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1. Imię i nazwisko: Grzegorz Klemens Bełżecki 
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe – z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz tytuł rozprawy doktorskiej 

1998 – magister biologii, Uniwersytet Warszawski, Wydział Biologii, Instytut Biochemii, Zakład Regulacji Metabolizmu. Tytuł pracy magisterskiej: „Wpływ związków wanadu na wybrane enzymy cyklu mocznikowego” promotor prof. dr hab. J. Bryła

2004 – doktor nauk rolniczych w zakresie zootechniki, Instytut Fizjologii i Żywienia Zwierząt im. J. Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk. Tytuł rozprawy doktorskiej: „Aktywność amylolityczna orzęsków Eudiplodinium maggii i ich udział w przemianach skrobi w żwaczu” promotor prof. dr hab. T. Michałowski, obroniona z wyróżnieniem 

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
1999 – asystent - Instytut Fizjologii i Żywienia Zwierząt im. J. Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk

2004 – adiunkt - Instytut Fizjologii i Żywienia Zwierząt im. J. Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk

4. Osiągnięcia naukowe

Osiągnięcie naukowe wynikające z art. 16 ust. 2 z dnia 12 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

Osiągnięciem będącym podstawą do ubiegania się o stopień naukowy doktora habilitowanego jest cykl czterech oryginalnych prac twórczych ujętych pod wspólnym tytułem: „Zdolności orzęsków do trawienia i wykorzystania węglowodanów ścian komórkowych bakterii w żwaczu”

a) Cykl składa się z następujących publikacji:

I. Bełżecki G., Miltko R., Kwiatkowska E., Kowalik B., Michałowski T. (2012) The effect of composition of ciliate fauna on murein content and mureinolytic activity in the rumen of sheep. J. Anim. Feed Sci. 21, 65–76 (IF = 0,636; 20 pkt. MNiSW)

II. Bełżecki G., Miltko R., Michałowski T. (2012) The influence of single species populations of ciliates and multispecies fauna on pool size and outflow of microbial matter from the reticulo-rumen of sheep. J. Anim. Feed Sci. 21, 624–634 (IF = 0,636; 20 pkt. MNiSW)

III. Bełżecki G., Miltko R., Kwiatkowska E., Michałowski T. (2010) Mureinolytic ability of the rumen ciliate Diploplastron affine. Folia Microbiol. 55, 312–314  (IF = 0,978; 20 pkt. MNiSW)

IV. Bełżecki G., Miltko R., Kwiatkowska E., Michałowski T. (2013) The ability of rumen ciliates Eudiplodinium maggii, Diploplastron affine, and Entodinium caudatum to use the murein saccharides. Folia Microbiol. 58, 463-468 (IF2012 = 0,791; 15 pkt2012. MNiSW 2012)
Łączny Impact factor (IF) dla czterech prac wynosi 3,041. IF dla publikacji I, II, III uwzględniano zgodnie z rokiem opublikowania, a dla IV za rok 2012. 

Suma punktów według polskiej oceny czasopism MNiSW wynosi 75. Punkty naliczono zgodnie z Komunikatem MNiSW z dnia 17 września 2012 w sprawie wykazu czasopism naukowych wraz z liczbą punktów przyznawanych za publikacje w tych czasopismach.

b) Omówienie celu naukowego ww. pracy i osiągniętych wyników wraz z omówieniem ich ewentualnego wykorzystania 

Osiągnięcie stanowi cykl prac będących rezultatem realizacji projektu badawczego -KBN 2P06Z05230 „Zdolności orzęsków do trawienia i wykorzystania węglowodanów strukturalnych ściany komórkowej bakterii i grzybów w żwaczu”.
WSTĘP

Swoistość trawienia pokarmu u przeżuwaczy polega na wykorzystaniu przez nie zdolności trawiennych i fermentacyjnych drobnoustrojów zasiedlających żwacz. Biocenozę żwacza tworzą: bakterie, pierwotniaki i grzyby. Najliczniejszą grupę mikroorganizmów stanowią bakterie, ich liczebność szacuje się na 1010-1011/ g treści żwacza (Stewart i wsp., 1997). Drugą pod względem liczebności grupą są pierwotniaki, których liczba może przekraczać 106 osobników/ ml płynu żwacza, jednak ze względu na znaczne rozmiary biomasa tych mikroorganizmów jest porównywalna z biomasą bakterii.
Drobnoustroje żwacza uczestniczą w trawieniu i fermentacji składników paszy w tym również węglowodanów. Trawione przez nie polisacharydy można podzielić na dwie grupy. Pierwszą z nich stanowią sacharydy dostarczane w paszy, drugą zaś syntetyzowane w żwaczu przez drobnoustroje. Uwaga badaczy skupiała się dotychczas niemal wyłącznie na trawieniu i fermentacji węglowodanów, strukturalnych (celulozy i hemicelulozy) oraz zapasowych (skrobi), obecnych w paszy. Natomiast, przemiany węglowodanów syntetyzowanych przez mikroorganizmy żwacza (chityna i mureina) były dotąd przedmiotem tylko nielicznych badań.
Pod względem chemicznym mureina stanowi peptydoglikan. Zgodnie ze swoja nazwą składa się ona z dwóch elementów węglowodanu i krótkiego fragmentu peptydowego zwykle tetrapeptydu. Podstawowy element mureiny stanowi łańcuch węglowodanowy składający się z jednostek dwucukrowych zbudowanych z reszt N-acetyloglukozoaminy i kwasu N-acetylomuraminowego połączonych wiązaniami β-1-4 glikozydowymi. Do reszty kwasu N-acetylomureinowego dołączony jest tetrapeptyd. Łańcuchy węglowodanowe ułożone są równolegle i połączone poprzecznie mostkami peptydowymi utworzonymi przez trapeptydy sąsiadujących ze sobą łańcuchów. Powstała w ten sposób struktura ma charakter sieci i pełni funkcje szkieletową tworząc ściany komórkowe bakterii. Wyniki badań składu chemicznego licznych gatunków bakterii izolowanych z różnych środowisk wskazują, że ich ściana komórkowa stanowi 26-32% suchej masy bakterii (Van der Wall i wsp., 1997). Stwierdzono, że ilość mureiny w ścianach komórkowych zależy od rodzaju bakterii. Szacuje się, że u Gram-ujemnych nie przekracza ona 10%, natomiast u Gram-dodatnich jej ilość waha się w zakresie 30-90% (Schleifer i Kandler, 1972).
Zawartość mureiny w żwaczu nie była dotychczas przedmiotem badań. Wiadomo jednak, że występują tam zarówno bakterie Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne (Stewart i wsp., 1977). Dane literaturowe podają, że łączna biomasa tych mikroorganizmów w żwaczu może osiągać 190g u owcy (Michałowski, 1990) i ponad 1300g u krowy (Michałowski i wsp., 1997). Biomasa węglowodanowego składnika ścian komórkowych (mureiny) nie była jednak do tej pory przedmiotem żadnych badań.

Główną grupą mikroorganizmów odpowiedzialnych za metabolizm mureiny w żwaczu są orzęski. Newbold i Hilman (1990) podają, że tempo pochłaniania bakterii przez te mikroorganizmy wynosi 0,27% ich aktualnej liczby w żwaczu/min, co odpowiada wartości bliskiej 390% na dobę. Wartość ta, może być jednak czterokrotnie większa, na co wskazują wyniki uzyskane przez Coleman and Sandford (1979). Dotychczas jednak przemiany i metabolizm mureiny w żwaczu nie były objęte badaniami.

