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POZIOM AMINOKWASOW EGZOGENNYCH

W SCIANIE JELITA CIENKIEGO, WATROBIE

I OSOCZU KRWI KURCZAT PO ZASTOSOWANIU
WITAMIN ROZPUSZCZALNYCH W WODZIE

Barbara Badzian

Akademia Rolnicza w Lublinie

Streszczenie. Celem pracy bylo wykazanie wptywu witamin rozpuszczalnych w wodzie:
By, B,, Bg, C, kwasu foliowego, kwasu pantotenowego, kwasu nikotynowego, biotyny,
choliny na poziom aminokwasow egzogennych w $cianie jelita cienkiego, watrobie i 0so-
czu krwi kurczat. Badania przeprowadzono na 160 kurczgtach brojlerach, rasy Hybro G w
wieku 2-4 miesigcy. Wchtanianie aminokwasow okreslano metoda perfuzjowanej petli je-
litowej in vivo. Przez petle przepuszczano ptyn fizjologiczny {30 min, (10 ml/min)}, do
ktérego dodawano aminokwasy egzogenne, takie jak: L-treoning, L-waling, L-metioning,
L-izoleucyng, L-leucyng, L-fenyloalaning, L-histydyng, L-lizyn¢ oraz poszczegdlne wi-
taminy rozpuszczalne w wodzie osobno lub lacznie. Nastgpnie oznaczano poziom amino-
kwasoéw w $cianie jelita, watrobie i osoczu krwi metoda chromatografii kolumnowej za
pomoca aparatu Amino Acid Analyzer T 339 M. Tkanki przed oznaczeniami poddawano
hydrolizie kwasne;j.

Badania wykazaly, ze witaminy rozpuszczalne w wodzie wywieraja niewatpliwy wpltyw
na wchlanianie aminokwasow egzogennych z przewodu pokarmowego u kurczat. W $cia-
nie kieszonki jelitowej najwigksze zmiany obserwowano po zastosowaniu witaminy Bg,
najstabsze dzialanie wykazaly: biotyna, kwas foliowy i kwas pantotenowy. W watrobie
kazda z zastosowanych witamin osobno, ale takze tacznie powodowata znaczne podnie-
sienie poziomu badanych aminokwaséw. W osoczu obserwowano podwyzszong zawar-
to$¢ aminokwasoéw po uzyciu witamin rozpuszczalnych w wodzie podanych facznie oraz
po witaminach B kwasie pantotenowym i biotynie.

Stowa kluczowe: wchianianie, witaminy rozpuszczalne w wodzie, aminokwasy egzogen-
ne, kurczeta

Adres do korespondencji — Corresponding author: Barbara Badzian, Zaklad Fizjologii Zwierzat,
Katedra Biochemii i Fizjologii Zwierzat, Akademia Rolnicza w Lublinie, ul. Akademicka 12,
20-033 Lublin, e-mail:barbara.badzian@ar.lublin.pl



4 B. Badzian

WSTEP

Wchtanianie aminokwasow w jelicie odbywa si¢ na drodze transportu czynnego, za-
chodzacego przeciwko gradientowi stgzen, ktory prowadzi do nagromadzenia si¢ ami-
nokwasdw w enterocytach, skad na drodze dyfuzji biernej lub zgodnie z gradientem
stezen przedostaja si¢ one do ptyndw ustrojowych [Gazzola i in. 1980, King i in. 1981,
Sklan i in. 2000]. W blonie jelitowej istnieje szereg mechanizmdédw transportujacych
aminokwasy. Niektore z nich do transportu wymagaja sodu (aminokwasy oboje¢tne, jak
na przyktad: treonina, metionina, walina, izoleucyna, leucyna, fenyloalanina), inne
wspotzawodnicza migdzy sobg o przenosnik (lizyna, arginina) [Ferruza i in. 1997].
Zrédtem energii dla pompy sodowej jest ATP, ktory stanowi site napedowa transportu
czynnego [Branson i in. 1994, Brosnan 2003, Gonzales i in. 1996, Konturek 1976 ].

Inng grupe zwigzkoéw niezbednych dla Zzycia stanowia witaminy zarowno rozpusz-
czalne w wodzie, jak i rozpuszczalne w thuszczach. Do grupy rozpuszczalnych w wo-
dzie naleza witaminy: By, B,, Bs, By,, C, kwas pantotenowy, kwas foliowy, kwas niko-
tynowy, biotyna, cholina. Spetniaja one szereg istotnych funkcji w organizmie, biorac
udzial w wielu przemianach biochemicznych we wszystkich tkankach ustroju [Bender
1989, Chapman-Smith i in. 1999, Flynn i in. 2003, Herbert 1999, Nat. Acad. Press
1998, Lechowski i in. 1995, Madej i in. 2000, Manroe 2000]. Organizmy wyzsze synte-
tyzuja w przewodzie pokarmowym niektdére witaminy, ale w przypadku rozpuszczal-
nych w wodzie tylko niewielkie ich ilosci sa magazynowane w ustroju, w zwiazku z
czym musza by¢ stale dostarczane z pokarmem. Ich niedobor jest bardzo niekorzystnym
stanem dla organizmu, objawiajacym si¢ zaburzonym funkcjonowaniem réznych narza-
déw [Flynn i in. 2003, Haslam i in. 1998, Madej i in. 2000, Mahmood i in. 1984,
Turczynowski i in. 2000]. Wchtanianie witamin rozpuszczalnych w wodzie zalezy od
wielkosci ich czasteczek. Niskoczasteczkowe witaminy, takie jak C i Bg, wchianiaja sig
szybko w jelicie na drodze dyfuzji biernej. Witamina B, wchiania si¢ przy udziale prze-
nosnika, na drodze dyfuzji lub transportu czynnego. Kwas foliowy i cholina wchtaniaja
si¢ w zaleznosci od ich stezen, przy niskim odbywa si¢ to na drodze transportu czynne-
go, przy wysokim — dyfuzji biernej. Do wchlaniania kwasu nikotynowego niezbgdny
jest z kolei séd i energia [Chatterjee i in. 1999, Fenstermacher i in. 1986, Heard i in.
1986, Mason i in. 1988, Stein i in. 1994, Szymanski 1998].

Pomigdzy wieloma aminokwasami a witaminami istniejg rézne zaleznosci metabo-
liczne, na przyktad migdzy tryptofanem i kwasem nikotynowym, metioning i cholina.
Witamina Bg bierze z kolei udziat w metabolizmie treoniny i tryptofanu, biotyna
uczestniczy w rozktadzie izoleucyny i leucyny [Baker i in. 1999, Pisulewski i in. 2002].
Pomigdzy samymi aminokwasami dochodzi takze do pewnych interakcji, migdzy inny-
mi konkurencji o przenosnik lub wptyw jednych na absorpcj¢ innych. Metionina i le-
ucyna stymuluja transport lizyny i argininy, izoleucyna natomiast obniza absorpcje
waliny, treoniny i histydyny. Wzrost koncentracji metioniny podnosi wchtanianie lizyny
i argininy, leucyna dziala za§ odwrotnie na wchianianie lizyny i argininy. Glicyna i
alanina obnizajag wchlanianie metioniny, natomiast te trzy aminokwasy zastosowane
lacznie obnizajg absorpcj¢ histydyny. Z wczesniejszych doniesien wynika, ze podawa-
nie laczne witamin B, B,, B, C powodowalo wzrost wchtaniania waliny, lizyny i me-
tioniny [Annegers 1969, Baker i in. 1999, Baker i in. 2002, Buraczewska 1981, Nagor-
na-Stasiak i in. 1997, Pisulewski i in. 2002, Shibata i in. 1995].

Acta Sci. Pol.



Poziom aminokwaséw egzogennych ... 5

CEL PRACY

Celem pracy bylo okreslenie poziomu aminokwasow egzogennych, takich jak:
treonina, walina, metionina, izoleucyna, leucyna, fenyloalanina, histydyna i lizyna w
$cianie jelita cienkiego, watrobie i osoczu krwi kurczat, po wykonaniu petli perfuzyjnej
jelita cienkiego i przepuszczenia przez nig witamin rozpuszczalnych w wodzie. Zarow-
no aminokwasy, jak i witaminy sa niezbednymi do zycia i prawidtowego funkcjonowa-
nia organizmu sktadnikami pokarmowymi, a ich wzajemne zaleznosci we wchianianiu
nie sa do konca poznane. Dlatego tez w niniejszej pracy probowano okresli¢, czy i jak
witaminy moga wptywa¢ na wchlanianie aminokwaséw egzogennych w przewodzie
pokarmowym.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 160 kurczetach brojlerach, w wieku 2-4 miesigcy, obu
ptci rasy Hybro G, pochodzacych z fermy drobiu w Melgwi koto Lublina. Kurczgta
utrzymywano w standardowych warunkach hodowlanych ze statym dostepem do paszy
i wody. Ptaki karmione byly przez caly okres doswiadczenia mieszanka DKA grower
(Agropol). Wchtanianie aminokwasow z jelita cienkiego badano in vivo metoda perfu-
zjowanej petli jelitowej [Gardner 1978, Gonzales i in. 1996, Nys i in. 1982]. W celu
wykonania pgtli jelitowej kurczgta usypiano Vetbutalem (Biowet Putawy) w dawce 0,5-
1,0 ml, ktory byt podawany dootrzewnowo i pozwalat na uzyskanie stanu uspienia w
poczatkowej fazie doswiadczenia, polegajacej na otwarciu jamy brzusznej i wyosobnie-
niu 10-centymetrowego odcinka jelita czczego (poczynajac od okoto 20 cm za petla
dwunastniczg). Wyosobniony odcinek jelita byt nadal potaczony z krezka jelitowa, co
pozwalalo na uzyskanie prawidlowego ukrwienia. Do obu koncéw wyosobnionej petli
jelitowej zaktadano dwie kaniule gumowe, a nastgpnie umieszczano ja ponownie w
jamie brzusznej, co zapewnialo utrzymanie odpowiedniej temperatury i wilgotnosci
jelita. W dalszej czegsci doswiadczenia kurczeta pozostawaly w stanie lekkiej narkozy.
Nastepnie przez tak wyosobniony odcinek jelita przepuszczano 30 ml ptynu fizjolo-
gicznego (0,9% NaCl) o temperaturze 39 °C za pomoca pompy perystaltycznej firmy
Zalimp PP 2B-15 z szybkoscia 10 ml/minut¢ przez okres 30 minut [Stein i in. 1994,
Szymanski 1998]. Do plynu dodano aminokwasy egzogenne: L-treoning,
L-waling, L-metioning, L-izoleucyng, L-leucyng, L-fenyloalaning, L-histydyne,
L-lizyne. Do doswiadczenia uzyto aminokwasow cz.d.a. (Merck). Aminokwasy byty
podawane tacznie w nastgpujacych ilosciach:

20 mg/30 ml ptynu = 0,67g/1
20 mg/30 ml ptynu = 0,67g/1
10 mg/30 ml ptynu = 0,33g/1
20 mg/30 ml ptynu = 0,67g/1

L-treonina
L-walina
L-metionina
L-izoleucyna

L-leucyna
L-fenyloalanina
L-histydyna
L-lizyna
Lacznie

40 mg/30 ml ptynu = 1,33g/1
20 mg/30 ml ptynu = 0,67g/1
10 mg/30 ml ptynu = 0,33g/1
30 mg/30 ml ptynu = 1,00g/1
170 mg/ 30 ml ptynu =5,70g/1

Medicina Veterinaria 6(2) 2007



6 B. Badzian

W drugiej serii doswiadczen do roztworu zawierajacego aminokwasy dodawano
tacznie lub oddzielnie witaminy rozpuszczalne w wodzie, takie jak: witaming B, wita-
ming¢ B, witaming Bs witaming C, kwas foliowy, kwas nikotynowy, kwas pantoteno-
wy, biotyne i choling w ilo$ci 100 mg/l. W doswiadczeniu uzyto witamin cz.d.a. (Sig-
ma). Po zakonczeniu doswiadczenia i pobraniu krwi do probowek z heparyna kurczgta
usmiercano przez dekapitacj¢. Do dalszych badan pobierano odcinek jelita cienkiego z
petli jelitowej i watrobe. Krew wirowano i do dalszych oznaczen wykorzystywano
osocze.

Przygotowanie tkanek do oznaczen

W uzyskanym podczas do§wiadczenia materiale oznaczano poziom aminokwasoéw
egzogennych. Tkanki byly poddawane hydrolizie kwasnej wedtug Davies i Thomas
[Davies i in. 1973]. Po umieszczeniu préby (watroba 150 mg, jelito 180 mg, osocze
1,0 ml) w 20 ml amputkach szklanych zalewano jg 6N kwasem solnym (HCIl), a nastgp-
nie wysycano azotem. Hydroliz¢ przeprowadzano przez 20 godzin w temp. 110 °C.
Zawartos¢ amputek po hydrolizie schtadzano do temperatury pokojowej, a po otwarciu
saczono przez lejek G-5. Przesacz uzupelniano w kolbie miarowej woda destylowana
do 50 ml. Nastepnie pobierano 4 ml hydrolizatu, dodawano 1,0 ml standardu wewngtrz-
nego norleucyny (Spmol/ml) i odparowywano w wyparce proézniowej w temp. 50 °C.

W celu oznaczenia aminokwaséw siarkowych proces hydrolizy tkanek prowadzono
wedlug Schramm i Moor [Schramm i in. 1954]. Metioning utleniano do sulfonu metio-
niny stosujac kwas nadmrowkowy, ktdry uzyskiwano odmierzajac do jednej probowki
30% wode utleniona, do drugiej 99,9% kwas mréwkowy. Plyny ogrzewano do 50 °C,
mieszano i po uptywie 3 minut chtodzono do temperatury pokojowej. Tak otrzymanym
kwasem nadmréwkowym zalewano probe, ktéra nastgpnie przetrzymywano przez
12 godzin w temperaturze -10 °C. Po tym czasie probe zalewano 1,0 ml 40% kwasu
bromowodorowego (HBr), mieszano i nastepnie cato$¢ przenoszono do kolbki i zagesz-
czano na wyparce proézniowej w temp. 50 “C do uzyskania mazistej pozostatosci, ktora
przemywano 2,0 ml wody destylowanej i ponownie odparowywano. Suchg pozostatosé
przemywano 6N HCI, przenoszono do amputki o pojemnosci 20 ml i hydrolizowano
przez 20 godzin w temperaturze 110 °C. W tak przygotowanych hydrolizatach metoda
chromatograficzng oznaczano zawarto$¢ poszczegdlnych aminokwasow.

Stezenie aminokwasow w Scianie petli jelitowej, watrobie i osoczu oznaczano meto-
da chromatografii kolumnowej za pomoca aparatu Amino Acid Analyzer T 339 M
(Microtechna Praha) na kolumnie o dtugosci 35 cm i §rednicy 5 mm [Bertolt i in. 2000,
Tessari i in. 1996]. Wypehienie kolumny stanowita silnie kwasowo-kationowa zywica
jonitowa w postaci drobnych peretek. Czas analizy wynosit 135 minut. Dla uwzglednie-
nia réznic statystycznych wyniki poddano analizie statystycznej testem t-Studenta pro-
gramu Statistica (wersja 6:0).

Acta Sci. Pol.



Poziom aminokwaséw egzogennych ... 7

WYNIKI I DYSKUSJA

Zawarto$¢ aminokwaséw egzogennych w Scianie jelita cienkiego po zastosowaniu witamin
rozpuszczalnych w wodzie w ilosci 100 mg/1

Po zastosowaniu witaminy B; obserwowano w $cianie jelita wyzszy poziom: treoni-
ny, waliny, metioniny i izoleucyny (tab. 1). Po witaminie B, ilos¢ aminokwasow egzo-
gennych w $cianie jelita kurczat grupy doswiadczalnej wzrosta w przypadku treoniny,
waliny, leucyny i sa to zmiany istotne statystycznie (tab. 1). Po witaminie B¢ wzrastal
poziom treoniny, waliny, izoleucyny i leucyny, za$ zawartos¢ pozostatych badanych
aminokwasdéw byla nizsza niz w grupie kontrolnej (tab. 1). [lo§¢ aminokwasow w $cia-
nie jelita po uzyciu witaminy C wzrosta w stosunku do grupy kontrolnej w przypadku
treoniny, waliny, izoleucyny i leucyny. Poziom pozostatych aminokwaséw byt za$ niz-
szy niz w grupie kontrolnej (tab. 1). Zastosowanie biotyny podniosto poziom trzech
badanych aminokwaséw w $cianie jelita grupy do§wiadczalnej w poréwnaniu z grupa
kontrolna, to jest: treoniny i byla to rdznica statystycznie istotna, natomiast waliny i
izoleucyny bez roznic potwierdzonych statystycznie (tab. 1). Po uzyciu choliny nastapit
wzrost ilo$ci treoniny, waliny, izoleucyny i leucyny. Zawartos¢ pozostatych aminokwa-
sow w grupie doswiadczalnej byta nizsza niz w grupie kontrolnej (tab. 1). Zawartos¢
badanych aminokwaséw w $cianie jelita po zastosowaniu kwasu foliowego byla nizsza
w poréwnaniu z grupa kontrolnag w kazdym przypadku (tab. 1). Zastosowanie kwasu
pantotenowego spowodowato podniesienie poziomu treoniny, waliny, metioniny, izo-
leucyny i leucyny. Nizszy poziom aminokwasoéw w poréwnaniu z grupa kontrolng wy-
stapit w przypadku fenyloalaniny, histydyny i lizyny i byly to zmiany istotne staty-
stycznie (tab. 1). Zawarto$¢ badanych aminokwasow w $cianie jelita po podaniu kwasu
nikotynowego wzrosta najwyrazniej w poréwnaniu z grupa kontrolng w przypadku
waliny i metioniny, nieznacznie za§ w odniesieniu do treoniny i izoleucyny (tab. 1).
Witaminy rozpuszczalne w wodzie zastosowane tacznie spowodowaly ewidentny
wzrost ilosci treoniny, waliny, metioniny, izoleucyny, fenyloalaniny i byly to zmiany
statystycznie istotne. Poziom pozostatych badanych aminokwaséw byt takze wyzszy niz
w grupie kontrolnej, ale nie wykazywat zmian statystycznie istotnych (tab. 1). Laczne
podanie witamin rozpuszczalnych w wodzie wraz z aminokwasami spowodowato, ze w
$cianie jelita bylo w sumie wigcej aminokwasow niz po przeptywie ich samych (tab. 1).

