdus merula) and song thrush (Turdus philomelos) yolk vitelline membrane) oraz
w Animal Feed Science and Technology (ANIFEE 2020 165: Effects of replacement
genetically modified soybean meal by a mixture of: linseed cake, sunflower cake, guar meal

and linseed oil in laying hens diet. Production results and eggs quality).
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