Proces enzymatycznego rozkładu mureiny nie jest do końca zbadany. Można jednak założyć, że podobnie jak w przypadku innych węglowodanów przebiega on dwuetapowo. W pierwszym etapie mureina podlega trawieniu przez lizozym – muramidazę (N-acetylomuraminidazę E.C. 3.2.1.17), wynikiem tego procesu są krótkie fragmenty mureinopeptydu. W drugim etapie fragmenty te ulegają dalszemu trawieniu, a ich końcowymi produktami są aminocukry (N-acetyloglukozamina, kwas N-acetylomureinowy) oraz aminokwasy. Aminocukry podlegają następnie fermentacji, końcowymi produktami, której są wysokoenergetyczne związki (ATP) dostarczające energii pierwotniakom oraz lotne kwasy tłuszczowe (LKT) stanowiące źródło energii dla przeżuwacza. Jednak, wiadomości o zdolnościach mureinolitycznych orzęsków są bardzo ograniczone. Brak jest również informacji dotyczących możliwości wykorzystania mureiny jako źródła energii, zarówno dla orzęsków jak i przeżuwacza.

Celem przeprowadzonych badań było:

· Określenie wpływu fauny pierwotniaczej na zawartość mureiny oraz jej metabolizm w żwaczu.

· Zbadanie możliwości wykorzystania mureiny jako potencjalnego źródła energii dla orzęsków. 

REALIZACJA 

Część doświadczalną zrealizowano z podziałem na dwie części, to jest: badania w warunkach in vivo oraz badania w warunkach in vitro.

1. BADANIA IN VIVO
Publikacja I: Bełżecki G., Miltko R., Kwiatkowska E., Kowalik B., Michałowski T. (2012) The effect of composition of ciliate fauna on murein content and mureinolytic activity in the rumen of sheep. J. Anim. Feed Sci. 21, 65–76 (IF = 0,636; 20 pkt. MNiSW)
Publikacja II: Bełżecki G., Miltko R., Michałowski T. (2012) The influence of single species populations of ciliates and multispecies fauna on pool size and outflow of microbial matter from the reticulo-rumen of sheep. J. Anim. Feed Sci. 21, 624–634 (IF = 0,636; 20 pkt. MNiSW)

MATERIAŁ I METODY

Badania w warunkach in vivo wykonano na trzech owcach rasy Żelaźnieńska, zaopatrzonych w trwałe przetoki żwacza. Dzienna dawka paszy składała się z 1500g siana łąkowego, 260g śruty jęczmiennej oraz 5g mieszanki mineralno-witaminowej „Polfamix” podawanych o godzinie 8 i 20. Badania w warunkach in vivo składały się z 5 okresów doświadczalnych. W okresie pierwszym owce były pozbawione pierwotniaków w żwaczu (Okres kontrolny). W okresie drugim fauna żwacza składała się wyłącznie z orzęsków Eudiplodinium maggii, w trzecim z Diploplastron affine, zaś w czwartym z Entodinium caudatum. W piątym, ostatnim okresie owce miały w żwaczu naturalną, wielogatunkową faunę orzęsków. Każdy z wymienionych okresów podzielono na dwa podokresy. Pierwszy - 3 tygodniowy podokres był przeznaczony na ukształtowanie się mikroflory bakteryjnej żwacza po zabiegu defaunacji (Jouany i Ushida, 1990). Drugi podokres (refaunacja owiec) polegał na wszczepieniu do żwacza gatunków wyizolowanych wcześniej z mieszanych populacji orzęsków i utrzymywanych w warunkach in vitro w oparciu o własne metody hodowli. Podokres ten był przeznaczony na kolekcję materiału do zaplanowanych badań, przedmiotem których było określenie: liczebności pierwotniaków i bakterii w płynie żwacza, objętości płynu żwacza, zawartości mureiny oraz całkowitej i pierwotniaczej aktywności mureinolitycznej. 

WYNIKI

Charakterystyka populacji drobnoustrojów
W pierwszym okresie kontrolnym owce pozbawione były orzęsków w żwaczu. Liczebność populacji pierwotniaków w pozostałych okresach wahała się w zakresie od 14,1 do 360 x 103 osobników/ml, w zależności od czasu po karmieniu i składu gatunkowego fauny pierwotniaczej. Największą liczebność orzęsków odnotowano w piątym okresie, gdy w żwaczu obecna była wielogatunkowa mikrofauna. Najniższą liczebność zaobserwowano w okresie drugim. Warto zauważyć, że liczebność populacji pierwotniaków w okresie czwartym i piątym była o rząd wielkości wyższa niż w okresie drugim i trzecim. W tych dwóch okresach fauna żwaczowa składała się z pierwotniaków zaliczanych do dużych Ophryoscolecidae: E. maggii i D. affine. Liczebność populacji tych gatunków jest zwykle rzędu 104/ml. Należy również zaznaczyć, że właśnie te gatunki decydują o całkowitej biomasie orzęsków w żwaczu. Oprócz różnic w liczebności populacji zaobserwowano stały rytm zmian liczby orzęsków. Stwierdzone w doświadczeniu wahania dobowe nie zależały od składu gatunkowego fauny. Niezależnie bowiem od stanu populacji orzęsków największą ich liczebność stwierdzano bezpośrednio przed karmieniem. Zaobserwowane zmniejszenie się gęstości populacji mogło być spowodowane rozcieńczeniem płynu żwacza śliną, wodą pitną jak również przejściowym związaniem się części osobników z frakcją stałą treści żwacza.


Biomasę bakterii określano mierząc stężenie mureiny w płynie żwacza owiec. Stężenie badanego wskaźnika wahało się pomiędzy 148 a 359 mg/g suchej masy płynu żwacza w zależności od czasu po karmieniu i składu mikrofauny. Zaobserwowano, że koncentracja mureiny w płynie żwacza zwiększała się w cztery godziny po karmieniu zwierząt niezależnie od okresu doświadczalnego (P<0,05). Natomiast wszczepienie orzęsków do żwacza owiec zdefaunowanych spowodowało zmniejszenie się zawartości mureiny w płynie żwacza o 28-35% niezależnie od składu mikrofauny żwacza (P<0,05). Przedstawione zmiany wskaźnika są ściśle związane ze zmianą liczebności populacji bakterii.

Ponadto, zaobserwowano różnice pomiędzy całkowitą biomasą bakterii w żwaczu owiec zdefaunowanych, a refaunowanych (P<0,05). Zaszczepienie owiec pierwotniakami spowodowało obniżenie liczebności bakterii. Stwierdzony spadek był większy po refaunacji pierwotniakami E. maggii (okres II) i mieszaną populacją orzęsków (okres V) niż w dwóch pozostałych okresach (P<0,05). Zaobserwowana zależność jest dobrze udokumentowana w literaturze. Przyjmuje się, że jest ona spowodowana wychwytem bakterii przez pierwotniaki lub też konkurencją o składniki odżywcze (Coleman, 1988).
Przemiany mureiny w żwaczu

Do obliczenia całkowitej puli mureiny w żwaczu wykorzystano wyniki pomiarów objętości płynu żwacza owiec. Dokonano tego, stosując glikol polietylenowy, według metodyki podanej przez Hyden (1961) zmodyfikowanej przez Muszyńskiego (1976).