Zawarto$¢ aminokwaséw egzogennych w watrobie po zastosowaniu witamin
rozpuszczalnych w wodzie w ilosci 100 mg/1

Stwierdzono znaczne zmiany w poziomie aminokwasdéw egzogennych w watrobie
po zastosowaniu witamin rozpuszczalnych w wodzie. Ilos¢ wszystkich badanych ami-
nokwasdéw byla wyraznie wyzsza niz w grupie kontrolnej, w zadnym przypadku nie
obserwowano nizszej ich zawartosci. Najbardziej podatnym aminokwasem, ktdrego
ilos¢ w watrobie po zastosowanych witaminach znacznie wzrastata, byla leucyna.
W przypadku histydyny zastosowanie witamin B; i Bg nie zmieniato jej zawartosci
(byta identyczna jak w grupie kontrolnej), podobnie zmianie nie ulegat poziom treoniny
po podaniu kwasu nikotynowego (tab. 2).

Medicina Veterinaria 6(2) 2007
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Zawarto$¢ aminokwaséw egzogennych w osoczu po zastosowaniu witamin rozpuszczalnych
w wodzie w ilo§ci 100 mg/1

Po zastosowaniu witaminy B; w osoczu kurczat grupy doswiadczalnej wzrdst istot-
nie statystycznie poziom izoleucyny i histydyny (tab. 3). Zastosowanie witaminy B,
spowodowato zwigkszenie ilosci dwoch badanych aminokwasow: treoniny i leucyny.
Zawartos¢ pozostatych aminokwasow, jesli nawet wzrosta, nie byta statystycznie istotna
(tab. 3). Witamina B powodowata wzrost poziomu wszystkich badanych aminokwasow
i byly to zmiany statystycznie istotne, z wyjatkiem metioniny (tab. 3). Po zastosowaniu
witaminy C w osoczu kurczat grupy doswiadczalnej wzrosta statystycznie ilo$¢ fenylo-
alaniny i histydyny. Poziom pozostatych badanych aminokwaséw nie ulegat istotnym
zmianom (tab. 3). Biotyna zastosowana w do$wiadczeniu spowodowata podwyzszenie
ilo$ci: treoniny, waliny, metioniny oraz fenyloalaniny i lizyny (tab. 3). Zastosowanie
choliny spowodowato tylko w jednym przypadku ewidentne zwigkszenie ilosci amino-
kwasu w osoczu i byla nim treonina. Poziom lizyny oraz leucyny byl taki sam jak w
grupie kontrolnej. Zawarto$¢ pozostatych badanych aminokwaséw byla nizsza u kurczat
grupy doswiadczalnej (tab. 3). Kwas foliowy spowodowal wyrazne podniesienie po-
ziomu fenyloalaniny i histydyny (tab. 3). Po zastosowaniu kwasu pantotenowego wzro-
sta w osoczu kurczat grupy doswiadczalnej ilo$¢ wszystkich aminokwasoéw badanych z
wyjatkiem metioniny, ktora byta taka sama jak w grupie kontrolnej (tab. 3). Kwas niko-
tynowy zastosowany w do§wiadczeniu przyczynit si¢ do podwyzszenia ilosci: treoniny,
waliny, leucyny, izoleucyny, fenyloalaniny, histydyny i lizyny (tab. 3). Zastosowanie
laczne witamin rozpuszczalnych w wodzie spowodowalo podwyzszenie poziomu w
osoczu kurczat grupy doswiadczalnej wszystkich aminokwasow z wyjatkiem waliny.
(tab. 3). Podanie wszystkich witamin razem z aminokwasami powodowato podniesienie
ich lacznej zawartosci w osoczu krwi kurczat (tab. 3).

PODSUMOWANIE

Woeczesniejsze doniesienia literaturowe sugerowaly, ze witaminy wywieraja wpltyw
na wchtanianie pewnych aminokwasow [Buraczewska 1981, Fenstermacher i in. 1986,
Nagodrna-Stasiak 1 in. 1997]. Z racji tego, ze w paszach dla zwierzat, zwlaszcza dla
drobiu, witaminy rozpuszczalne w wodzie wystepuja tacznie [Baker i in. 1999, Flynn i
in. 2003, Herbert i in. 1999], najistotniejsze bylo witasnie wykazanie ich wspdlnego
wpltywu na zmiany poziomu aminokwaséw egzogennych w jelicie cienkim, watrobie i
osoczu krwi kurczat.

Badania obejmowaty oznaczanie poziomu wchtaniania aminokwaséw w $cianie jeli-
ta oraz ich zawarto§¢ w watrobie i osoczu krwi kurczat. Laczne zastosowanie witamin
rozpuszczalnych w wodzie powodowato wyrazne podniesienie poziomu wszystkich
badanych aminokwaséw zardwno w $cianie jelita cienkiego, watrobie, jak i osoczu
krwi. Przy stosowaniu oddzielnym poszczegdlnych witamin zawartos¢ niektorych ami-
nokwasow nie ulegata zmianie w grupie doswiadczalnej. Jedynie w watrobie kazda z
zastosowanych witamin podnosita poziom badanych aminokwaséw. W odniesieniu do
poziomu aminokwasow w osoczu krwi nie byt on zalezny od ich koncentracji w ptynie
perfuzyjnym przeplywajacym przez jelito, dlatego tez wartosci te nie mogg by¢ mierni-
kiem ilosci aminokwaséw wchlonigtych z petli jelitowej. Aminokwasy w trakcie
30-minutowego przeptywu przez petle jelitowa wchtaniaty si¢ caly czas, a probki krwi
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dotyczyly tylko okreslonego momentu w czasie przeplywu. Niemniej jednak najwigk-
szy wplyw na wzrost zawartosci aminokwaséw w osoczu wystapit po tacznym uzyciu
witamin rozpuszczalnych w wodzie. Efektem tego byt wyzszy poziom wszystkich ba-
danych aminokwaséw w osoczu, z wyjatkiem waliny. Zwigkszony poziom pojedyn-
czych aminokwasow w osoczu obserwowano takze po stosowaniu witaminy B,, B
kwasu pantotenowego, kwas nikotynowego i biotyny.
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THE LEVEL OF EXOGENOUS AMINO ACIDS

IN INTESTINE WALL, LIVER

AND BLOOD SERUM AFTER APPLICATION

OF WATER SOLUBLE VITAMINS IN CHICKENS

Abstract. The aim of the study was to examine the influence of water soluble vitamins
such as: thiamin, ribolflavin, pyridoxine, vitamin C, folic acid, panthotenic acid, nicotine
acid, biotin and cholin on the level of amino acids in wall intestine, liver and blood serum
in chickens. Tests were done on 160 alive broiler chicken, breed Hybro G (age 2-4
months). The absorption of amino acids was determined by the method of perfused loops
of small intestine. Saline including amino acids such as: L-threonine, L-valine,
L-methionine, L-lysine, L-histidine, L-phenylalanine, L-leucine, L-isoleucine and water
soluble vitamins in dose 100mg/l was passed through the loops. Next, level of amino
acids was measured by the method of liquid chromatography. The experiment demon-
strated, that water soluble vitamins undoubtedly influenced exogenous amino acid on ab-
sorption from entrails in chickens. In the wall intestine the highest level was observed af-
ter application vitamin Bg, the least reaction was after biotin, folic acid and panthotenic
acid. All amino acids reacted on application vitamins in the liver. In the blood serum was
observed high value amino acids after application vitamins use together and after vitamin
B, panthotenic acid and biotin.

Key words: absorption, water soluble vitamins, exogenous amino acids, chicken
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WYBRANE WSKAZNIKI BIOCHEMICZNE

I HEMATOLOGICZNE ORAZ CZESTOTLIWOSC
SKURCZOW SERCA U KONI RASY KLUSAK FRANCUSKI
W KOLEJNYCH ETAPACH TRENINGU

Witold Kedzierski, Sylwester Kowalik, Iwona Janczarek

Akademia Rolnicza w Lublinie

Streszczenie. Celem niniejszej pracy byto okreslenie wplywu treningu wyscigowego na
wielko$¢ wybranych wskaznikow biochemicznych krwi i czgstotliwosé skurczoéw serca
(HR) u klusakéw w wieku ponizej dwoch lat, w porownaniu z konmi starszymi. Obser-
wacjg objeto 39 koni rasy klusak francuski w wieku od ok. 21 miesigcy do 6 lat, podzie-
lonych na 3 grupy wiekowe. Podczas badan konie pokonywaty ktusem dystans ok. 15 km
ze $rednia predkoscia 4,0-6,2 m's™'. Krew do badari pobierano z zyly szyjnej zewnetrznej
trzykrotnie: w spoczynku, tuz po powrocie koni z toru i 30 minut pdzniej. We krwi petnej
oznaczano stgzenie hemoglobiny (Hb) i kwasu mlekowego (LA), a w osoczu poziom glu-
kozy (Glc), glicerolu, wolnych kwasow ttuszczowych (WKT), kwasu moczowego (UA) i
biatka catkowitego (Bc) oraz aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Predkosé
(V) 1 HR rejestrowano przy uzyciu telemetrycznych urzadzen typu Polar.

W grupie najmtodszych koni odnotowano najnizsze stezenie Hb we krwi i najwyzsze Glc
w osoczu krwi pobieranej w spoczynku, najwigksze z obserwowanych wzrosty poziomu
Bc i LDH podczas treningdw, a takze przedtuzone utrzymywanie si¢ podwyzszonych
wartosci Hb, Be i LDH po wysitku. W kolejnych grupach klusakow stgzenie Hb we krwi
oznaczane w spoczynku byto istotnie wyzsze niz w grupie roczniakow. Stgzenie glicerolu
1 WKT w osoczu oznaczane po wysitku u koni trzyletnich i starszych byto istotnie nizsze
niz w grupie najmtodszych zwierzat. Organizm koni w wieku ponizej dwoch lat nie byt
w pehni przygotowany do obciazen zwiazanych z prowadzonym treningiem.

Stowa kluczowe: trening, klusaki, wskazniki biochemiczne

Adres do korespondencji — Corresponding author: Witold Kedzierski, Katedra Biochemii i Fizjo-
logii Zwierzat, Akademia Rolnicza w Lublinie, ul. Lubartowska 58A, 20-094 Lublin, e-mail:
witold.kedzierski@ar.lublin.pl
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WSTEP

Trening mtodych koni ma na celu pobudzenie rozwoju poszczegdlnych narzadow i
tkanek w kierunku wyksztalcenia cech najbardziej pozadanych dla danej rasy i rodzaju
uzytkowania, dlatego dazy si¢ do wczesnego wdrazania zrebiagt do pracy [Eto i in.
2003]. Konie rasy czystej krwi arabskiej rozpoczynaja ¢wiczenia ruchowe jako dwulat-
ki, a konie pelnej krwi angielskiej juz w wieku 17-18 miesigcy powinny regularnie
trenowac na torach wyscigowych. Wyniki badan Dzierzegckiej i in. [2005] wskazuja, ze
odsetek zrebiat tej rasy, ktore osiagnety dojrzato$¢ somatyczng i szkieletowa w wieku
18-20 miesigcy, nie przekracza 16% populacji. Jeszcze wezesniej, bo w wieku 15 mie-
sigcy, wdrazane sg do pracy w zaprzegu klusaki rasy Standardbred. W dostgpne;j litera-
turze brak jest kompleksowego opracowania oddziatywania dlugotrwatego treningu na
metabolizm koni mtodszych niz dwuletnie [Krzywanek i in. 1996]. Wiadomo jednak, ze
wiek koni istotnie wptywa na tempo przemiany materii i warto$¢ oznaczanych parame-
trow [Kedzierski i Podolak 2002, Krumrych 2003]. Stad podjgto probe okreslenia
wplywu treningu na organizm mozliwie najmtodszych koni i w tym celu objeto bada-
niami zrebigta rasy klusak francuski. Przygotowanie koni tej rasy do udzialu w wysci-
gach znacznie rézni si¢ od treningu koni petnej krwi. Podczas zaprawy mlode ktusaki
zaprzegane sa do lekkiego wdzka zwanego sulkami i poruszaja si¢ wylacznie klusem po
plaskim, piaszczystym torze. Trenuja codziennie, z czasem zwigksza si¢ tylko wielkos¢
obciazen. Sezon startowy trwa caly rok, wiec brak tu okresu roztrenowania w zimie i
fazowego przygotowywania do pierwszych startow w okresie wiosenno-letnim.

Ktusaki trafity do Polski dzigki nawiazaniu wspotpracy z Towarzystwem Wspoma-
gania Hodowli Konia Francuskiego (SECF). Krajowi trenerzy i hodowcy zyskali moz-
liwo$¢ dzierzawienia, trenowania i wystawiania w gonitwach koni hodowli francuskie;j.
Zwierzgta tej rasy sa mocno zbudowane, o wysokosci w kiebie ok. 160-168 cm, odzna-
czajq si¢ fagodnym charakterem, odpornoscia i dlugowiecznos$cia, co zapewne pozwoli
na ich wielostronne uzytkowanie po zakonczeniu kariery na torach.

Po raz pierwszy w Polsce oficjalng gonitwe klusakéw rozegrano 10 pazdziernika
2004 roku na Wroctawskim Torze Wyscigow Konnych. Podczas tego rodzaju wyscigu
zaprzegi rywalizuja ze sobg poruszajac si¢ wylacznie ktusem. Zmagania na torze stuza
przede wszystkim wyselekcjonowaniu najlepszych koni w obrgbie danej rasy. Poza tym
wyscigi ktusakow sa bardzo widowiskowe, gltdwnie dzigki niezwyklej dynamice ruchu
koni osiagajacych na finiszu predkos¢ 16,7 m's™ (60 kmh™), a najlepsi powozacy zy-
skuja stawe 1 uwielbienie widzow. W Europie ten rodzaj wyscigdw jest bardziej popu-
larny niz wyscigi rozgrywane w galopie. We Wloszech i Norwegii hoduje si¢ wigcej
ktusakow niz koni petnej krwi, we Francji rozgrywa si¢ rocznie ponad 10 tys. gonitw w
zaprzggach. Jest to rowniez prezna dziedzina gospodarki, dajaca tylko we Francji za-
trudnienie kilkuset tysiacom oséb [Sekwerda 2005]. Mozna sadzi¢, ze liczba tych koni
w kraju takze bedzie szybko rosnaé, a wyscigi zaprzggow stang si¢ rownie popularne,
jak w krajach Europy Zachodniej. W roku 2006 rozegrano na partynickim torze juz 23
gonitwy ktusakdow, stale rosnie takze pula nagrdd.

Celem przedstawionych badan jest okreslenie wplywu treningu na wielkos¢ wybra-
nych parametréw biochemicznych krwi i czgstotliwos¢ skurczow serca u tzw. ,,rocznia-
koéw” w pordwnaniu z ,,dwulatkami” i konimi starszymi.

Acta Sci. Pol.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w centrum treningowym w woj. zachodniopomorskim,
prowadzacym hodowlg i trening klusakow startujacych gtoéwnie w gonitwach organizo-
wanych w krajach skandynawskich. Proby wysitkowe przeprowadzono u 39 koni rasy
ktusak francuski podzielonych na 3 grupy wiekowe: grupa 1-19 zZrebiat (7 ogierkow i
12 klaczek) w wieku 21 + 2 miesigcy, trenowanych od 4-6 miesigcy, grupa 2-12 koni
dwuletnich (3 ogiery, 4 watachy i 5 klaczy), w treningu od ok. 18 miesigcy, grupa
3 — konie trzyletnie i starsze, majace za sobg kilka sezondw startowych (3 ogiery,
3 walachy, 2 klacze).

