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Streszczenie

Orzeski sg grupg drobnoustrojow, majacg znaczacy udzial w przemianach
sktadnikow pokarmowych w zwaczu. Ich zdolnosci trawienia i  wykorzystania
wielocukrow strukturalnych i zapasowych dostarczanych w paszy byty wielokrotnie
przedmiotem badan. Natomiast, udzial pierwotniakbw w przemianach weglowodanow
syntetyzowanych w zwaczu pozostaje ciggle niezbadany. Do wielocukréw strukturalnych,
produkowanych w tej komorze zotadka przezuwaczy, nalezy chityna i mureina.
Wymienione weglowodany sa sktadnikami $ciany komdrkowej grzybow i bakterii
zwaczowych, odpowiednio. Z danych literaturowych wynika, ze bakterie 1 grzyby sa
pobierane przez orzeski bytujace w zwaczu. Przyjmuje si¢, ze bakterie sa gtownym
zrodtem biatka dla pierwotniakow . Natomiast udziat grzybéw w zaspokajaniu wymagan
pokarmowych orzeskow jest w rzeczywistosci nieznany. Grzyby zwaczowe, a zwlaszcza
ich wolno ptywajace, ruchliwe, zarodniki sa potencjalnym zZrodtem biatka
I weglowodanoéw . Jednym z tych weglowodanow jest chityna. Jednak, dotychczasowa
wiedza na temat mozliwosci jej wykorzystania przez orzeski ogranicza si¢ do danych na
temat 0golnej aktywnosci chitynolitycznej naturalnej fauny zwacza oraz dwéch gatunkéw
pierwotniakow. Istniejg takze dane o0 enzymach katalizujacych rozktad chityny.
Mozliwo$ci wykorzystania tego weglowodanu przez inne gatunki orzeskow oraz udziat
pierwotniakow w przemianach chityny w zwaczu nie byly dotychczas badane.
Wymienione zagadnienia stanowily cel badan przedstawionych w niniejszej rozprawie. Ich
obiektem badan byly orze¢ski Eudiplodinium maggii, ktére nalezg do pospolitych
przedstawicieli fauny zwaczowej. Pierwotniaki izolowano z ptynu zwacza owiec
i hodowano w warunkach in vitro lub wszczepiano do zwacza osobnikéw, ktérym usunieto

ich naturalng faune orzeskow.

Przedmiotem badan byty : 1) wptyw dodatku chityny i zoospor grzybow
zwaczowych do podtoza hodowlanego na przezywalnos¢ i liczebnos¢ populacji orzeskow
Eudiplodinium maggii w warunkach in vitro; 2) zdolno$¢ trawienia chityny i zarodnikow
grzybow zwaczowych przez orzeski oraz wykorzystanie uzyskanych produktéw jako
zrodla wegla w przemianach dostarczajacych im energii; 3) identyfikacja i charakterystyka
enzymoOw Kkatalizujgcych rozktad chityny w komdrkach pierwotniakow; 4) wpltyw
badanych orzgskow na zawarto$¢ i produkcje chityny w zwaczu owiec; 5) udziat

pierwotniakow Eudiplodinium maggii w przemianach chityny w zwaczu.
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Doswiadczenia wykonane w warunkach in vitro wykazaly, ze przezywalnosé
pierwotniakdw na podtozu ztozonym z roztworu soli i chityny (O, 12, 0,25 i 0,37 mg/ml/d)
lub liofilizowanych zarodnikéw grzyboéw (0,25 mg/ml/d) byta krétsza niz 4 dni.
Stwierdzono, rowniez, ze wielkos¢ dawki chityny nie miata wptywu na przezywalno$¢
pierwotniakow . Uzupelnienie podtoza liofilizowanym plynem zwacza (3,75 mg/ml/d)
i glutenem pszennym (0,08 mg/ml/d) przedtuzato przezywalno$¢ pierwotniakow do
4 i 8 dni, odpowiednio. Podtoze ztozone z roztworu soli, siana tgkowego (0,3 mg/ml/d)
i glutenu pszennego (0,08 mg/ml/d) stwarzato warunki do utrzymywania si¢ orzeskow
przez co najmniej 28 dni. Dodatek chityny do tego podtoza stymulowat rozwdj populacji
Eudiplodinium maggii. Stwierdzono, pozytywna korelacje miedzy dawka chityny
a liczebnoscig populacji orzeskow. Wptyw dodatku liofilizowanych zarodnikow grzybow
do takiego samego podtoza byt mniej wyrazny a ich pozytywne oddziatywanie zaznaczyto
si¢ dopiero w ostatnich 8 dniach hodowli.