Z otrzymanych danych wynika, że objętość płynu żwacza wahała się od 8,9 do 10,5 litra (P>0,05). Wprowadzenie orzęsków do żwacza owiec spowodowało zmniejszenie się ilości mureiny w płynie żwacza od 36 do 42% (P<0,05), co wynikało ze zmniejszenia liczby bakterii. Zaobserwowana zależność jest zgodna z obserwacjami podanymi przez Coleman (1988).


Do obliczenia aktywności mureinolitycznej użyto płynu żwacza, z którego ekstrahowano frakcję enzymatyczną zgodnie z metodą Huhtanen i Khalili, (1992). Po przeprowadzeniu ekstrakcji dokonywano pomiarów aktywności wg metody Canfield, (1963). Jako substratów użyto liofilizowanych komórek Mikrococcus lysodeikticus.


Wykonane analizy wykazały, że ekstrakt uzyskany z płynu żwacza trawił komórki M. lysodeikticus z szybkością 1,87-8,15µg SM bakterii/g SM płynu żwacza/min, w zależności od składu gatunkowego fauny żwacza i czasu po karmieniu. Uzyskane wyniki wykazały, że aktywność mureinolityczna płynu żwacza zmniejszała się cztery godziny po karmieniu owiec, a następnie rosła (P<0,05). Zaobserwowana zależność była zbieżna ze zmianami liczebności pierwotniaków w płynie żwacza. Może to sugerować wpływ pierwotniaków na zmiany aktywności mureinolitycznej w żwaczu.

Zależność między aktywnością mureinolityczną płynu żwacza, a obecnością i składem mikrofauny orzęsków

Przeprowadzone obliczenia statystyczne wykazały, że aktywność mureinolityczna płynu żwacza owiec zdefaunowanych była niższa niż refaunowanych (P<0,05). Stwierdzono również, że frakcja enzymatyczna uzyskana z płynu żwacza owiec refaunowanych populacją orzęsków E. caudatum (okres IV) i wielogatunkową (okres V) trawiła mureinę szybciej niż w dwóch pozostałych okresach (P<0,05). Uzyskane wyniki sugerują, że intensywność przemian mureiny w żwaczu może zależeć od składu gatunkowego mikrofauny.

Udział pierwotniaków w przemianach mureiny 


Część mureiny obecnej w płynie żwacza znajdowała się w komórkach orzęsków. Średnie wyniki dotyczące ilości tego węglowodanu, wykazały, że jego zawartość wahała się, w zakresie od 1,1 do 9,8 ng/komórkę, w zależności od badanego gatunku orzęska. Warto również zauważyć wyraźną różnicę między zawartością mureiny w komórkach małych – E. caudatum i dużych E. maggii pierwotniaków - z rodziny Ophryoscolecidae (Williams i Coleman, 1992).

2. BADANIA IN VITRO

Publikacja III: Bełżecki G., Miltko R., Kwiatkowska E., Michałowski T. (2010) Mureinolytic ability of the rumen ciliate Diploplastron affine. Folia Microbiol. 55, 312-314, (IF = 0,978; 20 pkt. MNiSW )

Publikacja IV: Bełżecki G., Miltko R., Kwiatkowska E., Michałowski T. (2013) The ability of rumen ciliates, Eudiplodinium maggii, Diploplastron affine and Entodinium caudatum, to use the murein saccharides. Folia Microbiol. 58, 463-468 (IF2012 = 0,791; 15 pkt2012. MNiSW 2012)
MATERIAŁ I METODY

Materiałem użytym w tym etapie były te same gatunki orzęsków co w badaniach przeprowadzonych w warunkach in vivo: E. maggii, D. affine, oraz E. caudatum. Badania składały się z wielodniowych doświadczeń hodowlanych oraz 12 lub 24 godzinnych inkubacji.

W pierwszym doświadczeniu badano wpływ dodatku składnika węglowodanowego mureiny do pokarmu hodowlanego na stan ilościowy populacji orzęsków. Badania te przeprowadzono w warunkach hodowli in vitro zgodnie z metodą opisaną przez Michałowskiego (1975). Pierwotniaki wykorzystane w tych doświadczeniach izolowano ze żwacza owiec i hodowano w monokulturach. Hodowla każdego gatunku trwała 28 dni. Podłoże kultur kontrolnych składało się z roztworu soli typu „caudatum” (Coleman i wsp., 1972), mielonego siana łąkowego i glutenu pszennego. Podłoże kultur doświadczalnych wzbogacono dodatkowo o węglowodany uzyskane z mureiny. Hodowano po trzy kultury na każdym rodzaju podłoża. Liczebność populacji pierwotniaków sprawdzano co 4 dni.

W doświadczeniu drugim w celu określenia przyczyn pozytywnego oddziaływania węglowodanów wyizolowanych z mureiny na stan ilościowy populacji orzęsków wykonano doświadczenia, w który badano zdolność tych mikroorganizmów do pobierania powyższych węglowodanów. Badania wychwytu mureiny przez orzęski rozpoczynano w 24 godziny po ich ostatnim karmieniu. Kultury doświadczalne stanowiły orzęski, karmione węglowodanowym składnikiem mureiny, natomiast kontrolne - głodzone. Czas trwania doświadczenia wynosił 24 godziny. Oznaczeń dokonywano bezpośrednio przed podaniem mureiny i 2, 4, 6, 8, 12, 18 i 24 godziny po rozpoczęciu doświadczenia. Pomiary, polegały na określeniu odsetka osobników zawierających stałe cząstki w woreczkach endoplazmatycznych.
W trzecim doświadczeniu określano zdolności orzęsków do trawienia murieny oraz przemian uzyskanych produktów. W tym celu pozbawione bakterii pierwotniaki inkubowano przez 12 godzin z mureiną w obecności antybiotyków i mierzono zmiany stężenia lotnych kwasów tłuszczowych (LKT) w podłożu. Stężenie kwasów badano przed podaniem mureiny oraz po 3, 6 i 12 godzinach inkubacji. Jako kontroli użyto pierwotniaków pozbawionych pokarmu.
W kolejnym doświadczeniu badano zdolność do trawienia węglowodanów mureiny przez pierwotniaki. Orzęski izolowano ze żwacza monofaunowanych owiec, a następnie oczyszczono i inkubowano z antybiotykami celem eliminacji bakterii zewnątrz i wewnątrzkomórkowych. Wyizolowaną zawiesinę orzęsków homogenizowano, a następnie wirowano. Otrzymany w ten sposób supernatant zbierano i wykorzystywano jako surowy preparat enzymatyczny do określenia zdolności trawienia mureiny. Przeprowadzono również, charakterystykę enzymów mureinolitycznych orzęsków D. affine. Identyfikację przeprowadzano metodą elektroforezy surowego preparatu enzymatycznego na żelu poliakrylamidowym zawierającym węglowodany mureiny. Po elektroforezie żele inkubowano w buforze fosforanowym o optymalnym dla reakcji odczynie i temperaturze wyznaczonych we wcześniejszych etapach doświadczenia. Poszukiwane enzymy identyfikowano na podstawie obecności produktów rozkładu substratu, które pojawiały się na żelu w postaci prążków w miejscu ulokowania się enzymu (Audy i wsp. 1988).
WYNIKI
Liczebność populacji pierwotniaków hodowanych in vitro stwierdzona w pierwszym etapie badań wahała się od 473 do 2631 osobników/ml, w zależności od diety i gatunku orzęska. Najniższą liczebnością charakteryzowała się populacja Eudiplodinium maggii a najwyższą - Entodinium caudatum. Stwierdzono pozytywną korelację między wielkością dawki mureiny a liczebnością populacji wszystkich trzech gatunków (P<0,05).
Wyniki wychwytu mureiny przez orzęski wykazały, że bezpośrednio przed podaniem pokarmu ilość osobników wypełnionych tym węglowodanem stanowiła od 13,3 do 19,7% wszystkich pierwotniaków w badanych kulturach. Ich liczba wzrosła w ciągu pierwszych 4 godzin po karmieniu (P<0,05) po czym następował jej spadek (P<0,05). Uzyskany wynik może świadczyć, że pobrana mureina podlegała trawieniu w komórkach orzęsków. Przypuszczenie to, potwierdziły doświadczenia fermentacyjne. Wykazały one, że podczas inkubacji orzęsków następował przyrost stężenia lotnych kwasów tłuszczowych zarówno w przypadku kultur kontrolnych jak i doświadczalnych. Tempo produkcji LKT w kulturach kontrolnych było niższe niż w przypadku kultur doświadczalnych (P<0,05). Ponadto, doświadczenia fermentacyjne wykazały, że tempo produkcji LKT zależało od wielkości pierwotniaków. Największą szybkość fermentacji stwierdzono w przypadku orzęsków E. maggii a najmniejszą – E. caudatum. Wyniki kolejnych doświadczeń nie potwierdziły tych zależności. Wynika z nich, bowiem, że węglowodany wyizolowane z mureiny rozkładane były z większą szybkością w przypadku E. caudatum (8,2 U /mg białka/min) niż E. maggii (3 U /mg białka/min). Jednak, na podstawie innych kalkulacji uwzględniających biomasę pojedynczej komórki orzęska, stwierdzono, że wspominania powyżej zależność zostaje zachowana. Optymalne warunki reakcji rozkładu węglowodanów wyizolowanych z mureiny przez surowy preparat enzymatyczny pierwotniaków wahały się w zakresie temperatur 40-45°C oraz pH 4,5-5,0. Ostateczne potwierdzenie zdolności orzęsków do trawienia mureiny wykazano w badaniach zymograficznych, w których stwierdzono obecność dwóch enzymów o cechach lizozymu u orzęska D. affine.
WNIOSKI 