Przed rozpoczgciem badan zwierzgta przebywaly w centrum treningowym przy-
najmniej od 6 miesigcy. Codziennie lub co drugi dzien, w zaleznosci od warunkow
zewngtrznych, konie zaprzegnigte do sulek pracowaly w klusie na piaszczystym podto-
zu przez ok. 45 minut ze $rednia predkoscia w granicach 4,0-6,2 m's™. Po powrocie z
toru konie wyprzggano, myto strumieniem cieptej wody i pozostawiano w boksach. W
dniach wolnych od treningéw zwierzgta przebywaly na wybiegach. Podczas prowadzo-
nych badan trening przebiegal podobnie do opisanego powyzej, dystans i predkosci dla
poszczegolnych zaprzegdéw dobierano zgodnie z zaleceniami trenera. Warunki pogodo-
we w dniach badan przedstawialy si¢ nastgpujaco: pochmurno z przejasnieniami, pred-
ko$¢ wiatru 2-3 m's™, temp. powietrza ok. + 4°C, wilgotnos¢ 45-55%

Czestotliwos$¢ uderzen serca (HR) rejestrowano przy uzyciu telemetrycznych urza-
dzen typu Polar S810 i S610, zas do pomiaru pre¢dkosci sulek (V) wykorzystano Polar
S725 z sensorem predkosci w zestawie, co pozwalato na kontrolowanie zmian wielkosci
tych parametréow podczas calej sesji treningowej. Uzyskane wyniki przedstawiono w
postaci $rednich wielkosci HR i V osiaganych podczas sesji treningowej na torze.

Krew do badan pobierano z zyly szyjnej zewngtrznej trzykrotnie: w spoczynku (S),
tuz po powrocie koni z toru (T) i 30 minut p6zniej (O). We krwi pelnej oznaczano ste-
zenie hemoglobiny (Hb) metoda cyjanmethemoglobinowa i kwasu mlekowego (LA)
kuwetowym testem enzymatycznym firmy Dr Lange (Berlin, Niemcy). W osoczu uzy-
skanym po odwirowaniu krwi pobieranej do probéwek zawierajacych EDTA oznaczano
stezenie glukozy (Glc), biatka catkowitego (Bc), kwasu moczowego (UA) i aktywnosé
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) testami firmy Cormay (Lublin, Polska), oraz po-
ziom glicerolu i wolnych kwasow tluszczowych (WKT) stosujac zestawy diagnostyczne
firm Boehringer-Manheim (Darmstadt, Niemcy) oraz Roche (Mannheim, Niemcy).

Wyniki badan poddano analizie statystycznej z zastosowaniem testu t-Studenta i
analizy wariancji na roznicach i przedstawiono w postaci srednich i odchylen standar-
dowych (x + s) (Microsoft Excel XP).

WYNIKI

Srednie wartosci V i HR osiaganych podczas treningu na torze oraz stezenia LA we
krwi pobieranej tuz po wysitku przedstawiono w tabeli 1.

Srednie wartosci HR wahaty si¢ w zakresie od 124 uderzen'min” w grupie 1 do
131 uderzen-min” w grupie 3 i byly wysoce skorelowane ze érednia V uzyskiwana
podczas treningu na torze (r=0,775). Ponadto wartosci HR i LA byty najnizsze w grupie
koni najmtodszych, przy zblizonej V ruchu.
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Tabela 1. Srednia pomiarow predkosci (V) klusakow i czestotliwosci uderzen serca (HR) podczas
sesji treningowej oraz stgzenie kwasu mlekowego (LA) we krwi pobieranej tuz po za-
konczeniu wysitku (x + s)

Table 1. Mean speed (V) and heart rate (HR) determined during the training session of trotters,
and lactic acid level in blood sampled after the end of effort (x + s)

Grupy koni — The groups of horses

Wskaznik roczniaki dwulatki konie trzyletnie i starsze
Parameter yearlings two-year-old three-year-old and older
n=19 n=12 n=8
V (ms™) 4,9+0,5 52+0,3 53+0,6
HR (sk.-min™) 124+£17° 127 £19%® 131+£17°
LA (mmol-1™") 0,91+0,20° 123+022° 1,22£0.27°

b _ ¢rednie oznaczone roznymi literami poréwnywane w poziomie réznig si¢ istotnie przy p<0,05
“_ means in rows with different superscripts differ at p<0.05

Stezenie Hb we krwi oraz Glc, glicerolu, WKT, UA, Bc i aktywno$¢ LDH w osoczu
krwi zamieszczono w tabeli 2.

Stezenie Hb we krwi koni w grupie 1 oznaczane w spoczynku wynosito
6,36 mmollI". W kolejnych grupach wickowych warto$¢ tego parametru istotnie wzra-
stala, osiagajac poziom 8,08 mmol-I" u koni trzyletnich i starszych. We wszystkich
grupach badanych koni poziom Hb we krwi oznaczany tuz po wysilku istotnie wzrastat,
w porownaniu do wartosci oznaczanych w spoczynku. W grupie roczniakéw stwierdzo-
no przedhuzone utrzymywanie si¢ podwyzszonego poziomu Hb we krwi po 30 minutach
odpoczynku.

Poziom Glc oznaczany w spoczynku w osoczu krwi najmtodszych koni byt istotnie
wyzszy niz w grupach 2 i 3 i wynosit 6,32 mmol-1".

Obserwowano istotny wzrost stezenia glicerolu w osoczu krwi po wysitku, ustepuja-
cy w czasie 30 minut odpoczynku. Wartosci tego wskaznika oznaczane tuz po treningu
w grupie koni najstarszych byly istotnie nizsze niz odnotowane w grupach koni mtod-
szych.

Stezenie WKT w osoczu takze istotnie wzrastato po kazdym wysitku, po czym wol-
no obnizato si¢ nie osiagajac wartosci wyjsciowych 30 minut po zakonczeniu sesji tre-
ningowej. W tym czasie jego stgzenie badane w grupie koni trzyletnich i starszych byto
jednak istotnie nizsze niz w grupach 1 i 2. Wspotczynnik korelacji dla wartosci WKT i
glicerolu uzyskanych tuz po wysitku wynosit 0,789.

Poziom UA w osoczu krwi klusakéw w grupach 1-3 wzrastal po kazdej sesji trenin-
gowej 1 obnizat si¢ w ciagu 30 minut odpoczynku.

Stezenie Bc osocza krwi oznaczane w spoczynku w grupie 1 bylo istotnie nizsze niz
w grupie 2. W grupie najmlodszych klusakéw wysilek powodowatl wzrost wartosci tego
parametru, utrzymujacy si¢ jeszcze 30 minut p6zniej. U koni dwuletnich obserwowano
wzrost poziomu Bc w osoczu jedynie tuz po zakonczeniu sesji treningowe;.

Aktywnos¢ LDH w osoczu krwi oznaczana w spoczynku istotnie réznita si¢ w ko-
lejnych grupach klusakdéw, przyjmujac najwyzsze wartosci u najmlodszych zwierzat i
najwyzsze u koni trzyletnich i starszych. Wysitek prowadzil do wzrostu aktywnosci
LDH w poréwnaniu do wartosci spoczynkowych we wszystkich badanych grupach. W
ciaggu 30 minut odpoczynku warto$¢ tego parametru utrzymywala si¢ na podwyzszonym
poziomie.
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Tabela 2. Srednie stezenie hemoglobiny (Hb) we krwi oraz glukozy (Glc), glicerolu, wolnych
kwasow ttuszczowych (WKT), kwasu moczowego (UA), biatka catkowitego (Bc) i ak-
tywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w osoczu podczas sesji treningowej ktu-
sakow (x * s)

Table 2. Mean level of hemoglobin (Hb), glucose (Glc), glycerol, free fatty acids (FFA), uric
acid (UA), total plasma proteins (tPP) and lactate dehydrogenase (LDH) during the
training session of trotters (x + s)

Grupy koni — The groups of horses
konie trzyletnie i

Wskaznik probka roczniaki dwulatki starsze
Parameter probe yearlings two-year-old three-year-old and
n=19 n=12 older
n=8

H S 6,36+0,59° 7,06+ 0,58° 8,12+0,98°¢

(mmol-1") T 8,36 +0,62* * 9,13 +0,59*" 9,54 +0,99%°
0 6,75+0,59%* 7,14 £ 0,52 7,75+ 1,00°

Gl S 6,32 + 0,70 5,80 +0,51° 5,74 +0,45°

(m(;non-l) T 6,36 + 0,70 5,55+0,64° 6,00+ 0,78 °
0 6,52+ 0,68 5,71 +0,74° 5,72+0,62°

Glicerol S 0,01 £0,01 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,02

Glycerol T 0,15 +0,06* * 0,17 + 0,04* 0,11 +0,08%°

-1

(mmol-T") 0 0,03 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

WKT S 0,01 0,01 0,01 +0,01 0,02 £ 0,02

FFA T 0,42 +0,24* 0,49 £ 0,18* 0,35+0,19*

-1

(mmol-17) 0 0,16+ 0,08** 0,28 +0,12* 0,07 £ 0,06* °

UA S 18,1 + 5,66 20,5+ 5,75 22,1+9,71

(umol-I") T 29,5 +7,35% 29,8 +8,75% 30,6 + 18,4*
0 20,4 + 8,84 25,0 + 7,90 274 +16,7

Be S 61,8+5,1° 64,6 +3,1° 63,8+£33%®

tPP T 64,9 +7,1* 67,0 £3,6* 65,3+3,0

-1

(g1 0 63,9 + 4,9% 66,2+33 63,7+2.38

LDH S 629 + 123 ° 530+91° 407 £89°¢

UT) T 711 + 132%° 605 + 102*® 465 + 131% ¢
0 690+ 117%° 565+ 69° 440+ 113°

S — probki pobierane w spoczynku, T — po zakonczeniu treningu, O — po 30 min odpoczynku,

* — warto$ci istotnie wyzsze od uzyskanych w spoczynku,

+b¢_ ¢rednie oznaczone roznymi literami poréwnywane w poziomie réznig si¢ istotnie przy p<0,05
S — samples taken at rest, T — immediately after the training, O — after 30 min rest,

* — the values statistically higher than determined at rest,

¢ _ means in rows with different superscripts differ at p<0.05

Wielko$¢ powysitkowych zmian oznaczanych parametréw poréwnywano takze za
pomoca analizy wariancji na réznicach. Statystycznie istotne réznice migdzy warto-
sciami AT-S oraz AO-S w poszczegdlnych grupach wiekowych znaleziono jedynie dla
pigciu wskaznikdéw: Hb, glicerolu, WKT, Bc i LDH, co przedstawiono w tabeli 3. Za-
kres powysitkowych zmian przedstawionych parametrow byt istotnie wyzszy w grupie
roczniakow, w poréwnaniu z grupa koni trzyletnich i starszych.
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Tabela 3. Porownanie wielkosci istotnych statystycznie zmian stgzenia oznaczanych parametrow
krwi klusakdéw w poszczegdlnych grupach wiekowych (x + s)

Table 3. Comparison of the statistically significant changes in the levels of parameters determi-
ned in blood of trotters divided into the groups according to age (x % s)

Grupy koni — The groups of horses
konie trzyletnie i

Wskaznik réznica roczniaki dwulatki starsze

Parameter change yearlings two-year-old three-year-old and
n=19 n=12 older

n=8

Hb AT-S 2,00+ 0,78 * 2,07 +0,62° 1,42+£0,59°

(mmol-1™") AO-S 0,39+0,78* 0,08 +0,31™ -0,37+0,54°

Be AT-S 3,10+4,86° 2,39 +£2,44 % 1,46 +2,14°

El;ﬁ-l) AO-S 2,11+327° 1,62 42,48 0,06 +1,36°

LDH AT-S 82 +48° 75+34 % 58+29°

Uth AO-S 61 +42° 35+45% 33+£26°

Glicerol

Glycerol AT-S 0,14+ 0,06 0,15+0,05 0,09 +0,07°

(mmol-1™")

WKT

FFA AO-S 0,15+0,08* 0,27+0,132 0,05 +0,05°

(mmol-1™")

AT-S — réznice migdzy wartosciami uzyskanymi w probkach pobranych po wysitku i w spoczynku, AO-S — roznice mig-
dzy warto$ciami uzyskanymi w probkach pobranych 30 minut po wysitku i w spoczynku,

b _ grednie oznaczone réznymi literami poréwnywane w poziomie réznia sig istotnie przy p<0,05

AT-S — differences between levels evaluated after exercise and at rest, AO-S — differences between levels evaluated 30
minutes after exercise and at rest,

* _ means in rows with different superscripts differ at p<0.05

DYSKUSJA

Oznaczanie HR i st¢zenia LA we krwi jest czgsto stosowane w monitorowaniu prze-
biegu treningu, wzrost wartosci tych wskaznikow jest proporcjonalny do natgzenia
wysitku, moze tez odzwierciedla¢ stopien przygotowania organizmu konia do wykony-
wania intensywnej pracy [Guhl i in. 1996, Kapron i in. 1999, Kedzierski 2005, Leleu i
in. 2005, Roneus i in. 1994]. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze
w kolejnych etapach treningu stosowano obcigzenia proporcjonalne do aktualnej kon-
dycji badanych koni.

Poziom Hb we krwi w poszczegolnych grupach zwierzat byt uzalezniony od wieku
badanych ktusakow. U zrebiat w grupie 1 byt najnizszy i wynosit 6,36 mmol‘1", to jest
mniej niz minimalna warto$¢ zakresu fizjologicznego przyjetego ogoltem dla koni,
mieszczacego si¢ w granicach 6,8-11,8 mmol-I"' [Krumrych 2003]. Dla Zrebiat w wieku
8-18 miesigcy przyjmuje si¢ za fizjologiczne nizsze wartosci (7,3 = 1,0 mmol-1™), po-
nadto badania przeprowadzono w okresie zimowym, kiedy poziom Hb jest znacznie
nizszy niz w miesigcach letnich [Krumrych 2003]. Wzrost spoczynkowych wartosci
stezenia Hb we krwi w kolejnych etapach treningu, wystepujacy w badanych grupach
ktusakow, obserwowano takze u koni innych ras [Gill 2003, Stopyra 2004]. Natomiast
w badaniach wlasnych prowadzonych u koni rasy arabskiej poziom Hb oznaczany w
spoczynku utrzymywat si¢ na stalym poziomie podczas sezonu startowego i nie byt
zwiazany z wiekiem i stopniem wytrenowania obserwowanych zwierzat [Kedzierski
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i Podolak 2002, Podolak i in. 2004]. Badania prowadzone podczas zawodéw WKKW
wykazaty, ze konie odznaczajace si¢ wysokim poziomem Hb w spoczynku byty lepiej
przygotowane do wysitku [Szarska 1994]. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze wie-
lomiesigczny trening wywierat korzystny wptyw na organizm mtodych klusakéw, pro-
wadzac do stopniowego wzrostu poziomu Hb we krwi.

We wszystkich badanych grupach koni wysitek powodowat istotny wzrost stgzenia
Hb we krwi, w poréwnaniu do wartosci uzyskanych w spoczynku. Wzrost wielkosci
tego wskaznika jest proporcjonalny do intensywnos$ci wysitku i nie jest zwigzany ze
stopniem wytrenowania badanych zwierzat [Kedzierski i Podolak 2002, Munoz i in.
1998, Stopyra 2004]. Natomiast szybkos¢ powrotu poziomu Hb do wartosci spoczyn-
kowych jest odzwierciedleniem stopnia przygotowania organizmu konia do intensyw-
nego wysitku [Szarska 1994]. Stwierdzony w prezentowanej pracy podwyzszony po-
ziom Hb we krwi roczniakow oznaczany 30 minut po zakonczeniu wysitku wskazuje, iz
grupa tych koni nie byla jeszcze w pelni przygotowana do stosowanych obcigzen tre-
ningowych.

Poziom Glc oznaczany w spoczynku w osoczu krwi koni w grupach 2 i 3 miescit si¢
w zakresie wartosci referencyjnych, wynoszacych 3,5-6,0 mmollI" [Krumrych 2003],
natomiast w grupie najmtodszych zwierzat byt znacznie wyzszy i wynosit 6,32 mmol-1™.
Podwyzszone spoczynkowe st¢zenie Glc w osoczu krwi koni wystepuje czgsto w pierw-
szej fazie treningu wyscigowego [Kedzierski i Podolak 2002, Kedzierski i Podolak
2001, Podolak i in. 2004]. Poréwnujac srednie spoczynkowe wartosci tego parametru w
kolejnych grupach badanych klusakéw mozna dostrzec obnizanie si¢ stezenia Glc w
osoczu postgpujace z wieckiem koni. Podobna tendencj¢ obserwowali takze Gill [2003] i
Malinowski [2002].