Wykazano, ze podczas inkubacji pierwotniakOw z chityng i z zoosporami grzybow
zwaczowych wzrastato st¢zenie lotnych kwasow tluszczowych, zas tempo ich produkcji
wynosito 45 i 46,3 pM LKT/pierwotniaka/godzing . Produkcja endogenna nie
przekraczata 31 pM LKT/pierwotniaka/godzing . Stwierdzono, ze kwas octowy stanowit
72,0 i 77,7% ogotu produkowanych kwasow, kwas mastowy - 21,1 i 12,2 a kwas
propionowy 6,9 i 11,0%, odpowiednio. Uzyskane wyniki dowodzg, ze chityna
i weglowodany obecne w zarodnikach grzybow byty wykorzystywane w przemianach
dostarczajgcych pierwotniakom energii.

Do badan zdolnosci chitynolitycznych pierwotniakbw uzyto surowego preparatu
enzymatycznego orzeskoéw Eudiplodinium maggii. Stwierdzono, ze ogolna aktywno$é
chitynolityczna wynosita okoto 0,035 pM uwolnionej N-acetyloglukozaminy/mg
biatka/min. Optymalne warunki rozktadu koloidalnej chityny stwierdzono przy
pH 4,51 temperaturze - 50°C. Wykazano, ze surowy preparat enzymatyczny umozliwiat
catkowity rozktad chityny a koncowymi produktami reakcji byly: N-acety-loglukozamina
, chitobioza i chitotrioza. Badania zymograficzne wykazaty, ze w surowym preparacie
enzymatycznym orzeskow Eudiplodinium maggii byty obecne enzymy o witasciwosciach:
endochitynazy, egzochitynazy i chitobiazy. Stwierdzono po dwa enzymy z kazdej grupy.

Swoistymi substratami do okre$lenia aktywnosci poszczegolnych grup enzymow
byty : karboksymetylochityna, p-nitrofenylo-N-acetyloglukozamina oraz p-ntrofenylo-N,N-
diacetylochitobioza. Najszybszy rozktad pierwszego z nich stwierdzono przy pH 5,5
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i temperaturze 50°C. Natomiast, optymalne warunki do rozktadu dwoch pozostatych to pH
4,5 oraz temperatura 55 i 45°C, odpowiednio. Szybko$¢ rozktadu CM-chityny, oraz
nitrofenylowych pochodnych chitobiozy i chitotriozy wynosita 0,028, 0,067 i 0,033 uM
uwolnionego produktu/mg biatka/min, odpowiednio. Przedstawione dane wskazujg, ze
najmniejszg aktywno$¢ wykazywaly enzymy o0 wlasciwosciach endochitynazy
anajwigksza - chitobiazy.

Rozdziat biatka pierwotniaczego na ztozu Sephadex G-150 wykazat, ze enzymy
chitynolityczne o wtasciwosciach endochitynazy i chitobiazy wyptywaty z kolumny w tych
samych frakcjach to jest: 16-25, natomiast enzymy o cechach egzochitynazyazy lokowaty
sie we frakcjach 19-25. Stwierdzono, ze w uzyskanych frakcjach bylty obecne pojedyncze
enzymy z kazdej grupy. Stwierdzono, ze masa czasteczkowa endochitynazy, chitobiazy
i egzochitynazy wynosita okoto 62, 51 i 41 kDa, odpowiednio. Wykazano, ze rozdziat
surowego preparatu enzymatycznego metoda saczenia molekularnego umozliwit
cze$ciowe oczyszczenie badanychenzymaow.