· Orzęski posiadają aktywność mureinolityczną i obniżają ilość węglowodanowego składnika mureiny  w żwaczu.
· Aktywność mureinolityczna w żwaczu jest zależna od składu gatunkowego mikrofauny żwacza.

· W warunkach in vivo, pobrane przez orzęski węglowodanowe składniki mureiny podlegają wewnątrzkomórkowemu trawieniu, a powstałe produkty są wykorzystywane na pokrycie bieżącego zapotrzebowania energetycznego orzęska.

· Aktywność enzymów mureinolitycznych jest cechą charakterystyczną dla danego gatunku orzęsków. 
· Szybkość rozkładu węglowodanowego składnika mureny jest zależna od biomasy komórki orzęska.
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5. Omówienie pozostałych osiągnięć naukowo-badawczych
5.1. Tematyka pozostałych osiągnięć naukowo badawczych 

Pracę w Instytucie Fizjologii i Żywienia Zwierząt im. Jana Kielanowskiego PAN w Jabłonnej rozpocząłem w roku 1999, w Zakładzie Fizjologii Żywienia Zwierząt Przeżuwających w zespole kierowanym przez prof. dr hab. T. Michałowskiego. Przedstawione poniżej zagadnienia wchodzą w zakres tematyki badawczej realizowanej w ostatnich latach. Jej wykonanie było możliwe dzięki przyznanym projektom badawczym KBN/MNiSW. Niektóre z zagadnień były realizowane we współpracy z instytucjami zagranicznymi. Prace oryginalne oraz doniesienia konferencyjne opublikowane przed i po uzyskaniu stopnia doktora zamieszczono w załączniku 3.
Realizowana tematyka badawcza obejmowała następujące zagadnienia:
I. Rola orzęsków w przemianach węglowodanów:
a) strukturalnych ścian komórkowych roślin (celuloza i ksylan)
b) zapasowych (skrobia)
c) strukturalnych ścian komórkowych bakterii i grzybów (chityna)
w żwaczu owiec.

II. Zbadanie zdolności orzęsków do wykorzystania glukanów.
III. Określenie roli orzęsków w procesach metanogenzy i gospodarki lipidowej.
IV. Charakterystyka procesów trawiennych u zwierząt roślinożernych. 

I. Rola orzęsków w przemianach węglowodanów:

a) strukturalnych ścian komórkowych roślin (celuloza i ksylan)

W początkowym okresie swojej pracy badawczej zostałem włączony do zadania realizowanego przez zespół prof. dr hab. T. Michałowskiego w ramach projektu „Określenie zależności między składem gatunkowym mikrofauny a intensywnością trawienia włókna w żwaczu”, w którym byłem jednym z wykonawców.
Badania wykonano na trzech trykach rasy Merynos polski zaopatrzonych w przetoki żwaczowe. Zwierzęta żywiono co 12 godzin paszą o składzie: siano łąkowe 750g i śruta jęczmienna 130g. W poszczególnych etapach doświadczenia zwierzęta różniły się składem gatunkowym mikrofauny żwacza. W etapie pierwszym owce posiadały jedynie orzęski E. maggii, w drugim E. maggii i E. caudatum, w trzecim oba wymienione gatunki i dodatkowo Dasytricha ruminantium. Kontrolę stanowiły owce pozbawione pierwotniaków. Orzęski użyte w doświadczeniu zostały wybrane ze względu na preferencje pokarmowe. E. maggii należy do grupy pierwotniaków o silnych właściwościach celulolitycznych, E.caudatum zaliczany jest do - skrobiolubnych, natomiast D. ruminantium metabolizuje wyłącznie cukry proste.
Przeprowadzone doświadczenia wykazały, że aktywność celulolityczna treści żwacza wahała się od 3,8 do 7,0 μM glukozy/g SM/min, natomiast ksylanolityczna zmieniała się w zakresie od 36,1 do 65,7 μM ksylozy/g SM/min, zależnie od składu fauny. Wprowadzenie orzęsków E. maggii do żwacza owiec zdefaunowanych spowodowało wzrost badanych aktywności (P<0,05). Doszczepienie drugiego gatunku E. caudatum zwiększyło w niewielkim stopniu aktywność celulolityczną. Odmienny efekt zaobserwowano po doszczepieniu trzeciego gatunku D. ruminantium po którym nastąpił spadek obu aktywności (P<0,05). 
Badaniami objęto również ubytki frakcji włókna: kwasowo-detergentowego (ADF) i naturalno-detergentowego (NDF) w treści żwacza. Na podstawie uzyskanych rezultatów stwierdzono, że ubytki badanych frakcji ADF i NDF wahały się w granicach 620-830, 180-320 i 230-450 g/12h, w zależności od rodzaju populacji pierwotniaków. Stwierdzono, że zaobserwowane zmiany były pozytywnie skorelowane z liczebnością orzęsków Eudiplodinium maggii. Zależności takiej nie stwierdzono w przypadku dwóch pozostałych populacji orzęsków mimo znacznie większej liczebności tych gatunków w żwaczu. Zaobserwowano, ponadto, że rozwój populacji D. ruminantium spowodował spadek całkowitej biomasy bakterii w żwaczu (P<0,01).
Dokonane analizy mikroskopowe wykazały, że pierwotniaki E. maggii i E. caudatum pobierały głównie granule skrobi, natomiast fragmenty siana - sporadycznie. Sugeruje to, że ich bezpośredni udział w trawieniu włókna był znikomy. 
Na podstawie wyników badań opisujących wpływ mikrofauny na metabolizm węglowodanów w żwaczu owiec stwierdzono, że głównymi produktami fermentacji w żwaczu były lotne kwasy tłuszczowe. Stężenie kwasu octowego wahało się od 5,25 do 7,94 mM/100ml, propionowego od 1,29 do 2,34 mM/100ml a masłowego od 0,75 do 1,39 mM/100ml. Najniższe stężenie kwasu octowego stwierdzono u owiec refaunowanych E. maggii, a najwyższe – z mieszaną populacją orzęsków E. maggii i E. caudatum. Natomiast najniższe stężenie kwasu masłowego zaobserwowano u owiec posiadających wszystkie trzy gatunki orzęsków żwaczowych, a najwyższe u zwierząt monofaunowanych E. maggii. Stwierdzono również, że produkcja kwasu masłowego wzrastała wraz ze zwiększeniem się liczebność E. maggii w żwaczu.