Wysitek stosowany podczas badan wywotywal istotny wzrost st¢zenia glicerolu w
osoczu krwi. Wartosci uzyskane tuz po zakonczeniu treningu byly wyzsze w grupach
koni miodszych w poréwnaniu z klusakami trzyletnimi i starszymi. Zrédlem tego
zwigzku w organizmie jest rozpad czasteczek triacylogliceroli (TG) zmagazynowanych
w tkance tluszczowej, jak i krazacych we krwi. W czasie wysitku glicerol nie jest meta-
bolizowany, jego stgzenie w osoczu krwi odzwierciedla natgzenie procesu lipolizy
[Poso i in. 1989]. Podczas rozpadu TG uwalniane sa takze WKT, ktére moga by¢ wyko-
rzystywane przez pracujace miesnie w procesach energetycznych.

W osoczu krwi badanych koni obserwowano istotny wzrost stezenia WKT po tre-
ningu, w porownaniu do wartosci oznaczanych w spoczynku. Okres odpoczynku trwa-
jacy 30 minut nie pozwalal na powrét wielkosci tego parametru do wartosci wyjscio-
wych. Poziom WKT w osoczu oznaczany tuz po wysitku byt istotnie skorelowany ze
stezeniem glicerolu (r=0,789). Moze to $wiadczy¢ o niewielkim wykorzystaniu przez
migsnie krazacych we krwi WKT jako zrédta energii. Wyniki prac innych autorow
wskazuja, ze WKT sa zuzywane przez migsnie podczas wysitku o maksymalnej inten-
sywnosci [Warren i in. 1999].

Poziom UA w osoczu krwi ktusakdéw wzrastal po kazdej sesji treningowej i obnizat
si¢ w ciggu 30 minut odpoczynku. Zwiazek ten powstaje w pracujacych mies$niach jako
produkt rozpadu ATP. W pracach, w ktérych ktusaki rasy Standardbred poddano testom
wysitkowym, wykazano, ze wzrost stezenia UA koreluje ze wzrostem stezenia LA we
krwi, ponadto UA dluzej niz LA utrzymuje si¢ na podwyzszonym poziomie w okresie
restytucji [Essen-Gustavsson i in. 1999, Evans i in. 2002]. Wzrost poziomu UA po wy-
sitku obserwowany w prezentowanych badaniach wskazuje, ze zastosowany rodzaj
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treningu jedynie w nieznacznym stopniu prowadzil do rozpadu migsniowych zasobow
nukleotydéw purynowych.

Stezenie Bc w osoczu krwi ulegato pod wplywem wysitku istotnym zmianom w
grupie najmtodszych zwierzat, u dwulatkow wplyw ten zaznaczat si¢ jedynie tuz po
treningu, a w grupie koni najstarszych nie obserwowano zmian wielkosci tego wskazni-
ka. U koni sportowych oznaczanie st¢zenia Bc w osoczu krwi dostarcza informacji o
stopniu odwodnienia organizmu [Szarska 1994]. U koni wyscigowych wartosci spo-
czynkowe tego parametru sg istotnie nizsze niz u koni trenowanych do rajdéw, skokow
Iub WKKW [Szarska 2002]. U koni w grupie 1 okres 30 minut odpoczynku okazat si¢
niewystarczajacy na powrot poziomu biatka do wartosci spoczynkowych. Duzy wzrost
stezenia biatka w osoczu podczas prob wysitkowych, jak i utrzymywanie si¢ tego wzro-
stu po zakonczeniu pracy $wiadcza o duzym zmeczeniu organizmu [Szarska 2002]. W
badaniach koni arabskich nie obserwowano utrzymywania si¢ podwyzszonego stgzenia
Bc w osoczu krwi po 30 minutach odpoczynku, nawet podczas intensywnie prowadzo-
nego treningu [Podolak i in. 2004].

Aktywnos$¢ LDH oznaczana w spoczynku obnizata si¢ wraz z wiekiem badanych
koni. Podobng zalezno$¢ opisano u koni rasy arabskiej [Kedzierski i Przychodzen
2002]. Kazdorazowy wysitek powodowatl wzrost aktywnosci LDH, utrzymujacy si¢
przez kolejne 30 minut, przy czym zakres tych zmian obnizat si¢ wraz z wiekiem bada-
nych ktusakéw. Wielko$¢ powysitkowych zmian aktywnos$ci LDH obserwowana w
niniejszych badaniach jest porownywalna z wynikami uzyskanymi u koni innych ras
[Kedzierski i Przychodzen 2002, Munoz i in. 2002, Stopyra 2004].

PODSUMOWANIE

Wyniki pomiaru HR i LA uzyskane podczas sesji treningowej wskazuja, iz inten-
sywnos$¢ stosowanego wysitku nie zwickszata udzialu glikolizy beztlenowej w procesie
uzyskiwania energii.

Ktusaki w wieku ponizej dwoch lat charakteryzowaty si¢ niskim st¢zeniem Hb we
krwi i wysokim Glc w osoczu krwi pobranej w spoczynku. Wysilek powodowat u tych
zwierzat najwyzszy z obserwowanych wzrost poziomu Bc i LDH, a takze przedtuzone
utrzymywanie si¢ podwyzszonych wartosci Hb, Bc i LDH w czasie 30 minut po zakon-
czeniu sesji treningowej. Organizm tych koni nie byl w petni przygotowany do obciazen
zwigzanych z prowadzonym treningiem.

Uzyskanie nizszych wartosci glicerolu i WKT po wysitku w grupie koni trzyletnich i
starszych w poréwnaniu z wynikami badan roczniakéw odzwierciedla proces dostoso-
wywania si¢ organizmu do obcigzen treningowych. Wzrost spoczynkowych wartosci
Hb we krwi wraz z wiekiem badanych zwierzat takze przemawia za stwierdzeniem, ze
zastosowany trening pozytywnie wptynat na ich wydolno$¢ fizyczna.

Acta Sci. Pol.



Wybrane wskazniki biochemiczne... 23

PISMIENNICTWO

Dzierzgcka M., Wasowski A., Kobryn H., 2005. Czas kostnienia chrzastki nasadowej dalszej
kosci promieniowej koni pelnej krwi angielskiej jako kryterium oceny dojrzatosci koséca.
Med. Wet. 61 (10), 1190-1192.

Essen-Gustavsson B., Gottlieb-Vedi M., Lindholm A., 1999. Muscle adenine nucleotide degrada-
tion during submaximal treadmill exercise to fatigue. Equine Vet. J. Suppl. 30, 298-302.

Eto D., Yamano S., Kasashima Y., Sugiura T., Nasu T., Tokuriki M., Miyata H., 2003. Effect of
controlled exercise on middle gluteal muscle fibre composition in Thoroughbred foals. Equine
Vet. J. 35, 676-680.

Evans D.L., Priddle T.L., Davie A.J., 2002. Plasma lactate and uric acid responses to racing in
pacing Standardbreds and relationships with performance. Equine Vet. J. Suppl. 34, 131-134.

Gill J., 2003. Fizjologia konia. Tom 1. Wydawnictwo ,,SPORT”, Warszawa, 159-186.

Guhl A., Lindner A. and Von Wittke P., 1996. Use of the relationship between blood lactate and
running speed to determine the exercise intensity of horses. Vet. Rec. 139, 108-110.

Kapron M., Janczarek 1., Kapron H., 1999. Korelacje migdzy dystansem i tempem galopu przygo-
towawczego a wskaznikami zaawansowania treningowego koni wyscigowych. Mat. Symp.
Aktualne kierunki hodowli i uzytkowania koni w Europie. 17-19. 09. 1999, Krakéw, 350-353.

Kedzierski W., 2005. Wptyw intensywnego wysitku na wybrane wskazniki hematologiczne i
biochemiczne krwi koni rasy arabskiej. Acta Sci. Pol., Med. Vet. 4 (1), 113-119.

Kedzierski W., Podolak M., 2001. Zmiany metaboliczne u koni w procesie ujezdzania. Med. Wet.
57,207-209.

Kedzierski W., Podolak M., 2002. Wplyw treningu koni rasy arabskiej na poziom parametrow
biochemicznych zwiazanych z gospodarka weglowodanowo-lipidowa. Med. Wet. 58, 788-
791.

Kedzierski W., Przychodzen M., 2002. Aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w osoczu
krwi koni rasy arabskiej w réznych fazach treningu. Acta Sci. Pol. Med. Vet. 1, 107-112.

Krumrych W., 2003. Wskazniki laboratoryjne krwi koni — wartosci referencyjne i interpretacja.
PIWet Putawy.

Krzywanek H., Mohr E., Mill J., Scharpenack M., 1996. Changes of serum enzymes, lactate and
hemoglobin concentrations in the blood of young trotting horses due to training exertion. Zen-
tralbl. Veterinarmed. A, 43, 345-352.

Leleu C., Cortel C., Courouce-Malblanc A., 2005. Relationships between physiological variables
and race performance in French Standardbred trotters. Vet. Rec. 156, 339-342.

Malinowski K., Betros C.L., Flora L., Kearns C.F., McKeever K.H., 2002. Effect of training on
age related changes in plasma insulin and glucose. Equine Vet. J. Suppl. 34, 147-153.

Munoz A., Riber C., Santisteban R., Lucas R.G. and Castejon F.M., 2002. Effect of training
duration and exercise on blood-borne substrates, plasma lactate and enzyme concentrations in
Andalusian, Anglo-Arabian and Arabian breeds. Equine Vet. J. Suppl. 34, 245-251.

Munoz A., Santisteban R., Rubio M. D., Aguera E. 1., Escribano B. M., Castejon F. M., 1998.
Locomotor, cardiocirculatory and metabolic adaptations to training in Andalusian and Anglo-
-Arabian horses. Res. Vet. Sci. 66, 25-31.

Podolak M., Kedzierski W., Janczarek 1., 2004. Wplyw intensywnego treningu na poziom wybra-
nych parametréw biochemicznych krwi i liczb¢ tetna u koni rasy arabskiej. Med. Wet. 60,
403-406.

Poso A.R., Viljanen-Tarifa E., Soveri T. and Oksanen H.E., 1989. Exercise-induced transient
hyperlipidemia in the racehorse. J. Vet. Med. A, 36, 603-611.

Roneus N., Essen-Gustavsson B., Lindholm A., Eriksson Y., 1994. Plasma lactate response to
submaximal and maximal exercise tests with training, and its relationship to performance and
muscle characteristics in standardbred trotters. Equine Vet. J. 26, 117-121.

Medicina Veterinaria 6(2) 2007



24 W. Kedzierski i in.

Sakwerda M., 2005. Ktusaki — sukcesy entuzjastow. Kon Polski 13, 14-16.

Stopyra A., 2004. Wskazniki gospodarki tlenowej i aktywno$¢ wybranych enzyméw surowicy
krwi koni w warunkach ekstremalnego wysitku. Med. Wet. 58, 543-548.

Szarska E., 1994. Ocena wydolnosci koni podczas zawodow konkurencji WKKW. Med. Wet. 50,
274-276.

Szarska E., 2002. Wykorzystanie badan diagnostycznych krwi do oceny stanu zdrowia i zaawan-
sowania treningowego koni wyczynowych. Wydawnictwo SGGW, Warszawa.

Warren LK., Lewrance L.M., Thompson K.N., 1999. The influence of betaine on untrained and
trained horses exercising to fatigue. J. Anim. Sci. 77, 677-684.

CHOSEN BIOCHEMICAL AND HEMATOLOGICAL BLOOD PARAMETERS
AND HEART RATES OF YOUNG TROTTERS IN CONSECUTIVE PHASES
OF TRAINING

Abstract. The aim of this work was to evaluate the effects of the race training of young
trotters on their heart rates (HR) and the levels of chosen blood parameters. 39 Standard-
bred horses 1.5 — 6 years old divided into three age groups were investigated. During the
research, horses trotted on the distance of 15 km with the mean speed of 4.0 — 6.2 ms
Three jugular venous blood samples were taken for each horse: at rest, just after the end
of training session and 30 minutes later. Hemoglobin (Hb) and lactic acid (LA) blood
concentrations were determined as well as plasma level of glucose (Glc), glycerol, free
fatty acids (FFA), uric acid (UA), total plasma proteins (tPP) and activity of lactate dehy-
drogenase (LDH). Speed and HR during the training session were recorded by a Polar
speed and heart-rate telemeters.

In the group of the youngest horses the lowest blood Hb concentration and the highest
plasma Glc level were determined at rest. In this group, the highest increase of tPP and
LDH was observed during the training sessions. Moreover, the values of Hb, tPP and
LDH remained elevated after exercise. In groups of two-year-old and older trotters, the
resting blood Hb level was higher than in the group of yearlings. Plasma glycerol and
FFA values determined after exercise in three-year-old and older horses were lover than
in groups of two-year-old and younger foals. The applied training process had a beneficial
influence on the fitness of the investigated horses.

Key words: training, trotters, biochemical indices
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CHANGES IN OESTROGENS AND PROGESTERONE
SECRETION UNDER THE INFLUENCE OF ACUTE
STRESS - LIKE CONCENTRATIONS OF CORTISOL
BY PORCINE GRANULOSA CELLS IN VITRO

Urszula Kosior-Korzecka, Marcin Kalinowski, Ryszard Bobowiec
Agricultural University in Lublin, Poland

Abstract. It is widely agreed that only the severe and prolonged exposure to stressors,
connected with significant and long—term increment in plasma cortisol concentration can
suppress reproduction in female pigs. Therefore, the aim of the present study was to check
the effect of acute stress-like concentrations of cortisol on oestrogens (17f-oestradiol —
E-2, oestrone — E-1) and progesterone (P-4) secretion by porcine granulosa cells isolated
from 6-7 mm in diameter ovarian follicles. The granulosa cells were cultured in serum
free — DMEM/F 12 medium (1:1) supplemented with testosterone (10”7 M/1) and gen-
tamicin (20 pg/ml) without cortisol (control) or with 2,8 x 1077, 10, 10 and 10™* mM/I
of cortisol, respectively. After 6 and 12 h of the culture, medium was collected to analyse
the concentration of secreted E-2, E-1 and P-4 by HPLC method. Oestrogen and proges-
terone secretion was expressed as a quantity of hormone, which was released to 1 ml of
culture medium by about 5 x 10° granulosa cells during 6 and 12 h, respectively. The pro-
liferation of cells was estimated using MTT test. The obtained results show that cortisol,
independently of the used concentration (2.8 x 107 — 2.8 x 10 M/1) caused the signifi-
cant (P<0.05) suppression in E-2 and E-1 secretion from porcine granulosa cells in vitro,
both after 6 and 12 h of culture. Indeed, the effect of cortisol on progesterone secretion
from porcine granulosa cells was dependent on the used dose. Contrary to oestrogens, the
increment in P-4 secretion under the influence of 2.8 x 107 — 2.8 x 10 M/1 of cortisol
was observed. There was found very high positive correlation between P-4 and cortisol
dose in this range (r=0.81 after 6h, r=0.72 after 12 h). However, the highest dose of corti-
sol (2.8 x 10™* M/1) caused the drop in P-4 secretion (23.45 + 1.18 pg/ml/5 x 10° granulosa
cells/12 h) in comparison to control (40.63 + 2.85 pg/ml/5 x 10° granulosa cells/12 h).

Key words: granulosa cells in vitro, cortisol, 17B-oestradiol, oestrone, progesterone, sow

Corresponding autor — Adres do korespondencji: Urszula Kosior-Korzecka, Department of Patho-
physiology Chair of Preclinical Veterinary Sciences Agricultural University of Lublin,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin



26 U. Kosior-Korzecka et al.

INTRODUCTION

It is widely agreed that stress can impair reproduction in pigs [Turner et al. 2005,
Varley et al. 1994]. However, according to many authors, only the severe and prolonged
exposure to stressors, connected with significant and long—term increment in plasma
cortisol concentration can suppress reproduction in female pigs [Turner et al. 2005].
Conversely, there were not found the relationship between acute or repeated acute ele-
vation of cortisol during the follicular phase and the disruption of reproduction in the
female pigs. There are even some reports relative to stimulatory influence of acute
stress on reproduction, like advancement of the onset of puberty in pigs [Turner et al.
2005, Turner et al. 2002]. It is also known that increase in cortisol level in the physio-
logical range is in positive correlation with oestrogen synthesis due to enhancement of
P450 activity [Wood and Saoud 1997] and lowering of IGFBP production in granulosa
cells. However, even if increase in cortisol level caused by acute stress do not produce
the significant and general reproductive disorders, it can change the secretion of indi-
vidual reproductive hormones. Despite of numerous studies, it is not clear what is the
local influence of high, typical for acute stress doses of cortisol on ovarian oestrogen
and progesterone secretion from porcine granulosa cells [Chamberlain and Spicer 2001,
Viveiros and Liptrap 1995, Wood and Saoud 1997].

Therefore, the aim of the present study was to check the effect of acute stress-like
concentrations of cortisol on oestrogens and progesterone secretion by granulosa cells
isolated from ovarian follicles of sows during the late follicular phase of the oestrous
cycle.