Badania w warunkach in vivo wykonano uzywajac trzech owiec zaopatrzonych w
trwale przetoki zwacza. Badania podzielono na dwa okresy, to jest: kontrolny
I doswiadczalny. W okresie kontrolnym owce nie posiadaty zadnych orzeskéw w zwaczu
. Faung¢ zwaczowa owiec w okresie do$wiadczalnym tworzyty orzeski Eudiplodinium
maggii, Kktore wszczepiono tym samym zwierzetom PO zakonczeniu do$wiadczen
kontrolnych .

Wykonane doswiadczenia wykazaty, ze liczebno$¢ rozwinietej populacji orzgskow
3
Eudiplodinium maggii wynosita 14,2 - 20,3 x 10 /ml. Liczebnos¢ zarodnikéw grzybow
5
w okresie kontrolnym miescita si¢ w zakresie 9,2 - 10,3 x 10 /ml aw do$wiadczalnym -

10,0 - 12,2 x 10°/ml. Oznaczenia wykonano metodg (-PCR. Istotne statystycznie roznice
miedzy liczebno$cig zarodnikdw w okresie kontrolnym i do$wiadczalnym wystapity
41 8 godzin po karmieniu. Aktywnos¢ chitynolityczna ptynu zwacza owiec w okresie
kontrolnym i do$wiadczalnym wynosita 2,4 - 3,4 i 3,1 - 3,9 uM N-acetyloglukozoaminy/g
s.m. plynu/min, odpowiednio (p<0,05). Stwierdzono, ze aktywno$¢ chitynolityczna
pierwotniakow stanowita tylko okoto 7,7 - 13,970 0g6lnej aktywnos$ci chitynolitycznej
ptynu zwacza.

Na podstawie wykonanych badan stwierdzono, ze w okresie kontrolnym zawarto$¢
chityny w ptynie zwacza owiec wynosita 6,1- 6,8 aw doswiadczalnym - 6,7 - 8,1 mg/g s.m.
ptynu zwacza (p<0,05). Najmniej chityny stwierdzono przed karmieniem owiec,

a najwiecej 4 godziny po podaniu paszy zwierzgtom. Wykazano rowniez, ze chityna obecna
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w zarodnikach grzybow stanowita 81 - 99% o0goélnej ilosci tego weglowodanu W ptynie
Zwacza i wykazywata wahania zbiezne z wahaniami liczby zoospor. Stwierdzono, ze sucha
masa pojedynczego zarodnika wynosita 2,1 ng a zawartos¢ chityny w jego komérce -
0,23 ng, tojest okoto 11% suchej masy.

Wykazano, ze calkowita zawarto$¢ chityny w plynie zwacza owiec w okresie
kontrolnym i doswiadczalnym wynosita 2,11 3,1 g, odpowiednio (p<0,05). Natomiast
produkcja tego weglowodanu netto - 2,3 i 3,19/12 godz. odpowiednio (p<0,05). Catkowita
ilos¢ chityny, z ktorej mogly korzysta¢ orzeski w ciggu 12 godzin wynosita
6,2 9.

Stwierdzono, ze zawartos¢ chityny w pierwotniakach izolowanych ze zwacza przed
karmieniem owiec wynosita 1,1 mg/g suchej masy orzgskow i zwigkszyla si¢ 0 36%
W ciggu 4 godzin po podaniu paszy. Zmniejszenie si¢ jej zawartosci 0 13% stwierdzono
W ciggu nastepnych 4 godzin. To sugerowalo, ze intensywnos¢ trawienia chityny wynosita
okoto 3% na godzing. Obliczono, ze sucha masa pierwotniaka wynosita 196,5 ng
a zawartos$¢ chityny okoto 0,27 ng. Uzyskane wyniki pozwolity oszacowac, ze zawartos$¢
tego weglowodanu we wszystkich komorkach orzeskéw wynosita okoto 54 mg i stanowita
1,7%chityny w ptynie zwacza owiec.

Podsumowanie: Wykonane badania wykazaty, ze pierwotniaki Eudiplodinium
maggii sa zdolne do trawienia i wykorzystania chityny syntetyzowanej w zwaczu. Jednak ten
weglowodan wydaje sie petni¢ role jedynie uzupehniajagcego zrodta wegla w przemianach

energetycznych badanego gatunku orzeskow.
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