W badaniach in sacco stwierdzono, że aktywność celulolityczna frakcji enzymatycznej związanej z inkubowanym sianem łąkowym wahała się od 1,6 do 8,1 μM glukozy /g SM/ min, natomiast ksylanolityczna od 10,1 do 54,7 μM ksylozy/g SM/min. Ponadto, zaobserwowano, że aktywności te wzrastały po zaszczepieniu owiec orzęskami E. maggii oraz po odszczepieniu E. caudatum. Odwrotny efekt stwierdzono po doszczepieniu D. ruminantium. Może to sugerować, że orzęski E. maggii i E. caudatum sprzyjały kolonizacji siana przez bakterie fibrolityczne, natomiast D. ruminantiun hamowały ten proces. Zawartość poszczególnych frakcji włókna surowego w inkubowanych próbkach podlegała zmianom. Frakcja ADF wahała się w granicach 220-692 mg, a NDF od 358 do 1186 mg, w zależności od składu mikrofauny i czasu inkubacji. Ponadto, wykazano negatywny wpływ obecności D. ruminantium na trawienie włókna, oraz nie zaobserwowano zależności pomiędzy liczbą orzęsków E. maggii, a intensywnością trawienia badanych składników włókna.
Wyniki doświadczeń przeprowadzonych w warunkach in vitro sugerują, że czynnikami regulującymi bezpośredni udział E. maggii w trawieniu włókna w żwaczu mogą być: obecność skrobi oraz koncentracja drobnych cząstek pokarmu dostępnych dla pierwotniaków.

Przeprowadzono również identyfikację i charakterystyką enzymów fibrolitycznych orzęsków E. maggii. Rezultaty tych badań wykazały, że pierwotniak ten posiada enzymy o cechach: β-endoglukanazy, egzocelulazy oraz celobiazy, stwierdzono ponadto obecność enzymów ksylanolitycznych. 

Wyniki uzyskane podczas realizacji projektu zostały przedstawione w postaci pięciu prac oryginalnych (załącznik 3, prace: II.A.1 oraz II.A.3-II.A.6) oraz doniesień zaprezentowanych na konferencjach zagranicznych i krajowych (załącznik 3, doniesienia: III.B.1-III.B.4 i III.B.7-III.B.12).
I. Rola orzęsków w przemianach węglowodanów:

b) zapasowych (skrobia)
Drugim tematem mojej pracy badawczej było określenie roli orzęsków w trawieniu i metabolizmie skrobi w żwaczu. Zagadnienie to stanowiło temat mojej pracy doktorskiej zatytułowanej: „Aktywność amylolityczna orzęsków Eudiplodinium maggii i ich udział w przemianach skrobi w żwaczu”. Realizacja wyżej wymienionego zagadnienia była możliwa dzięki projektowi promotorskiemu: „Komórkowe i środowiskowe czynniki warunkujące wykorzystanie skrobi przez orzęski Eudiplodinium maggii w żwaczu” - którego byłem wykonawcą. 
Celem podjętych badań było określenie:
· zdolności amylolitycznej orzęsków E. maggii, poprzez charakterystykę głównych enzymów uczestniczących w trawieniu skrobi;
· intensywności przemian skrobi w komórkach orzęsków w warunkach in vivo;
· roli Eudiplodinium maggii w przemianach skrobi w żwaczu i w zaopatrzeniu gospodarza w polimery α-glukozy;
· wpływu innego gatunku pierwotniaków na wymienione wskaźniki.
Badania wykonano na trzech owcach rasy Merynos polski przetokowanych dożwaczowo. Zwierzęta karmiono co 12 godzin paszą złożoną z: siana łąkowego i śruty jęczmiennej. Zawartość śruty w dawce wynosiła około 11%, a skrobi w śrucie 63,5%. Badanie składało się z trzech etapów w trakcie, których owce posiadały ściśle określoną populację orzęsków. Skład ustalano metodą defaunacji i refaunacji czystymi kulturami orzęsków pochodzącymi z hodowli in vitro. W pierwszym okresie fauna pierwotniacza składała się z orzęsków E. maggii, w drugim z E. maggii i E. caudatum, kontrolę stanowiły owce pozbawione orzęsków. 

W pierwszym etapie badań określano wpływ orzęsków E. maggii na wielkość puli 1,4;1,6-α-glukanów odpływającej do ksiąg. W badaniach stwierdzono, że rozwinięcie się populacji orzęsków w żwaczu spowodowało istotny wzrost zwartości 1,4;1,6-α-glukanów w płynie czepca owiec (P<0,05). Zaobserwowano również zwiększenie puli tych węglowodanów odpływającej z czepca do ksiąg (P<0,05). Najintensywniejszy odpływ stwierdzono w okresie pierwszych 3 godzin po karmieniu owiec. Węglowodany obecne w komórkach E. maggii stanowiły od 14 do 24% tej puli. Inokulacja żwacza drugim gatunkiem orzęsków E. caudatum spowodowała istotne zmniejszenie wychwytu skrobi oraz syntezy węglowodanów zapasowych jak również spadek liczebności populacji E. maggii o ponad 50%. Zmiany te wywołane były prawdopodobnie zmniejszeniem ilości skrobi dostępnej dla orzęsków E. maggii. Przyczyną zaobserwowanych zmian mogła być konkurencja pokarmowa. Wyniki badań wykazały również, że zmniejszenie liczebności populacji E. maggii, wywołane obecnością E. caudatum w żwaczu, nie wpłynęło na wielkość puli węglowodanów odpływających z czepca do ksiąg; stwierdzono nawet tendencję do jej zwiększania.

Drugą część badań przeprowadzano na populacjach orzęsków E. maggii. Pierwotniaki te, izolowano ze żwacza, następnie oczyszczano i pozbawiono bakterii wewnątrz i zewnątrz komórkowych. Z orzęsków wyizolowano frakcję białkową, którą następnie użyto w badaniach enzymatycznych. Uzyskane wyniki wykazały, że szybkość rozkładu skrobi i dekstryn przez surowy preparat enzymatyczny wynosi: 29,5±0,40 i 19,4±2,26 μM glukozy/mg białka/godz., a szybkość uwalniania glukozy z maltozy i izomaltozy – 0,45 i 0,14 μM/mg białka/godz. Rozdział białka pierwotniaczego na złożu DEAE-Sephadex A-50 w połączeniu z natywną elektroforezą białka na żelu poliakrylamidowym i z techniką zymogramu wykazał obecność czterech enzymów wykazujących cechy amylolityczne.