MATERIALS AND METHODS

The ovaries were obtained from the 5 — 6 years old cyclic (n=12) sows, weighting on
an average 283.5 + 21.7 kg, during the late follicular phase of the oestrous cycle. They
were collected into Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)/F 12 (1:1) contained
0.1% of BSA. The granulosa cells were isolated from 6-7 mm in diameter ovarian folli-
cles, plated at density of 5 x 10° cells per well on 24-well plates and cultured in serum
free — DMEM/F 12 medium (1:1) supplemented with testosterone (107 M/l) and gen-
tamicin (20 pg/ml) [Khalid et al. 2001, Sasson et al. 2002] without cortisol (control) or
with 2,8 x 107, 10’6, 107 and 10* mM/I of cortisol, respectively. The proliferation of
cells was estimated using MTT test. After 6 and 12 h of the culture with cortisol, me-
dium was collected to determine the concentration of secreted oestrogens (17f3-
oestradiol — E-2, oestrone — E-1) and progesterone (P-4). Steroids were analysed by
HPLC (high pressure liquid chromatography) method (Beckman, Gold System, USA).
The analysis employed a reverse-phase analytical column (250 x 4 mm, 5 pm, LiChro-
spher 100, Merck, Germany). The mobile phase, consisting of 0.25% ortho-phosphoric
acid and acetonitrile, was pumped at 0.8 ml/min (125 SM, Beckman) [Kosior-Korzecka
and Bobowiec 2003]. The separation of hormones was performed in a gradient of ace-
tonitrile (40-100 % in 20 min). The UV detection at 220 nm (DAD 168, Beckman) was
used. Oestrogen and progesterone secretion was expressed as a quantity of hormone,
which was released to 1 ml of culture medium by about 5 x 10> granulosa cells during 6
and 12 h, respectively. The whole experiment was three times repeated.
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Statistical analysis of the obtained results was performed using Statistica 5.0 PL. Re-
sults are expressed as a mean and standard deviation (x + SD).

RESULTS

Effect of cortisol on 17f-oestradiol (E-2) secretion. Cortisol, independently of the
used concentration (2.8 x 107 — 2.8 x 10™* M/I) caused the significant (P<0.05) suppres-
sion in E-2 secretion from porcine granulosa cells in vitro, both after 6 and 12 h of cul-
ture (Fig. 1, Fig. 4). The highest dose of cortisol (2.8% 10 M/1) decreased E-2 secretion
to the values 6.35 + 0.49 and 10.85 + 0.87 pg/ml/5 x 10° granulosa cells/ 6 and 12 h,
respectively, in comparison to the control (28.60 % 1.47 pg/ml/5 x 10° granulosa cells/
6 hand 39.23 + 2.19 pg/ml/5 x 10° granulosa cells/12 h). The high negative correlation
between the quantity of secreted E-2 and the used dose of cortisol was found (r= -0.56
after 6 h:, r=-0.52 after 12 h).

Effect of cortisol on oestrone (E-1) secretion. Cortisol (2.8 x 107 — 2.8 x 10™ M/I)
produced the marked (P<0.05) decrease in E-1 secretion in comparison to the control
(Fig. 2, Fig. 4). The most significant drop in E-1 was found in a case of the highest dose
of cortisol - 2.8x 10 M/I. In this condition secretion of E-1 reached the values 3.98 +
0.50 and 5.82 + 0,67 pg/ml/5 x 10° granulosa cells/ 6 and 12 h, respectively, whereas in
the control 23.00 + 2.40 pg/ml/5 x 10° granulosa cells/ 6 h and 23.32 + 2.62 pg/ml/5 x
10° granulosa cells/12 h.

Effect of cortisol on progesterone (P-4) secretion. The effect of cortisol on proges-
terone secretion from porcine granulosa cells was dose-dependent. Contrary to oestro-
gens, the increment in P-4 secretion under the influence of 2.8 x 107 — 2.8 x 10™ M/I
cortisol was observed (Fig. 3, Fig. 4). There was found very high positive correlation
between P-4 and cortisol dose in this range (r=0.81 after 6h, r=0.72 after 12 h).
However, the highest dose of cortisol (2.8 x 10™*) M/I caused the marked drop in P-4
secretion (29.95 * 1.19 pg/ml/5 x 10° granulosa cells/ 6 h and 23.45 + 1.18 pg/ml/5 x
10° granulosa cells/12 h, respectively) in comparison to control (31.80 % 1.39 pg/ml/5 x
10° granulosa cells/ 6 h and 40.63 + 2.85 pg/ml/5 x 10> granulosa cells/12 h, respec-
tively).

Medicina Veterinaria 6(2) 2007



U. Kosior-Korzecka et al.

28

ww /-9 Ao1upails o yoAmodufel moyAzioyodd z
SUEMO[OZIAM JOIOBW O)SIUIRIZ DiIQuwioy zozid njorpense-g/] oIUR[AIZPAM ®U [/ ,.01X8'C-,.01X8'C nuozds m njozAuoy mAdp 1 0Ky
SO[OI[[0] UBLIBAO JO)OWIRID JO W /-9
woyj paje[ost s[[o0 eso[nueid outorod £q U0NL100S [OIPENSIO-gL] UO [/ , 01X§C-,-0[X§'C UOHEIUIIUOD Ul [OSIIOD JO 1D dYL [ SIf
1jonuoy op niueumolod m (50" 0Sd) O1uzoA)sA1e)s Buj0ISI BOIUZOI — 4
[01u05 03 uosLredwods ut (G()'0Sd) FOUIJIP JUBOYIUTIS —

[I/A] wmipaw 21n3nd ur UuOHBNHUIIUOD [OSIII0D
7-01X8C S-01x8°C 9-01X8°C L-01X8C (Jonuod) o
L 1 1 1 o

Y Tl 10y -
U 9 Joye —¥—

[s1109 esornuei3d 01X G/1wy3d] jorpensa-g/ 1

Acta Sci. Pol.



(o)}
N

Changes in oestrogens ...

ww /-9 Ao1upails o yoAmoduflel
MOYAZ10Y23d Z oueMO[0ZIAM JOTOBUI B)SIUIRIZ IIQWIOY ZozId Nuoxss dTuR[eIZPAM U [/ , (X8 C-,.01X8 T NIuozd)s m njozAoy mAdpa 7 "oky
SOOI[[0J UBLIBAO IOJQWIRIP JO
Wl /-9 WOy PAJE[osT S[[90 eso[nuels surood Aq UOTIRIIS QUONSAO UO [/ ,.01X8'C-,.01X8'C UONEHUSOUOD UT [0SILIOD JO doudN[ul YL T 81
1jonuoy op niueumolod m (50" 0Sd) O1uzoA)sA1e)s Buj0ISI BOIUZOI — 4
[01u05 03 uosLredwods ut (G’ 0Sd) FOUIJIP JUBIYIUTIS —

[I/IA] wnipaw 213 nd Ul UOIBIUIOUOD [0S1)I0D
P-01X8'C $-01X8'C 9-01X8'C L-0TX8'C (1o1u00) o
L 1 1 1
0

Y 71 oye —o-
Y9 10e

[s1190 esonuesd 01X g/tw/3d]ouonss

Medicina Veterinaria 6(2) 2007



U. Kosior-Korzecka et al.

30

I/ ,-01X8'T-,.01X§'C NIUdZ31S M N[0zK1I0Y
womApdm pod wwr /-9 Kotupais o yoAmodtulel moyAz1oyodd z suemo[oziAm Joroew d)SIuIeIZ ByIowoy zozid nuoie)sagord orue[oIzpApg € 0Ky
/N ,-0TX8°T-,-0X8"C UOLEIUSOUOD UI [0SO JO SIUINJFUL SY} Jopun s[[3d eso[nuels durdiod Aq duois)saord jo uonamwag ¢ “3id

1jonuoy op nrueumorod m (50 0Sd) 91uzoA)sA1e)s Buj0ISI BOTUZOT — 4
[o1u05 0} uosLredwods ut (G()'0Sd) FOUIJIP JUBIYIUTIS —

[[/A] wmrpsw 21m3[no ur UOIIBIUIOUOD [OSII0D

P01X8°C $-01X8'C 9-01X8'C L01X8'T (1onuo)
L | | | o
-0l
e
(*}
K
Fr0c @«
(¢}
3
X w
- 0f
@
=)
or o
Y Z1oye - ] =
o)e v -
q9 1y ; os
g
2
[ O@ o
* g
* - 0L
L 08

Acta Sci. Pol.



Changes in oestrogens ... 31

4. 0400
1
4.0400
|

0.0800
|
0.0300
|

f=1

[+]
0,000
0
b.0200

9.0100

0.0100

P-4

£, 0000

T i S e —————
2 g g 2
A. B
E-2 — 17B-oestradiol E-2 — 17B-estradiol
E-1 — oestrone E-1 — estron
P-4 — progesterone P-4 — progesteron

Fig. 4. Chromatographic separation of oestrogens and progesteron in culture medium by HPLC
method. A. control granulosa cells culture (12 h); B. granulosa cells culture with 2.8x
10”M/1 of cortisol (12 h)

Ryc. 4. Chromatograficzny rozdzial estrogenéw i progesteronu w podtozu hodowlanym metoda
HPLC. A. kontrolna hodowla komorek ziarnistych (12 godz.); B. hodowla komorek ziar-
nistych z kortyzolem w stezeniu 2.8x10°M/I

DISCUSSION

According to many authors [Turner et al. 2005, Turner et al. 2002, Varley and Sted-
man 1994] acute or repeated acute application of stressors connected with the increment
in plasma cortisol concentrations does not impair reproduction in female pigs, even if it
occurs during the critical endocrine events of the late follicular phase. There are also
reports that influence of glucocorticoids on steroid production in granulosa cells is de-
pendent on the stage of follicle maturation [Viveiros and Liptrap 1999]. Cortisol in the
physiological range stimulates oestrogens production and release at the expense of pro-
gesterone synthesis due to increment in cytochrome P450 activity [Wood end Saund

Medicina Veterinaria 6(2) 2007



32 U. Kosior-Korzecka et al.

1997] and lowering of insulin-like growth factor binding proteins (IGFBP) level in the
ovary [Chamberlain and Spicer 2001]. Indeed, some authors report that oestrogen pro-
duction can be suppressed in porcine, bovine or rat granulosa cells under the influence
of elevated level of cortisol or dexamethasone in vitro, but only when the exposition is
longer than 48 h [Viveiros and Liptrap 1995]. The results obtained by us, point out that
already the incubation of the cells for 6 and 12 h is sufficient to inhibit oestrogen secre-
tion. Moreover, our data show that cortisol in high acute stress - like concentrations (2.8
x 107 — 2.8 x 10 M/I) has an opposite effect on oestrogen and progesterone secretion
from porcine pituitary cells in vitro. Cortisol causes the significant drop in 17B-
oestradiol and oestrone secretion, whereas simultaneously exerts the dose — dependent
influence on progesterone secretion. in concentration 2.8 x 107 — 2.8 x 10™ M/ of corti-
sol causes the increment in P-4 secretion, whereas just in tenfold higher concentration
produces the significant decrease in P-4 secretion. The possible reason of this occur-
rence may be the disruption in insulin-like growth factor (IGF-I) synthesis in granulosa
cells by elevated level of cortisol. It is also possible that the high level of cortisol causes
the increase in IGFBP level in granulosa cells. Because locally produced IGFBPs inhibit
IGF actions at target cells [Giudice 2001], high concentration of cortisol can suppress in
this way IGF-I — induced oestrogen production and secretion in granulosa cells. Addi-
tionally, it is known that glucocorticoids in high concentration may induce atresia-like
charakteristics in follicular cells, among other things by suppression of aromatase activ-
ity. Such action also can result in a significant drop in oestrogen synthesis [Viveiros and
Liptrap 1995].
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ZMIANY WYDZIELANIA ESTROGENOW I PROGESTERONU

PRZEZ KOMORKI ZIARNISTE DOJRZEWAJACYCH PECHERZYKOW
SWINI IN VITRO POD WPLYWEM KORTYZOLU

W STEZENIACH TYPOWYCH DLA OSTREGO STRESU

Streszczenie. Powszechnie przyjmuje sig, ze jedynie przedtuzona ekspozycja na stresor
polaczona ze znaczacym i dlugoterminowym wzrostem osoczowego st¢zenia kortyzolu
moze spowodowac supresj¢ reprodukcji u §win. Stad, celem pracy bylo zbadanie, czy kor-
tyzol w stgzeniach typowych dla ostrego stresu powoduje zmiany wydzielania estrogendw
(17B-estradiolu — E-2 i estronu — E-1) oraz progesteronu (P-4) przez komorki ziarniste pe-
cherzykow izolowane od macior w poznej fazie pecherzykowej cyklu rujowego. Jajniki
pobierano od macior w wieku 5-6 lat. Komorki ziarniste izolowano z pgcherzykow jajni-
kowych o $rednicy 6-7 mm i hodowano w podtozu DMEM/F 12 (1:1) z dodatkiem testo-
steronu (107 M/I) i gentamycyny (20 ug/ml) bez kortyzolu lub, odpowiednio, z 2,8 x 107,
10, 10 i 10 mM/1 kortyzolu. Po 6 i 12 godz. hodowli zbierano podioze w celu ok-
reslenia ilosci wydzielonych estrogendéw oraz progesteronu. Stgzenia hormonéw stery-
dowych analizowano metoda HPLC. Wydzielanie estrogendéw i progesteronu zostato
wyrazone jako stezenie hormonu wydzielonego do podtoza hodowlanego przez 5 x 10°
komorek ziarnistych, odpowiednio w czasie 6 lub 12 godzin. Proliferacj¢ komorek okre-
$lano za pomoca testu MTT. Uzyskane wyniki wskazuja, ze kortyzol niezaleznie od za-
stosowanego stezenia (2.8 x 107 — 2.8 x 10" M/l) powodowat znaczaca (P<0.05) supresje
wydzielania E-2 i E-1 przez komorki ziarniste macior in vitro zarébwno po 6, jak i
12 godz. hodowli. Natomiast wpltyw kortyzolu na wydzielanie progesteronu przez
komorki ziarniste byl uzalezniony od jego dawki. W przeciwienstwie do estrogendw, pod
wplywem kortyzolu w stezeniach 2.8 x 107 — 2.8 x 10 M/I, obserwowano wzrost wy-
dzielania P-4. Stwierdzono bardzo wysoka dodatnia korelacj¢ pomigdzy P-4 i dawka kor-
tyzolu w tym zakresie stezen (r=0,81 po 6 godz., r=0,72 po 12 godz.). Jednakze kortyzol
w najwyzszym z zastosowanych stezen (2.8 x 10™* M/l) powodowat spadek wydzielania
P-4 (29,95 % 1,19 pg/ml/ 5 x 10° komérek ziarnistych/ 6 godz. i 23,45 £ 1,18 pg/ml/ 5 x
10° komoérek ziarnistych/ 12 godz.) w poréwnaniu do kontroli (31,80 % 1,39 pg/ml/ 5 x
10° komorek ziarnistych/ 6 godz. i 40,63 + 2,85 pg/ml/ 5 x 10° komérek ziarnistych/
12 godz.).

Stowa kluczowe: komorki ziarniste in vitro, kortyzol, 17B-estradiol, estron, progesteron,
maciora
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INFLUENCE OF PLANT EXTRACTS (HERBIPLANT CS)
ON BIOCHEMICAL INDICES

AND MINERAL ELEMENTS

IN BLOOD SERUM OF FATTENERS
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Piotr Kaczmarek', Henryk Rézanski', Krystyna Pogoda-Sewerniak?
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Abstract. The mixture of plant extracts (Herbiplant CS) in amount of 125 and 500 mg/kg
was added to feed mixtures of starter, grower and finisher type for fatteners from 20 to
100 kg of body weight. The research material were 27 fatteners divided into 3 groups,
9 individuals in each group. After 85 days of fattening, the blood from jugular vein was
collected, and biochemical indices as well as macro and microelements concentration was
determined. Herbiplant CS did not influence the crude protein, albumin and urea level in
blood serum, while it significantly influenced the increase in glucose level that may profi-
tably influence the energy balance. Applied phytopreparation did not influence the enzy-
matic (ATP, ALT and GGT), but had a beneficial effect on lipid balance, what was con-
firmed in lowered level of total cholesterol and its LDL fraction. The level of macroele-
ments (Ca, P, Na, K, Cl) in blood serum was not dependent on used phytopreparation,
however, the supplement significantly influence the increase in copper and zinc level in
blood serum. No significant differences in the level of analysed parameters depending on
used Herbiplant CS doses in mixtures for fatteners (125 and 500 mg/kg) were observed.

Key words: plant extracts, fatteners, blood serum, biochemical indices

INTRODUCTION

Biologically active substances that are present in herbs possess multidirection activi-
ty: antibacterial, antifungal, immunomodulating [Grela et al. 1998, Hart 2005, Ozcan
and Boyraz 2000, Korniewicz and Rézanski 2006], antioxidative and reducing oxidative
stress in animals and humans [Pajk et al. 2006, Yingming et al. 2004]. They influence
numerous metabolic processes [Bhattaram et al. 2002], point preventive and therapeutic

!Corresponding autor — Adres do korespondencji: Zbigniew Dobrzafiski, Department of Animal
Hygiene and Environmental, Wroctaw University of Environmental and Life Sciences, ul. Chel-
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activity, are the potential substitute of feed antibiotics [Hanczakowska and Urbanczyk
2002, Lien et al. 2007].