Identyfikacja końcowych produktów rozkładu skrobi metodą chromatografii cienkowarstwowej, wykazała, że głównymi enzymami odpowiedzialnymi za jej rozkład były α-amylazy. Potwierdzeniem tych przypuszczeń są wyniki badań genetycznych. Badania te zostały wykonane podczas mojego pobytu na stypendium Marii Skłodowskiej Curie, w Rowett Research Institute, w Aberdeen, w Szkocji, pod opieką naukową dr James Newbold. Efektem powyższego stażu było stworzenie i przeszukanie biblioteki genów cDNA E. maggii zapisanej na wektorze plazmidowym i fagowym. Wynikiem czego, było zidentyfikowanie fragmentów dwóch genów kodujących α-amylazy. Umożliwiło to, po raz pierwszy na świecie, rekonstrukcję sekwencji zasad a następnie klonowania 2 kompletnych genów (cDNA) kodujących α-amylazę u orzęsków żwaczowych E. maggii.
Po powrocie kontynuowałem badania nad metabolizmem skrobi przez E. maggii. Badania te prowadzono na orzęskach izolowanych ze żwacza owiec. Otrzymane wyniki wykazały, że pierwotniaki intensywnie pobierały i trawiły ten węglowodan. Największą zawartość skrobi jęczmiennej w ich komórkach stwierdzono 4 godziny po karmieniu (18,2% suchej masy). Po tym czasie następowało zmniejszanie się jej zawartości w tempie 15% na godzinę. Procesowi temu towarzyszyło zwiększanie się zwartości węglowodanów zapasowych orzęsków. Największą zawartość tych węglowodanów stwierdzono 10 godzin po karmieniu, stanowiła ona 12%  suchej masy orzęsków.
Na podstawie wyników uzyskanych w trakcie realizacji pierwszego i drugiego etapu badań stwierdzono, że całkowita ilości skrobi oraz węglowodanów zapasowych orzęsków w żwaczu zwiększyła się po refaunacji owiec orzęskami E. maggii (P<0,05). Stwierdzono również, że 45-68% tych węglowodanów pochodziło z komórek pierwotniaków z czego 20-41% stanowiła skrobia. Uzyskane wyniki wskazują na istotne znaczenie udziału E. maggii w przemianach skrobi w żwaczu owiec.
Wyniki uzyskane podczas realizacji badań zostały przedstawione w postaci czterech prac oryginalnych (załącznik 3, prace II.A.2, II.A.7, IIA8, II.A.12 oraz II.D.1), doniesień przedstawionych na konferencjach międzynarodowych i krajowych (załącznik 3, doniesienia III.B.5, III.B.6, III.B.13, III.B.14, III.B.17 i III.B.20).
I. Rola orzęsków w przemianach węglowodanów:
c) strukturalnych ścian komórkowych bakterii i grzybów (chityna)
W kolejnych latach poszerzyłem swoje zainteresowania o nieglukozowe węglowodany ścian komórkowych mikroorganizmów. Badania te, dotyczyły możliwości wykorzystania węglowodanów syntetyzowanych w żwaczu przez orzęski. Realizację tematu wykonano w oparciu o projekt „Zdolności orzęsków żwaczowych do trawienia i wykorzystania węglowodanów strukturalnych ścian komórkowych bakterii i grzybów w żwaczu” - którego byłem kierownikiem. Część wyników otrzymanych w trakcie realizacji tego projektu, a dotycząca badań zdolności do wykorzystania mureiny przez orzęski żwacza została przedstawiona w jako osiągnięcie będące podstawą do ubiegania się o stopień naukowy doktora habilitowanego.
Pozostała część badań dotyczyła trawienia i wykorzystania chityny. Projekt obejmował badania w warunkach in vivo, doświadczenia in vitro oraz badania enzymatyczne.

Badania in vivo wykonano na trzech przetokowanych owcach. Dzienna dawka podawana zwierzętom składała się z: 1500 g siana łąkowego i 260 g śruty jęczmiennej, skarmianych w dwóch równych porcjach o godzinie 8 i 20. Badania podzielono na 5 okresów doświadczalnych. W pierwszym z nich (okres kontrolny) owce były pozbawione pierwotniaków w żwaczu. W trzech kolejnych okresach zaszczepiano żwacz pojedynczymi gatunkami orzęsków, to jest: E. maggii D. affine i E. caudatum. W ostatnim okresie występowała w żwaczu wielogatunkowa fauna orzęsków. Stwierdzono, że liczebność populacji mikroorganizmów w żwaczu owiec wynosiła 14-360 x 103 orzęsków/ml płynu żwacza i 8,9 do 14 x 105 zoospor/ml płynu żwacza i zmieniała się w zależności od składu gatunkowego fauny i czasu po karmieniu. Wszczepienie orzęsków do żwacza nie spowodowało istotnych statystycznie zmian zawartości chityny (P>0.05). Ilość chityny oznaczonej w komórkach orzęsków wahała się od 1,3 do 1,5 mg/g suchej masy. Wykazano, że preparat enzymatyczny, uzyskany po ekstrakcji płynu żwacza czterochlorkiem węgla, trawił chitynę w tempie 1,70 do 2,55 μM/g suchej masy płynu/minutę. Szybkość trawienia chityny zależała od czasu po karmieniu i składu gatunkowego fauny żwaczowej. Ponadto, stwierdzono, że intensywność fermentacji chityny określonej na postawie tempa produkcji LKT wydzielonych do podłoża podczas inkubacji płynu żwacza wahała się od 30 do 220 μM/ml na godzinę. 

Kolejnym etapem projektu były doświadczenia dokonane w warunkach in vitro. Obejmowały one badania: nad wychwytem chityny przez orzęski, eksperymenty hodowlane, fermentacyjne oraz enzymatyczne. Obiektem badań były orzęski: E. caudatum, E. maggii i D. affine. Na podstawie doświadczeń hodowlanych wykazano, że dodatek chityny stymulował rozwój populacji E. maggii i D. affine. Nie miał natomiast wpływu na liczebność E. caudatum (P>0.05). Doświadczenia fermentacyjne wykonano na pierwotniakach pozbawionych bakterii zewnątrz jak i wewnątrz komórkowych. Stwierdzono, że wszystkie badane gatunki orzęsków trawią i fermentują chitynę, a uzyskane produkty LKT wydzielają do podłoża. Obliczono, że podczas tego procesu orzęski E. caudatum produkowały 0,6 nM LKT/komórkę/h, zaś E. maggii i D. affine 14,5 i 4,1 odpowiednio. Głównymi produktami fermentacji były: kwas octowy, masłowy i propionowy. Uzyskane wyniki wskazują, że chityna może stanowić źródło energii dla badanych gatunków orzęsków. Wyniki badań enzymatycznych wykazały, że surowy preparat enzymatyczny, uzyskany z komórek pierwotniaków wolnych od bakterii, trawił chitynę z szybkością od 2,0 do 8,9 N-acetylglukozoaminy/mg białka/h w zależności od gatunku orzęska. Stwierdzono, że optymalne warunki środowiska reakcji, to pH 4,5-5,0 oraz temperatura 40-450C. Największą aktywność chitynolityczną wykazywał surowy preparat enzymatyczny uzyskany z orzęsków E. caudatum, a najmniejszą E. maggii.
Podczas realizacji tego projektu w ramach wymiany bezdewizowej pomiędzy Czeską a Polską Akademią Nauk odbyłem krótkoterminowy wyjazd do Instytutu Fizjologii i Genetyki Zwierząt Czeskiej Akademii Nauk. Celem wyjazdu, było opanowanie metod detekcji enzymów chitynolitycznych na żelach poliakrylamidowych. Wynikiem pobytu są publikacje (załącznik 3, prace II.A.13 i II.A.15) oraz doniesienie naukowe (załącznik 3, doniesienie III.B.15). 

Uczestniczyłem również w części badań projektu promotorskiego: „Zdolności chitynolityczne orzęsków Eudiplodinium maggii i ich udział w przemianach chityny w żwaczu” - kierownik prof. dr hab. T. Michałowski, wykonawca – mgr R. Miltko - fragmenty otrzymanych wyników zostały wykorzystane we wspólnie przygotowanych publikacjach (załącznik 3, prace: II.A.11 II.A.16, II.A.17, II.D.2) oraz doniesieniach prezentowanych na konferencjach międzynarodowych (załącznik 3, doniesienia: III.B.25, III.B.27-III.B.30, III.B.32-III.B.34, III.B.41-III.B.43., III.B.45, III.B.50-III.B.52, III.B.62, III.B.63).

Kolejnym przedmiotem moich zainteresowań było również określenie wpływu egzogennych grzybów Saccharomyces cerevisiea stosowanych w dodatkach paszowych dla bydła na skład mikrofauny i przebieg procesów żwaczowych (uzyskane rezultaty przedstawiono w publikacji II.A.19 zamieszczonej w załączniku 3).
II. Zbadanie zdolności orzęsków do wykorzystania glukanów
Obiektem moich zainteresowań naukowych było również określenie możliwości wykorzystania niecelulozowych węglowodanów: ksylanu i β-glukanów jako źródła energii dla orzęsków żwaczowych. Badania zostały przeprowadzone na pierwotniakach należących do rodziny Ophryoscolecidae: D. affine i Anoplodinium denticulatum. Doświadczenia wykonywane były w warunkach in vitro, i obejmowały eksperymenty: hodowlane, enzymatyczne oraz fermentacyjne. Wyniki doświadczeń hodowlanych wykazały, że wzbogacenie podłoża o β-glukany: pachyman (1,3-β-glucan) i pustulan (1,6-β-glucan) stymulowało rozwój populacji orzęsków D. affine. Stwierdzono, również, że surowy preparat enzymatyczny uzyskany z tych orzęsków trawił (-glukany z szybkością od 6,7 do 28,2 μM glukozy/mg białka/godz. Wyniki doświadczeń przeprowadzonych na pierwotniakach A. denticulatum wykazały, że dodatek ksylanu do podłoża hodowlanego spowodował wzrost ich liczebności. Obliczono również, że surowy preparat enzymatyczny uzyskany z tych orzęsków rozkładał ksylan z szybkością 811 μM ksylozy/mg białka/godz., a uzyskane produkty fermentuje w tempie 6,4 pM LKT/orzęska/godz.
Wyniki uzyskane podczas realizacji powyższych badań zostały zawarte w dwóch pracach oryginalnych (załącznik 3, prace II.A.10 i II.A.14) oraz doniesieniach zaprezentowanych na trzech konferencjach międzynarodowych i krajowych (załącznik 3, doniesienia: III.B.16, III.B.19, III.B.21, III.B.36, III.B.45-III.B.48).
III. Określenie roli orzęsków w procesach metanogenzy i gospodarki lipidowej
W swojej pracy naukowej uczestniczyłem również w projekcie badawczym V Ramowego Programu Unii Europejskiej: Ciliates as monitors of the environmental safety of GMO (acronym CIMES), koordynatorem, którego był dr J.H.T. Hackstein z Katolickiego Uniwersytetu w Nijmegen, Holandia. Podczas jego realizacji przebywałem na trzymiesięcznym stażu w Institute of Rural Science, University of Wales w Aberystwyth, gdzie zapoznałem się z technikami: elektroforezy produktów reakcji PCR w gradiencie czynnika denaturującego (DGGE) oraz łańcuchowej reakcji polimerazy z detekcją produktu w czasie rzeczywistym (Real-time PCR). Wymienione techniki stosowane były do określania zmienności mikroorganizmów przewodu pokarmowego. Po opanowaniu powyższych metod uczestniczyłem w badaniach nad określeniem wpływu kwasu fumarowego na populacje mikroorganizmów w żwaczu. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że związek ten hamował produkcję metanu natomiast nie powodował zmian w składzie ilościowym i jakościowym drobnoustrojów żwacza. 
Procesy metanogenezy były również przedmiotem badań realizowanych we współpracy z zespołem badawczym z Katedry Żywienia Zwierząt i Gospodarki Paszowej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Tematyka wspólnych doświadczeń obejmowała trzy zagadnienia: analizę wpływu olejów roślinnych bogatych w kwas oleinowy i linolowy na populacje pierwotniaków i produkcję metanu oraz określenie składu kwasów tłuszczowych wybranych gatunków pierwotniaków. Wyniki tych prac wykazały, że dodatek oleju rzepakowego do medium hodowlanego nie spowodował wzrostu liczebności pierwotniaków natomiast ograniczył emisję metanu. Odwrotny efekt zaobserwowano po dodaniu oleju lnianego, który stymulował rozwój populacji orzęsków, ale nie miał wpływu na produkcję metanu. Na podstawie analizy składu kwasów tłuszczowych poszczególnych pierwotniaków stwierdzono, że zależny on od gatunku badanego orzęska. Otrzymane rezultaty wykazały, że mikroorganizmy te mogą stanowić źródło nienasyconych kwasów tłuszczowych dla gospodarza.

Wyniki przedstawiono w dwóch oryginalnych pracach (załącznik 3, prace: II.A.10 i II.A.14) oraz doniesieniach naukowych zaprezentowanych na konferencjach krajowych i zagranicznych (załącznik 3, doniesienia: III.B.18., III.B.22-III.B.24).
IV. Charakterystyka procesów trawiennych u zwierząt roślinożernych

Procesy trawienia u zwierząt roślinożernych są przedmiotem wielu prac naukowych. Większość z nich skupia się jednak wokół fizjologii trawienia bydła i owiec. Wzbogacenie wiedzy o procesy trawienne u koni, nutrii i dzikich przeżuwaczy stały się przedmiotem moich zainteresowań naukowych. Uzyskane wyniki zostały zaprezentowane w formie doniesień konferencyjnych (załącznik 3, doniesienia: III.B.35, III.B.59, III.B.60, III.B.66).
Kontynuacją powyższych zainteresowań są trwające obecnie badania nad procesami trawiennymi zachodzącymi u największego euroazjatyckiego gryzonia – bobra (Castor fiber). Realizacja tych badań jest możliwa dzięki projektowi: „Charakterystyka mikroflory i mikrofauny oraz helminofauny przewodu pokarmowego bobra europejskiego: badanie zależności pomiędzy stanem populacji mikroorganizmów a aktywnością celulolityczną i profilem kwasów tłuszczowych w wybranych tkankach” – kierownik projektu dr G. Bełżecki. Na podstawie przeprowadzonej analizy składu gatunkowego diety zaobserwowano zmienność sezonową spowodowaną dostępnością pokarmu. Wykazano, że w okresie jesienno-wiosennym w diecie bobra dominują pędy drzew - głównie wierzby, zaś latem - zioła, trawy oraz liście drzew. 