These substances also inhibit especially big influence on the increase in enzymes ac-
tivity [Platel and Srinivasan 1996 and 2000]. The enzymes, by free radicals removing,
influence the protection of intestinal villuses causing the increase in their surface and
the possibility of nutrients absorption. The result of such an influence may be the im-
provement of health status and production effects, what was showed for example in the
research conducted by Grela et al. [1998, 2000] and Korniewicz [2004] and Kotacz et
al. [1997].

In Research-Promoting Centre LNB Poland Ltd. in Kiszkowo, the preparation
named Herbiplant CS, that is a mixture of plant extracts was made out.

In the previous study conducted by Korniewicz et al. [2007 b] it was showed that the
preparation in a dose of 125 mg/kg of fed mixture for fatteners had a profitably influ-
ence on the increase in body weight gains, and lower feed intake for 1 kg of gain. Also
the influence of the preparation on crude fibre digestibility, N-free extractives and the
increase in nitrogen retention time was observed.

The aim of the research was an assessment of the influence of the two doses of Her-
biplant CS phytopreparation (125 and 500 mg/kg) on chosen biochemical indices and
mineral elements level in blood serum of fatteners that were given mixtures supple-
mented with the preparation during the whole fattening period.

MATERIAL AND METHODS

Herbiplant CS phytoprepatarion was made out in Research-Promoting Centre LNB
Poland Ltd. It consists of micronised plant parts, volatile oils and plant extracts sedi-
mented onto silica and stabilised with palm oil. The preparation is standarised regard-
ing the content of following main plant-originating active substances: thymol — 38500,
1,8-cineol — 35000, carvacrol 10000, pinen- 4000, capsacine- 1700, cinnamon aldehyde-
975, eugenol- 450, flavonides- 6000, volatile oils- 97000 mg/kg.

Made out this way phytopreparation in a form of loose powder was used as premixes
of starter, grower and finisher type component, administered in amount of 0.5% to feed
mixtures. Wheat barn was used as the premixes carrier. Three kinds of feed mixtures
from the same feed ingredients, differing only in Herbiplant CS supplement amount
used in premixes, were produced.

Three nutrition groups were created:

e group [ — control

e group Il — Herbiplant CS — 125 mg/kg of feed mixture

e group Il — Herbilant CS — 500 mg/kg of feed mixture

Three- stage experimental fattening was conducted from 20 up to 100 kg of body
weight. Three kinds of feed mixtures adjusted to each fattening stage were composed:

e  starter type mixture— st stage of fattening (24 days)

e  grower type mixture— 2nd stage of fattening (26 days)

e finisher type mixture— 3rd stage of fattening (35 days)

Feed material used for feed mixtures production was subject to chemical analysis in
the laboratory of Department of Animal Nutrition and Feed Science, Wroctaw Univer-
sity of Environmental and Life Sciences using the analytical methods in force (AOAC,
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1990). Energy value of feed mixtures was calculated basing on own components analy-
sis and digestibility coefficients as well as formulas included in Pig Feeding Standards
(1993) and CVB (2004). Percentage composition of starter, grower and finisher type
mixtures and nutrients content are presented in Table 1.

Produced in a form of loose powder feed mixtures were subject to the biological as-
sessment using fatteners in Animal Nutrition Experimental Plant in Gorzyn (Agricul-
tural University in Poznan).

The research material consisted of 27 weaned piglets [sow (wbp x pbz) x boar
(hamp x pietr)] of initial body weight of about 20 kg, that were classified to 3 feeding
groups, 9 individuals in each one. All fatteners were kept individually in pens equipped
with pigs feeders and nipple drinkers.

Table 1. Percentage composition and feeding value of mixtures for fatteners
Tabela 1. Sktad procentowy i warto$¢ pokarmowa mieszanek pelnoporcjowych dla tucznikow

Ingredients Units Type of mixture — Typ mieszanki
; Jedn.

Materialy paszowe ] .

miary Starter Grower Finiszer
Ground maize — Sruta kukurydziana % 30,00 - -
Ground wheat — Sruta pszenna % 29,50 19,50 14,50
Ground barley — Sruta jeczmienna % 15,00 42,00 25,50
Ground triticale — Sruta pszenzytnia % - 20,00 40,00
Wheat bran — Otrgby pszenne % - - 5,00
Soya bean oilmeal — Sruta p. sojowa % 20,50 15,00 12,00
Acidifier — Lonacid Max (1017) % 0,50 - -
M.p.u. — Farmer premix:
Starter Herba Global Forte % 4,00 - -
Grower/Finiszer Herba Global Forte % - 3,00 2,50
Pre-mixture 1 or 2 or 3 % 0,50 0,50 0,50
Przedmieszka 1 lub 2 lub 3
Total — Razem % 100,00 100,00 100,00
In 1 kg of mixture:
W 1 kg mieszanki:
Metabolisable energy (netto ) MJ 13,25 13,10 13,05
Energii metabolicznej (netto)
kcal 2280 2260 2250

Crude protein — Biatka ogélnego % 17,70 16,40 15,60
Crude fiber — Wtdkna surowego % 2,73 3,38 3,35
Crude fat — Thuszczu surowego % 2,42 2,03 2,04
Crude ash — Popiotu surowego % 5,32 4,71 4,32
Lysing — Lizyny % 1,18 1,01 0,90
Methionine + Cystine — Metioniny % 0,69 0,60 0,57
Z cystyna
Threonine — Treoniny % 0,76 0,64 0,59
Tryptophan — Tryptofanu % 0,21 0,20 0,19
Isoleucine — Izoleucyny % 0,70 0,63 0,59
Ca total — Ca ogdlny % 0,78 0,69 0,59
P total — P ogdlny % 0,63 0,52 0,53
P digestible — P strawny % 0,43 0,31 0,28
Na % 0,19 0,17 0,15
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After 24, 50 and 85 days of feeding with the mixtures, the individual control of body
weight gains was performed, the feed intake and its utilization for 1 kg of body weight
gain were calculated. Productive results of performed fattening were presented in a
separate publication [Korniewicz et al. 2007c].

In the last day of the experiment (85th day of fattening — in the morning before feed-
ing) blood from the jugular vein was collected, and after serum separation the following
biochemical parameters were determined: crude protein, albumin, glucose, urea, hepatic
enzymes (AST, ALT, GGT), total cholesterol and its HDL, LDL fractions and triglyc-
erides. Also the content of macroelements: Ca, P, Mg, Na, K, Cl, and microelements:
Fe, Cu, Zn was determined.

The analysis were conducted in the laboratory of Department of Animal Nutrition
and Feed Science, Wroctaw University of Environmental and Life Sciences using bio-
chemical analyzer Pentra 400, Horiba ABX Company, with the suitable reagents of
RANDOX Company.

The results were worked out statistically using one-factor analysis of variance, and
differences of mean values between groups were assessed using Duncan’s multiple
range test (Statgraphics 5.0 software).

RESULTS AND DISCUSSION

Mixtures assessment

Feed mixtures of starter type administered to weaned piglets for the first 24 days of
feeding contained 17.7% of crude protein, 1.18% of crude lysine, 0.69% of methionine
with cystine, 0.76% of threonine and 0.21% of tryptophan In the second stage of fatte-
ning lasting 26 days, grower type mixtures were used. They contained 16.4% of crude
protein, 1.01% of crude lysine, 0.60% of methionine with cystine, 0.64% of threonine
and 0.20% of tryptophan. In the third stage of fattening lasting 35 days fatteners were
feeding with finisher type mixtures, that contained 15.6% of crude protein, 0.90% of
crude lysine, 0.59% of methionine with cystine, 0.59% of threonine and 0.19% of tryp-
tophan. The energy value of mixtures used in particular fattening stages was similar and
amounted to 2280-2260-2250 kcal/kg, respectively (net energy).

Comparing to starter type mixtures, grower and finisher type ones had a lowered
content of mineral components. The decrease in protein, amino acids and mineral com-
ponents content in grower and finisher type mixtures in relation to starter type one is a
result of physiological needs and is consistent with the recommendations included in
Polish (1993) and Dutch (2004) pig feeding standards and with the pig feeding pro-
gramme by LNB Poland Sp. Ltd. worked out by Korniewicz [2006].

Biochemical indices in blood serum

Obtained blood serum analysis results presented in Table 2, point some activity of
assessed preparation given if feed mixture for fatteners in the whole fattening period.
However, Herbiplant CS in a dose of 125 and 500 mg/kg did not influence such indices
of protein transformation as: crude protein (68,.8 — 72.0 g/1), albumin (55.9 — 56.6 g/)
and urea (6.42 — 6.35 mmol/l). In the previous research conducted by Korniewicz et al.
[2007b], biochemical indices in blood serum of younger fatteners (45 kg) that were
given feed mixture with an addition of Herbiplant CS in amount of 125 mg/kg, were
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analysed. It was revealed that used preparation in that dose also did not affect the indi-
ces of protein transformation comparing to the control group. However, the indices
were lower comparing to the older fatteners (100 kg) in the present study.

Table 2. Biochemical indices of fatteners blood serum
Tabela 2. Wskazniki biochemiczne w surowicy krwi tucznikow

Groups — Grupy

Item 1 11 111
Wyszczegdlnienie Control Herbiplant CS Herbiplant CS
Kontrolna 125 ppm 500 ppm
Total protein 68,8 72,0 71,1
Biatko calkowite (g/1) +4,38 +5,73 +5,44
Albumins 55,9 56,6 56,2
Albuminy (g/1) +2,49 +2,89 +1,95
Urea 6,42 6,35 6,45
Mocznik (mmol/l) + 0,30 +0,27 +0,51
Glucose 2,15° 3,72° 3,55°
Glukoza (mmol/l) +0,39 +0,37 +0,33
AST (U/) 53,7 55,1 53,8
+ 6,80 + 8,39 +10,84
ALT (U/) 41,2 41,4 42,5
+1,27 +1,78 +1,56
GGT (U/l) 38,7 40,1 41,0
+6,98 + 8,39 +10,89
Cholesterol (mmol/1) 2,55° 2,250 2,25°
+ 0,20 +0,26 +0,22
HDL (mmol/l) 0,98 0,95 0,90
+0,10 +0,13 +0,11
LDL (mmol/l) 1,36° 1,18° 1,15°
+0,14 +0,12 +0,11
Triglyceride 0,30 0,30 0,29
Trojglicerydy (mmol/1) + 0,05 + 0,04 +0,07

a,b-P<0,05

Baranowski et al. [2004] assessed an influence of herbal mixture (35 g) and a herbal
alcohol extract of Rhodiola rosea radix (Rhodiolae roseae radix) in a dose of 5 ml ad-
ministered for 95 days, on the chosen biochemical features of boars’ blood serum. The
results obtained prove that used herbal mixture had a significant influence on the in-
crease in crude protein content (75.44 g/l) comparing to boars that were given the ex-
tract of Rhodiola rosea radix (71.32 g/l). However, used herbs did not affect the urea
level.

The results of own research prove, that Herbiplant CS in a dose of 125 as well as
500 mg/kg had a significant (P<0.05) influence on the increase in glucose level (from
2.15 to 3.72 mmol/l). Hence, it can be concluded that the plant preparation profitably
affects the energy balance of fatteners. Similar effect was obtained in the previous re-
search [Korniewicz et al. 2007b] in the case of younger fatteners that were given the
mixture with Herbiplant CS participation on the level f 125 mg. The increase in glucose
level from 2.26 to 4.17 mmol/l was observed in the research.

Medicina Veterinaria 6(2) 2007
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Used for fatteners Herbiplant CS in a dose of 125 or 500 mg/kg did not influence
the activity of enzymes like: AST (53.7 — 55.1 U/1), ALT (41.2 — 42.5 U/1) and GGT
(38.7-41.0 U/D).

However, the results of analysis point the beneficial influence of assessed prepara-
tion on lipids management. This may be confirmed by a significant (P<0.05) decrease in
total cholesterol content (from 2.55 to 2.25 mmol/l) and its LDL fraction (from 1.36 to
1.15 mmol/l). Similar impact of Herbiplant CS in a dose of 125 mg/kg of feed mixture
was observed in the case of younger fatteners [Korniewicz et al. 2007b]. Also Grela
(2000) observed the profitable influence of herbs on fat transformations in fatteners. In
another research, Korniewicz et al. [2007a] giving Saccharomyces cerevisiae yeast
enriched in bioelements (Fe, Cu, Mn) to weaned piglets, also noted the influence of
these elements (in an organic form) on the decrease in cholesterol level in blood serum.

Mineral elements in blood serum

Obtained results of blood serum analysis as regards mineral elements are presented
in Table 3. They point that Herbiplant CS used in a feed mixture in a dose of 125 and
500 mg/kg did not affect Ca (3.12 — 3.13 mmol/l) and P level (3.46 — 3.38 mmol/l).
However, a significant (P<0.05) influence of Herbiplant CS in a dose of 500 mg/kg on
the increase in Mg level from 0.99 to 1.10 mmol/l was noted.

The content of other controlled macroelements i.e. Na, Cl, K was not dependent on
preparation used as a feed mixture addition. The level of these elements was close to
reference values given by Winnicka [1997] and to those obtained in the previous study
by Korniewicz et al. [2003] and Baranowski et al. [2004].

Table 3. Content of mineral elements in pigs blood serum
Tabela 3. Zawartos¢ sktadnikow mineralnych w surowicy krwi

Item I il il
Wyszczegdlnienie Control Herbiplant CS Herbiplant CS
Kontrolna 125 ppm 500 ppm
Ca mmol/I 3,12 3,13 3,12
£ 0,10 £ 0,14 +£0,10
P mmol/l 3,46 3,48 3,38
£ 0,19 £ 0,19 £0,21
Mg mmol/l 0,99° 1,06 1,10°
£ 0,14 £ 0,10 +0,07
Na mmol/l 137,4 138,0 137,8
+1,28 125 £ 1,60
K mmol/l 5,10 5,12 5,18
£0,34 +0,26 £0,30
Cl mmol/I 105,7 105,8 105,6
£ 1,45 £ 1,50 £1,18
Fe umol/l 23,20 25,08 25,00
+327 £ 1,52 +3,20
Cu pmol/l 46,20* 52,64° 52,03°
+£2,55 £2,90 +3,57
Zn pmol/l 18,90° 23,00° 2542°
+1,82 £2,26 +£2,65

a,b-P<0,05
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However, Herbiplant CS used in a feed mixture had a significant (P<0.05) influence
on the increase in Cu (from 46.2 to 52.03 pmol/l) and Zn level (from 19.9 to
25.4 pmol/l). Any significant differences between 125 and 500 mg/kg doses were ob-
served. A profitable impact of the preparation on the increase in Fe level (from 23.2 to
25.0 pmol/l) was also noted, however, the difference was not confirmed statistically.

The level of mineral elements in blood serum of pigs is quite changeable and de-
pends mainly on their content in a diet and on bioavailability. Novotny et al. [2005]
administered Fe, Cu, Mn, Zn and Se in an organic or traditional form to feed mixture
for weaned piglets. The content of these microelements in blood serum at the age of 65,
72, 80 and 93 days was controlled. Almost in all periods, the significant influence of
organic form on the increase in the level of these microelements, i.e. Fe from 14.66 to
18.29, Cu from 17.8 to 22.71, Zn from 8.50 to 9.52, Mn from 0.43 to 0.57 pmol/l, was
observed. Czech and Grela [2006] giving mineral chelates Biomax in a feed mixture for
fatteners, noted a significant increase in Cu, Zn and Mn content in blood serum compa-
ring to the control group.

Better utilization of mineral elements in feeding doses and their lower elimination in
excreta is of a big physiological, health and ecological importance what is emphasized
by some authors [Jongbloed et al. 2003, Kabata-Pendias and Pendias 1999].

CONCLUSIONS

1. Herbiplant CS phytopreparation added to the feed mixture in a dose of 125 and
500 mg/kg did not influence the level of crude protein, albumin and urea in blood serum
of fatteners, however it significantly influence the increase in glucose level that may
profitably affect the energy balance.

2. The used preparation did not influence the enzymatic activity (ATP, ALT and
GGT), while it profitably influenced fat management, that was confirmed by decreased
content of total cholesterol and its LDL fraction.

3. Macroelements content (Ca, P, Na, K, Cl) in blood serum was not dependent on
used phytopreparation, however it significantly influenced the increase in copper and
zinc level in blood serum, what suggests their better bioavailability.

4. Any significant differences in a level of analyzed indices in relation to used doses
of Herbiplant CS in feed mixtures for fatteners (125 and 500 mg/kg) were observed.
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WPLYW EKSTRAKTOW ROSLINI}IYCH’ (HERBIPLANT CS)
NA KSZTALTOWANIE SIE WSKAZNIKOW BIOCHEMICZNYCH
I SKADNIKOW MINERALNYCH W SUROWICY KRWI TUCZNIKOW

Streszczenie. Mieszaning ekstraktow roslinnych (Herbiplant CS) w ilosciach 125 i 500 mg
dodawano do mieszanek petnoporcjowych typu starter, grower i finiszer dla tucznikdéw
od 20 do 100 kg masy ciata. Materiat badawczy stanowito 27 tucznikdéw przydzielonych
do 3 grup po 9 osobnikéw w grupie. Po 85 dniach tuczu pobrano krew z zyly jarzmowej i
po oddzieleniu surowicy oznaczono w niej parametry biochemiczne oraz koncentracjg
makro- i mikroelemetéw. Herbiplant CS w dawce 125 1 500 mg/kg nie mial wplywu na
poziom biatka calkowitego albumin oraz mocznika w surowicy krwi., natomiast istotnie
wptynat na zwigkszenie poziomu glukozy, co moze mie¢ korzystny wptyw na gospodarke
energetyczng. Stosowany preparat nie mial wptywu na aktywno$¢ enzymatyczng (ATP,
ALT i GGT), ale korzystnie wptynat na gospodarke ttuszczowa, co znalazto pot-
wierdzenie w zmniejszonym poziomie cholesterolu ogdlnego i frakcji LDL. Poziom
makroelementow (Ca, P, Na, K, Cl) w surowicy krwi nie byt zalezny od stosowanego fi-
topreparatu, natomiast wptynat on istotnie na zwigkszenie poziomu miedzi i cynku w su-
rowicy krwi, co moze $wiadczy¢ o lepszej ich bioprzyswajalnosci. Nie stwierdzono istot-
nych réznic w poziomie badanych wskaznikéw zaleznie od stosowanych dawek Herbi-
plantu CS w mieszankach dla tucznikdéw (125 i 500 mg/kg).

Stowa kluczowe: ekstrakty roslinne, tuczniki, surowica krwi, wskazniki biochemiczne
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EFEKTYWNOSC WZROSTU CIELAT

RASY CHAROLAISE Z UWZGLEDNIENIEM
GENETYCZNEGO POLIMORFIZMU MIOSTATYNY
I SOMATOTROPINY

, e o1 )
Roman Kwasnicki', Roman Frankowski

' Kolegium Karkonoskie w Jeleniej Gorze
2 Radan-1 sp. z 0.0., Gospodarstwo Rolne

Streszczenie. U jatdéwek hodowlanych rasy charolaise, odchowanych przez krowy-matki
w systemie wolnym utrzymania pastwiskowego, bezbudynkowego i dokarmianych pa-
szami objetosciowymi (kiszonki: z kukurydzy i mieszanek motylkowo-zbozowych oraz
stoma), oznaczono genetyczny polimorfizm somatotropiny i miostatyny. Frekwencja ge-
notypéw: bGH-LL 0,417, bGH-LV 0,517 i bGH -VV 0,066 (alleli : bGH-L 0,765 i bGH-
V 0,325) oraz MSTN-AA 0,817, MSTN-AB 0,183 i MSTN-BB 0,00 (alleli: MSTN-A
0,908 oraz MSTN-B 0,092). Najwyzsza masg ciala przy urodzeniu i w wieku 7 mies. mia-
1y jatowki o bGH-VV (57,3 1 300,6 kg), statystycznie wigcej anizeli u pozostalych geno-
typodw. Wspdtzaleznosci genotypéw MSTN z cechami wzrostu nie stwierdzono. Wykaza-
no statystycznie istotne réznice badanych mas ciata w grupach ojcowskich; najwyzsze
masy ciala miaty corki buhaja Dimas, najnizsze po ojcu Calin (odp. 51,3-39,6 kg i 295,5-

275,2 kg, przy P<0,01).

Stowa kluczowe: bydlo, charolaise, genetyczny polimorfizm, bGH, MSTN

WSTEP

Charolaise jest rasg pdzno dojrzewajaca. Duza masa cielat przy urodzeniu (buhajki
waza przecigtnie 48 kg, a cieliczki — 45 kg) prowadzita do trudnych porodéw i znacz-
nych upadkéw cielat. Wspotczesnie hodowane krowy rasy charolaise, wskutek prowa-
dzonej selekcji na eliminacj¢ tej cechy, znacznie 1zej si¢ ciela. Do krzyzowania z by-
dlem migsno-mlecznym uzywa si¢ obecnie buhajow dajacych lzejsze potomstwo przy
urodzeniu [Dobicki i in. 2002]. Zwierzeta mozna opasa¢ do wysokich mas ciata bez
obnizenia jakos$ci tuszy. Wydajno$¢ rzezna buhajéw opasanych do wieku 14-16 miesie-
cy wynosi od 60 do 65% [Reklewski 1995]. Bydto rasy charolaise dobrze wykorzystuje
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pasze i tatwo przystosowuje si¢ do réznych warunkow klimatycznych, dlatego nadaje
si¢ do krzyzowania towarowego [Gregory i in. 1993, Grodzki 1977, Choroszy i in.
2000]. Potwierdzaja to w swoich badaniach Petkov i in. [2000], w ktérych wskazuja na
najlepsze wykorzystanie paszy przez mieszance po buhajach charolaise (przy najkrot-
szym okresie opasu) w poréwnaniu do rowiesnikdw rasy czarno-biatej i mieszancow z
rasg hereford.

Hormon wzrostu (growth hormone — GH, somatotropina) syntetyzowany jest przez
przedni ptat przysadki. Ocenia si¢, ze podanie egzogennego GH wzmaga intensywnos¢
przemian metabolicznych (w tym syntezy bialek), co sprawia, ze w przypadku np. swin
mozna oczekiwaé zwigkszenia przyrostu masy ciata o 10-20%, zwigkszenia odktadania
biatka o 2-30%. zmniejszenia przyrostu tkanki ttuszczowej o 30-40% i wreszcie zwigk-
szonej efektywnosci tuczu o 15-35% [Urbanski 2003]. W doswiadczeniu Grochowskiej
[1994] poréwnano hormon wzrostu migdzy bydlem uzytkowanym mlecznie i migsnie.
Stwierdzono istotnie wyzszy poziom bGH u jaldéwek i buhajow rasy c.b. nad migsna
rasa piemontese, co sugeruje, ze bydlo mleczne charakteryzuje si¢ wysokim poziomem
somatotropiny we krwi, prawdopodobnie w wyniku wieloletniej selekcji w kierunku
wzrostu produkcji mleka. Obserwacje wykazaty przewage homozygot Leu/Leu u bydta
rasy c.b. nad pozostatymi genotypami GH w obregbie rasy. Z kolei najwyzsza liczbe
homozygot Val/Val stwierdzono u zwierzat rasy piemontese; jednak nie wykazano
istotnych réznic w czgstosci genotypow i alleli genu somatotropiny migdzy plciami w
obrgbie badanych ras.

Za geny, ktdére potencjalnie wpltywaja na migsnos¢ tuszy, uznano dotad gen hormo-
nu wzrostu (GH) oraz gen Pitl — czynnika transkrypcyjnego regulujacego ekspresj¢ GH
[Wyszynska-Koko 2003]. Bydlgcy hormon wzrostu (bGH) jest gtdéwnym czynnikiem
stymulujacym wzrost i rozwoj organizmu. Somatotropina dziata anabolicznie — bezpo-
$rednio na syntezg¢ biatek migsni, a takze bezposrednio katabolicznie na tkanke thusz-
czowa [Evock i in. 1988], wptywa na poprawe cech wzrostu i jakosci tuszy. U bydta
wystegpuje mutacja punktowa polegajaca na transwersji C— G w kesonie 5, ktdra po-
woduje zamiang leucyny (Leu) na waling (Val) w pozycji 127 sekwencji aminokwasow
i wystepuje w trzech genotypach bGH: LL, LV, VV. Dymnicki i Oprzadek [2000] wy-
kazali wptyw polimorfizmu bGH na cechy uzytkowosci rzeznej. Wykazano, ze buhajki
rasy simentalskiej o genotypie LV miaty lepsza uzytkowos$¢ migsng niz buhajki o geno-
typach homozygotycznych (LL i VV ). Badania Oprzadek [1998] wykazaly zwiazek
polimorfizmu genu GH z masa ciala oraz dobowymi przyrostami masy ciata buhajkow.

U bydta znane jest zjawisko przerostu tkanki migsniowej, zwane ,,podwdjnym umig-
$nieniem”. Wynika ono z szeregu mutacji w genie miostatyny (MSTN, GDFS), ktore
odpowiedzialne sa za powstawanie nieaktywnego biatka MSTN; miostatyna jest czyn-
nikiem wzrostu, ktory dziata jako negatywny regulator miogenezy (cyt. za Wyszynska-
-Koko 2003). Biologiczna funkcj¢ miostatyny (MSTN) jako regulatora wzrostu migsni
rozpoznano w roku 1997, uszkadzajac mysi gen tego biatka — GDF-8. U osobnikéw z
unieczynnionym genem GDF-8 zaobserwowano dwu-, a nawet trzykrotnie wigksza
mas¢ miesni oraz hiperplazj¢ i hipertrofi¢ wtdékien w poréwnaniu do normalnych myszy
[Mc Pherron i Lee 1997]. Znacznie powigkszona muskulatura myszy, a takze zbieznos¢
umiejscowienia na mapie genetycznej mysiego genu GDF-8 i locus miostatyny bydta,
dato powody do przypuszczania, ze za hipertrofi¢ migsniowa u bydta odpowiedzialny
jest homolog mysiego genu miostatyny. Mc Pherron i Lee [1997] poréwnujac ze soba
sekwencje genu MSTN z sekwencja aminokwaséw w czasteczce miostatyny innych
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kregowcdw wykazali, ze istnieje duze podobienstwo tych sekwencji. W przypadku
myszy, szczura, cztowieka, $wini, kury i indyka wykazano pelng homologi¢ sekwencji
aminokwasOw, natomiast sekwencje miostatyny bydta i owcy réznity si¢ od siebie 1-3
aminokwasami. Wskazuje to, iz miostatyna u ré6znych gatunkdéw zwierzat petni podobna
funkcj¢ biologiczna. Przyjmuje sig, ze bydlgcy gen MSTN sktada si¢ z trzech eksonow
oraz dwdch intronéw [Grobet i in. 1998].

Celem badan byto okreslenie frekwencji polimorficznych genotypéw bGH i MSTN
u jaldwek rasy charolaise, odchowanych przez krowy-matki oraz oszacowanie zalezno-
$ci z miernikami wzrostu: masg ciata po urodzeniu i w wieku 210 dni; dokonano takze
préby oszacowania ocenianych miernikdéw wzrostu w obrebie pigciu grup ojcowskich.

MATERIAL I METODY

Material do$wiadczalny obejmowat 60 czystorasowych jatéwek hodowlanych w
wieku 210 dni rasy charolaise urodzonych w latach 2002 -2004 i odchowanych przez
krowy-matki w systemie wolnym, ekstensywnym i bezbudynkowym w gospodarstwie
rolnym Debinka (Radan-1, sp. z o0.0.). Cieleta pochodzily po 5 buhajach: Exlusif
(16 cérek), Epsom (15). Concile (10), Dimas (6) i Calin (5); pozostatych 14 cielat po-
chodzito po 7 innych buhajach (1-3 corek).

System utrzymania. Krowy z cielgtami przebywaty na pastwisku (okoto 0,8 ha na
1 krowe); bydlo w sezonie pastwiskowym byto dokarmiane stoma zbozowa. W sezonie
zimowym bydto gromadzito si¢ na kwaterze centralnej, gdzie na okres od listopada do
kwietnia zakladano legowiska (rozrzucona stoma zbozowa). Oslong przed wiatrem
stanowita ,,Sciana” lasu sosnowego (bydto do lasu nie miato dostgpu), W okresie zimo-
wym krowy zywiono ad libitum paszami objetosciowymi: kiszonka z kukurydzy —
35-40% s.m. (preliminowane pobranie okolo 10 kg/szt.dz.), sianokiszonka z roslin
straczkowych i zbozowych (GPS — 8 kg/szt.dz.) oraz stoma zbozowa. Pasze zadawano
na zadaszone stoly paszowe (6 kréw/1m?). Pojenie (do woli) z beczkowozu usytuowa-
nego na kwaterze centralne;j.

Sezon ocielen trwat od stycznia do czerwca; krowy unasienniano (wlasny insemina-
tor) od kwietnia do wrzesnia nasieniem francuskich buhajow katalogowych. Cielgta
odsadzano od matek po 7-8 mies. zycia (pazdziernik, listopad). Parametry wzrostu cie-
lat przyjeto z dokumentacji kontroli uzytkowosci, prowadzonej przez zootechnika oce-
ny Polskiego Zwigzku Hodowcow i Producentow Bydta Migsnego; masg ciata po uro-
dzeniu ustalano w 2 dniu Zycia, masg ciata na wiek 210 dni interpolowano.

Metody oznaczenia polimorficznych genotypéw bGH i MSTN; od cielat, przed
rannym odpasem, z zyly jarzmowej pobrane zostaly do probéwek K-EDTA probki
krwi. DNA izolowano z krwi metoda Kanai i in. [1994]. Polimorficzne formy bGH i
miostatyny okreslono metoda PCR- RAFLP. Amplifikowane fragmenty DNA trawione
byty przy uzyciu enzymdéw restrykcyjnych przez 3 godziny w temperaturze 37 ocC.
Fragmenty restrykcyjne (rozdzielane elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym z
bromkiem etydyny) okreslono na drodze PCR (Polimerase Chain Reaction) w Laborato-
rium Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzgbcu.

Obliczenia statystyczne: wykorzystano model linearny z procedury GLM pakietu
statystycznego SAS [SAS User’s Guide. Version 8.0 Edition. SAS Institute Inc., Cary,
NC, 2000], niezaleznie dla 3 cech oceny cielat: masy ciata przy urodzeniu (Mc,, kg),
masy ciata przy odsadzeniu w wieku 210 dni (Mc,yg, kg) 1 przyrostow dziennych w
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okresie odchowu przy matkach (P;.1¢, g); W obliczeniach wyeliminowano wptyw roku,
grupy ojcowskiej i sezonu ocielenia:

Vijk = L+ GitR; +Siteijn
gdzie:
yiik — obserwacja n-tego osobnika w: i-tej grupie ojcowskiej (G), w j-tym roku

urodzenia (R) oraz i k-tym sezonie ocielenia (S),
G; —efekt i-tej grupy ojcowskiej (6 grup: 5 grup po ojcach (n>5 + grupa zbior-

cza),
R;  —efekt roku urodzenia (3 lata: 2002, 2003 1 2004),
Sy —efekt k-tego sezonu ocielenia; 3 sezony: Z — zima (I, II), W — wiosna (111,

1V), L —lato V, VI),
eiikn — btad przypadkowy.

WYNIKI I DYSKUSJA

Frekwencja polimorficznych genotypoéw somatotropiny (bGH, tab. 1), ksztattowata
si¢ nastgpujaco: bGH-LL 0,417, bGH-LV 0,517 i bGH -VV 0,066, co warunkuje fre-
kwencja alleli : bGH-L 0,765 i bGH-V 0,325. Wyniki wlasne sa zbiezne z danymi uzy-
skanymi przez Nowopolska-Szczyglewska [2005] w tym samym stadzie, odp. bGH-LL
0,38, bGH-LV 0,54 oraz bGH-VV 0,09,

Frekwencja polimorficznych genotypdéw miostatyny (MSTN, tab. 1), ksztaltowata
si¢ nastgpujaco: MSTN-AA 0,817, MSTN-AB 0,183 i MSTN-BB 0,00, co warunkuje
frekwencja alleli: MSTN-A 0,908 oraz MSTN-B 0,092. Zbiezne wyniki w tym samym
stadzie uzyskata Nowopolska-Szczyglewska [2005], odpowiednio MSTN-AA — 0,84,
MSTN-AB - 0,16, przy czym genotypu MSTN-BB takze nie stwierdzono.

Wskazniki wzrostu a polimorficzne genotypy bGH i MSTN. Na podstawie $rednich
wskaznikéw wzrostu w okresie odchowu jatdowek hodowlanych do wieku 210 dni moz-
na wnioskowacé, ze w gospodarstwie uzyskano optymalne warunki do ujawnienia warto-
$ci hodowlanej zwierzat; potwierdza to takze, ze ekstensywny, bezbudynkowy system
utrzymania stada matek rasy CH jest zbiezny z dobrostanem utrzymania kréw migsnych
warunkujacych dobra mlecznos¢ matek i warto§ciowe pastwisko dla cielat.