Oznaczenia morfometryczne przewodu pokarmowego wykazały, że średnia długość ciała dorosłych bobrów wynosiła 1,13m, natomiast masa ich ciała wahała się w granicach 19,2-24,3kg. Obliczono również, że stosunek długości ciała do długości układu pokarmowego wynosił 1:5,85. Najdłuższym odcinkiem przewodu pokarmowego było jelito cienkie, które stanowiło 65% jego długości, następnie jelito grube - 24%, ślepe - 8% oraz żołądek - 4%. Pomiary masy treści pokarmowej wykazały, że największy jej udział miało jelito ślepe - 58% całkowitej masy, następnie jelito grube - 22%, żołądek - 16% i jelito cienkie - 14%.

Przeprowadzono również oznaczenia enzymatyczne treści poszczególnych odcinków przewodu pokarmowego bobra zgodnie z metodami opisanymi powyżej (zagadnienia I i II). Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że zwierzę to, jest w stanie trawić obecne w diecie węglowodany strukturalne (celuloza i ksylan) i zapasowe (skrobia, inulina). Wykazano, że trawienie węglowodanów zapasowych najszybciej przebiegało w jelicie cienkim i ślepym, natomiast w jelicie grubym było ono o 50% niższe, zaś głównymi odcinkami odpowiedzialnymi za trawienie węglowodanów strukturalnych były zaś jelito ślepe i grube. 
Dokonano również oznaczeń liczebności i składu bakterii zasiedlających - jelito ślepe i grube. Powyższe badania wykazały, że ich liczebność zależy od pory roku, a maksymalny rozwój ich populacji przypadał na okres zimowy. Przeprowadzona identyfikacja wykazała, że głównymi populacjami zasiedlającymi te odcinki przewodu pokarmowego są bakterie z rodzaju: Bacteroides i Lactobacillus oraz przedstawiciele rodziny Enterobacteriaceae. 
Dotychczasowymi wynikami badań są doniesienia naukowe (załącznik 3, prezentacje: III.B.49, III.B.53-III.B.55, III.B.57-III.B.59, III.B.64). Ponadto, podczas realizacji tego projektu w ramach wymiany bezdewizowej pomiędzy Słowacką a Polska Akademią Nauk odbyłem dwa krótkoterminowe wyjazd do Instytutu Fizjologii Zwierząt, Słowackiej Akademii Nauk. Wynikiem których są wspólne publikacje (załącznik 3, prace: II.A.20 i II.D.3) oraz doniesienie naukowe (załącznik 3, prezentacje: III.B.56, III.B.61, III.B.65).
5.2. Zestawienie dorobku publikacyjnego przed i po uzyskaniu stopnia doktora 

Dorobek naukowy (bez publikacji wchodzących w skład osiągnięcia naukowego) obejmuje 91 prac naukowych na które składa się:

· 20 oryginalnych prac twórczych w czasopismach ujętych w bazie „Journal Citation Reports”

· 3 prace w czasopismach nie ujętych w bazie „Journal Citation Reports”

· 2 artykuły w Annual Report, Polish Academy of Sciences

· 66 komunikatów konferencyjnych, w tym 36 na zjazdach zagranicznych 
Suma IF = 11,586 (IF za rok wydania publikacji) punkty MNiSW = 325
Liczba cytowań publikacji według bazy Web of Science wynosi 66 

Indeks Hirscha opublikowany według bazy Web of Science wynosi 5
Rozprawę habilitacyjną stanowią cztery prace, które nie zostały uwzględnione w naukowym dorobku ogólnym. Suma IF = 3,04 (IF za rok wydania) i 75 punktów MNiSW (zgodnie z wykazem czasopism).

Zestawienie prac naukowych z podziałem na miejsce habilitanta wśród współautorów bez uwzględnienia prac wchodzących w skład monotematycznego zagadnienia cyklu publikacji.

	Rodzaj publikacji
	Liczba publikacji, w których habilitant zajmuje określone miejsce wśród współautorów
	Razem

	
	pierwszy
	drugi
	trzeci
	czwarty i dalszy
	

	Oryginalne prace twórcze umieszczone w czasopismach z IF 
	7
	6
	4
	3
	20

	Oryginalne prace twórcze umieszczone w czasopismach bez IF 
	
	2
	
	1
	3

	Artykuły popularno-naukowe
	2
	
	
	
	2

	Doniesienia na konferencjach za granicą
	13
	14
	1
	8
	36

	Doniesienia na konferencjach w kraju
	15
	11
	3
	1
	30

	Prace opublikowane
	37
	33
	8
	13
	91


Zestawienie dorobku opublikowanego przed i po uzyskaniu stopnia doktora bez uwzględnienia prac wchodzących w skład monotematycznego cyklu publikacji.
	Rodzaj publikacji
	Przed uzyskaniem stopnia doktora
	Po uzyskaniu stopnia doktora
	Razem

	Oryginalne prace twórcze umieszczone w czasopismach z IF
	7
	13
	20

	Oryginalne prace twórcze umieszczone w czasopismach bez IF
	1
	2
	3

	Artykuły popularno-naukowe
	
	2
	2

	Doniesienia na konferencjach w kraju 
	4
	26
	30

	Doniesienia na konferencjach za granicą 
	12
	24
	36

	Prace opublikowane
	24
	67
	91


[image: image1.jpg]Zestawienie czasopism, w ktorych zostal opublikowany dorobek naukowy przed i po
uzyskaniu stopnia doktora (bez uwzglednienia prac wehodzacych w sktad monotematycznego
cyklu publikacji)
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PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Journal of Animal

e T 1999 | 1 Al 0,447 15 0,447 15

g o T ol s o | 0 15 1416 | 45

and Feed Sciences

Journal of Animal

e e 2002 | 1 A5 0,447 15 0,447 15

Journal of Animal

e 2003 | 1 A6 0,361 15 0,361 15

Annals  of Animal 2003 | 1 C1 0 4 0 4

Science

Folia Microbiologica | 2004 | 1 A7 0,875 15 0,875 5

Suma 8 3,546 109

PO UZYSKANIEU STOPNIA DOKTORA

Journal of Animal

e 2005 | 1 B1 0,416 15 0,416 15

o s s | om0l 5 foam | s

and Feed Sciences

Journal of Animal

o 20072151 BS 0,281 15 0,281 15

Folia Microbiologica | 2008 | 1 B6 0,989 135 0,989 15

Acta Protozoologica 2009 | 1 B7 0 15 0,775 15
_| Folia Microbiologica | 2010 | 2 B8, B9 0,978 20 1,956 40

Progress on Chemistry

and Application of

Chitin and its 2010 | 1 C2 0 6 9 6

Derivatives

Folia Microbiologica | 2012 | 2 | B10,B11 | 0,791 15 1,582 30

s e Be ] BIZ |05 20 053

and Reports

Folia Veterinaria 2012 | 1 €3 0 0 0 0

African  Journal of

Microbiology 2013 1 1 B13 0,54 5 0,54 15

Research

Suma 15 8,04 216

W nawiasach podano: ) symbole prac zgodnie z wykazem prac naukowych (zatacznik 3)
oraz ® Impact factor (IF); ® punkty MNiSW wedlug roku opublikowania.
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