Wplyw genotypéw bGH. Srednie masy ciata po urodzeniu ksztaltowaty si¢ u jato-
weczek analizowanej rasy w badanych latach na poziomie 46,1+4,72 kg (tab. 2). Jatéw-
ki o polimorfizmie bGH-VV statystycznie wysoko istotnie miaty wyzsza mas¢ ciata
przy urodzeniu 57,3 kg, w poréwnaniu do réwiesnic o genotypie bGH-LL i bGH-LV
(odp. 45,0 1 45,6 kg). Przy odsadzeniu cielat od matek w wieku 7 mies. jalowki hodow-
lane mialy wysoka masg¢ ciata, srednio 284,5+13,32 kg; Jalowki o genotypie bGH-VV
byty statystycznie wysoko istotnie ci¢zsze (300,6 kg) anizeli rowiesnice bGH-LL i
bGH-LV (odp. 282,7 i 283,9 kg). Konsekwencjg wysokich mas ciata odsadkéw byty
wysokie przyrosty dobowe w okresie odchowu, na poziomie 1.135,2+61,5 g/dziennie,
jednak réznic statystycznie nie potwierdzono (tab. 2).
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Tabela 1. Frekwencja genotypow i alleli somatotropiny (bGH) i miostatyny (MSTN)
Table 1. Somatotropin and miostatin genotype and allele frequencies

Hormon Polimorficzne genotypy Allele
Hormone Genotype Alleles
bGH LL LV \AY L \
0,417 0,517 0,066 0,765 0,325
MSTN AA AB A B
0,817 0,183 0,908 0,092

Tabela 2. Wskazniki wzrostu jaldwek: masy ciata przy urodzeniu i w wieku 210 dni oraz przyro-
sty dzienne w okresie odchowu w zaleznosci od polimorficznej formy bGH i MSTN

Table 2. Indices of heifers growth: body weight at birth and 210 days of age as well as daily
gains during rearing due to bGH and MSTN polymorphism

Genotyp bGH MSTN Razem

Cechy Genotype LL LV vV AA AB Total

Trait
n 25 31 4 49 11 60

Mec,, kg X 450A 456A 573B 46,1 46,31 46,1

BW at birth, kg sd 4,67 5,71 411 6,22 5,97 4,72
Mcaio, kg X 282,7A 2839 A 3006B 2855  280,1 284,5

BW at 210 days, kg sd 1432 14,18 1556 13,13 14,11 13,32
Pii, 8 X 1132 1135 1159 1140 1113 1135

Daily gains 1 — 210 days sd 65,6 55,1 51,8 60,7 61,8 61,5

A,B — $rednie w wierszach oznaczone réznymi literami rdznia si¢ od siebie istotnie (P<0,01)
A,B — Means denoted with different letters differ significantly at P<0,01

Tabela 3. Oszacowanie wskaznikoéw wzrostu jaldwek w grupach ojcowskich: masy ciata przy
urodzeniu i w wieku 210 dni oraz przyrostéw dziennych

Table 3. Evaluation of growth indices of heifers due to sire group: body weight at birth and 210
days of age as well as daily gains

Cechy Mcy, kg Mcsio, kg Piaiw, g
Trait BW at birth, kg BW at 210 days, kg Daily gains 1 —210 days
Ojciec, Sire n X sd X sd X sd
Exlusif 15 48,3 d 531 282,3d 14,36 1114 69,89
Epsom 13 46,6 d 6,38 284,8 d 16,08 1134 65,06
Concile 7 48,7d 3,99 284,6 d 7,68 1123 42,27
Dimas 6 51,3 Ac 2,94 295,5 Ac 10,37 1163 46,50
Calin 5 39,6 Be 4,16 275,2 Be 6,14 1122 33,27
Pozostate< 3*
Others< 3* 14 43,1 4,50 278,1 12,82 1119 64,31
Srednio 46,13 472 284,52 13,32 11352 61,54
Average

A, B —srednie w kolumnach oznaczone réznymi literami rdznig si¢ statystycznie wysoko istotnie (P<0,01).
a, b — $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie (P<0,05).

A, B — means denoted with different letters differ significantly at P<0,01.

a, b — means denoted with different letters differ significantly at P<0,05.

* potomstwo po 7 buhajach (1-3 corki); pominigto w obliczeniach statystycznych.

* progeny from 7 bulls (1-3 daughters); exclude from statistical calculation.
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PODSUMOWANIE

W badaniach wtasnych ustalono frekwencj¢ genotypéw: bGH-LL 0,417, bGH-LV
0,517 i bGH -VV 0,066 (alleli : bGH-L 0,765 1 bGH-V 0,325) oraz MSTN-AA 0,817,
MSTN-AB 0,183 i MSTN-BB 0,00 (alleli: MSTN-A 0,908 oraz MSTN-B 0,092). Naj-
wyzsza masg¢ ciata przy urodzeniu i w wieku 7 mies. mialy jaléwki hodowlane o geno-
typie bGH-VV (57,3 1 300,6 kg), statystycznie wyzsza anizeli u pozostatych genotypdw.
Wspotzaleznosci genotypow MSTN z cechami wzrostu nie stwierdzono. Wykazano
statystycznie istotne roznice cech wzrostu jaldéwek w grupach ojcowskich; najwyzsze
masy ciata miaty cérki buhaja Dimas, najnizsze po ojcu Calin (odp. 51,3-39,6 kg i
295,5-275,2 kg, przy P<0,01).
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GROWTH EFFICIENCY OF CHAROLAISE CALVES DUE
TO MIOSTATIN AND SOMATOTROPIN GENETIC POLYMORPHISM

Abstract. In pedegree Charolaise heifers, reared in suckler herd on grasslands, without
buildings, and supplemented with bulk feeds (maize silage and grain and papilionaceae
mixture silage and straw) polymorphism of miostatin (MSTN) and somatotropin (bGH)
was identified. Frequencies of genotypes were as follow: bGH-LL 0,417, bGH-LV 0,517,
bGH -VV 0,066 and MSTN-AA 0,817, MSTN-AB 0,183, MSTN-BB 0,00, while fre-
quencies of alleles were consequently: bGH-L 0,765 and bGH-V 0,325, MSTN-A 0,908
and MSTN-B 0,092. The highest body weight at birth and at age of 7 months characte-
rized bGH-VV heifers (57,3 kg and 300,6 kg, respectively) — significant superiority in
comparison to other genotypes. There were no relations found between MSTN genotypes
and body growth traits. Statistically significant differences were stated in body weight due
to sire group — the highest body weight of progeny was found for Dimas sire daughters
while the lowest for Calin sire daughters (respectively: 51,3 vs 39,6 kg and 295,5 vs 275,2
kg; P<0,01).

Key words: cattle, Charolaise, genetic polymorphism, bGH, MSTN
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POZYCJE ODPOCZYNKU BYDLA
UTRZYMYWANEGO NA SEMINATURALNYCH
PASTWISKACH W PARKU NARODOWYM
,,UISCIE WARTY”*

Piotr Nowakowski, Aleksander Dobicki, Marta Cwiertniewska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W badaniach wlasnych, wykonanych na terenie Parku Narodowego ,,Ujscie
Warty”, wykazano, ze istnieja roéznice w preferencji wyboru pozycji lezenia bydta w za-
leznosci od genotypu zwierzgcia. Genotyp Bydta warunkuje budowe anatomiczng (budo-
we koséca, wielko$¢ masy migs$niowej, wymienia itp.), ktora to z kolei jest przyczyna
wyboru danej pozycji lezenia. Krowy o migsnym typie budowy (genotypie) chetniej od-
stawialy tylne konczyny od ciata w przeciwienstwie do mieszancow z rasami mlecznymi,
ktdére raczej wybieraly pozycje z podwinigtymi wszystkimi konczynami. Wéréd krow
migsnych rasa hereford zdecydowanie preferowata pozycj¢ z podwinigtymi konczynami
tylnymi w stosunku do rasy limousine, ktdra chetniej lezata przy odstawionych (wypro-
stowanych) tylnych konczynach. Wyniki te moga by¢ pomocne przy okresleniu zrézni-
cowanych parametréw pomieszczen do odpoczynku dla bydta o réznych typach budowy.
Wplyw pogody na wybor pozycji lezenia bydta okazat si¢ rowniez istotny. Podczas chtod-
nej z opadami zwierzg¢ta unikaty nadmiernego eksponowania ciala na warunki pogodowe i
zbednych strat ciepla z organizmu, podwijajac wszystkie konczyny pod ktode i ogranicza-
jac jej kontakt z podtozem. Natomiast przy stonecznej — upalnej pogodzie bydto chetnie
prostowato konczyny, zwigkszajac tym samym powierzchnig¢ i gwarantujac lepsza wy-
miang ciepta z otoczeniem.

Stowa kluczowe: bydlo, pozycje odpoczynku, genotyp, pogoda

WSTEP

Park Narodowy (PN) ,,Ujscie Warty” potozony jest w obrgbie pradoliny Torunsko-
-Eberswaldzkiej, w poblizu ujscia Warty do Odry; jest to najmlodszy, 23. PN w Polsce,

* Badania wykonano w ramach Projektu KBN: 2 PO6 Z 063 26.
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Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Chelmonskiego 38c, 51-630 Wroctaw, e-mail:
Peter@gen.ar.wroc.pl
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ktory, oprocz duzego bogactwa przyrody, skupia liczne elementy antropogeniczne i
synantropijne [Denisiuk, Denisiuk 2001]. Na krajobraz parku sktadaja si¢ gltownie
otwarte siedliska lakowe, poprzecinane ggsta siecig kanatéw i starorzeczy oraz zarosla
wierzbowe. Przez srodek parku przeptywa rzeka Warta, dzielac go na cz¢$¢ potnocna —
tzw. Polder Polnocny oraz potudniowa — potozong w obrgbie Kostrzynskiego Zbiornika
Retencyjnego (Obwodd Ochronny Stonsk). PN ,,Ujscie Warty” to jeden z najcenniej-
szych pod wzgledem ornitologicznym obszaréw w kraju. Unikalne tereny podmokle,
rozlegle taki i pastwiska sa jedng z najwazniejszych w Polsce ostoi ptakow wodnych i
btotnych. W ekosystemie Parku stwierdzono ponad 250 gatunkéw ptakdw, z czego legi
u ponad 170 gatunkdéw. Szesédziesiat cztery gatunki ptakow naleza do kategorii “spe-
cjalnej troski” wedhug Dyrektywy Ptasiej, a 31 z nich s tu gatunkami lggowymi, np.
derkacz, rybitwa biatoczelna, wodniczka, zuraw, bak i bielik. Corocznie gniezdza si¢ na
tym terenie 4 gatunki perkozow, 7-8 gatunkow kaczek, 5 gatunkéw chruscieli, 7-8
gatunkow mew 1 rybitw, 8-9 gatunkow ptakow siewkowych. Dla wielu z nich jest to
jedno z wazniejszych zimowisk, przyktadowo dla tabedzi krzykliwych i niemych, ka-
czek, gesi i bielikow.

W latach 2004-2006 na terenie parku przeprowadzono badania dotyczace sktadu bo-
tanicznego i plonowania runi [Mikolajczak i in. 2007]; $ciste obserwacje przeprowa-
dzono w trzech zbiorowiskach trawiastych: manny mielec (Glyceria maxima), mozgi
trzcinowatej (Phalaris arundinacea) 1 mietlicy roztogowej (Agrostis stolonifera). Wy-
mienione zbiorowiska zajmuja w parku tacznie okoto 70% powierzchni, a pozostala
powierzchni¢ pokrywa roslinno$¢ trawiasto-zielna, o bardzo urozmaiconym sktadzie
botanicznym. Z obserwacji Mikotajczaka i in. [2007] wynika, ze okres wykorzystywa-
nia uzytkéw zielonych przez bydlo zalezy od uwilgotnienia terenu (dlugos¢ zalewu
wiosennego, a czasem i letniego) i ukonczenia wylggu ptakdéw gniazdujacych. Plono-
wanie zbiorowisk: Glyceria maxima i Phalaris arundinacea jest podobne i waha si¢
okoto 50 t/ha zielonej masy (9.3 t suchej masy). Zbiorowisko Agrostis stolonifera plo-
nuje w granicach 40 t zielonej masy (ok. 7 t suchej masy). Badania Dobickiego i in.
[2007] nad efektywnoscia produkcji stada bydta migsnego wypasanego w systemie
wolnym na terenach trawiastych PN ,Ujscie Warty®, przeprowadzone na 1617 kro-
wach—-matkach roznych ras (2004-2006), wykazaty m.in., ze odchowane cielgta w wie-
ku 7 mies. uzyskaty wysokie masy ciata: jatéwki 215,9+22,27 i buhajki 292,6+28,3 kg.,
co $wiadczy o duzej wartosci diety pokarmowej wypasanych zbiorowisk roslinnych,
warunkujacych optymalng mlecznos¢ matek i wysokie przyrosty masy ciala ich potom-
stwa. Doktadne zrozumienie potrzeb tego gatunku wymaga poznania poszczegdlnych
aspektow jego zachowania w srodowisku zblizonym do naturalnego. Wyniki takich
obserwacji moga stanowi¢ cenne zrodto informacji wykorzystywanych do oceny dobro-
stanu zwierzat w réznych systemach chowu. Jednym z wymogdw, jakie musza byc
spelnione w celu zapewnienia zwierz¢tom gospodarskim odpowiedniego poziomu do-
brostanu, jest umozliwienie im wygodnego odpoczynku. Prawidlowe legowisko ma
szczegblne znaczenie dla duzych przezuwaczy, takich jak bydto i powinno charaktery-
zowac si¢ zapewniajacym komfort metrazem i podtozem [Wroblewska 2005].

W badaniach Nowakowskiego i in. [2005] okreslono mobilno$é, rozproszenie i ak-
tywno$é w obrebie stada bydta miesnego w warunkach wypasu wolnego. Srednie tempo
przemieszczania si¢ bydta w okresie obserwacji porannych i wieczornych wyniosto
okoto 226-250 m/godz. Nie zaobserwowano wyraznych wigzi przestrzennych pomiedzy
krowa i jej cielgciem, z wyjatkiem aktu ssania. Cielgta przebywaly z reguty w oddaleniu
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od swoich matek, w odlegtosci 200-300 m. Nie stwierdzono wyraznych réznic w gru-
powaniu si¢ zwierzat w okresie obserwacji rano i wieczorem. Stwierdzono, ze 15,8 do
19,3% zwierzat ma tendencj¢ do rozpraszania si¢, natomiast wigkszos$¢ osobnikow (80,7
do 84,2%) tworzylo grupy. Najczesciej spotykanymi agregacjami byty grupy zlozone z
wigcej niz 2 kategorii zwierzat (np. krowy + cielgta + jatdwki + buhaj). Grupy, o takim
mieszanym sktadzie, stanowity odpowiednio 50% grup w godzinach porannych i 40%
grup w godzinach wieczornych, nastgpnie grupy krow z cielgtami, ktére stanowity odp.
26,6 1 36,1%. W warunkach wolnego wypasu stada bydta stwierdzono, ze w wigkszosci
przypadkéw (83,8%) odlegltosci pomigdzy zwierzgtami w wydzielonej autonomicznie
grupie nie przekraczaty 50 m.

Bydto poswieca na lezenie w ciagu doby od 7 do 13 godzin (wliczajac w to sen, od-
poczynek i przezuwanie) zaleznie od wieku, rasy oraz sposobu utrzymania. Mozliwosé
wygodnego i spokojnego lezenia jest podstawowa potrzeba bydla. Wplywa na zdrowie,
a takze wydajnos¢ krow, gdyz okoto 70% czasu przezuwania odbywa si¢ w pozycji
lezacej. Przy czym, jak podaje Albright i in. [1975], 56% czasu krowy leza na lewym
boku. Ograniczenie czasu tej formy odpoczynku jest dla zwierzat zrodtem stresu i ma
negatywne skutki dla ich organizmu [CIGR 2004, Jezierski i Daniewski 2000, Nishida i
in. 2004]. Zwierzgta w oborach z uwigzia leza dtuzej niz w pomieszczeniach wolnosta-
nowiskowych, ale rzadziej podnosza si¢ i ktada. Sa mniej niepokojone przez inne zwie-
rzgta, ale majg mniejsza swobode ruchéw. Spedzony przez krowy czas na legowisku w
oborach uwigziowych zalezy od dtugosci stanowiska lub w oborach wolnostanowisko-
wych — od zageszczenia zwierzat oraz od rodzaju podloza, ktore powinno by¢ suche i
niesliskie [Blackshaw 2003, Jezierski 1987, RSCPA 2000]. Dechamps i in. [1989] za-
obserwowali, ze bydto w oborze stanowiskowej zmienia pozycj¢ podczas lezenia $red-
nio 13-16 razy. Nieodpowiednie podioze jest przyczyna niechgci zwierzat do wstawania
i ktadzenia sig, a przez to powoduje skracanie czasu lezenia na korzys¢ wydtuzania
czasu stania bez jedzenia i przezuwania [Haley i in. 2001]. Budowa stanowisk warunku-
je tez pozycje konczyn oraz tulowia podczas lezenia i ma wplyw na powstawanie tech-
nopatii, zwlaszcza konczyn i racic [Jezierski 1987].

Celem przeprowadzonych obserwacji bylto ustalenie najczg¢sciej wybieranych pozy-
cji odpoczynku przez bydlo w seminaturalnych warunkach terenéw trawiastych oraz
analiza przyjmowanych pozycji lezenia przez krowy oraz cieleta, w zaleznosci od geno-
typu zwierzat i panujacych warunkdéw pogodowych.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan bylo stado bydla migsnego utrzymywane w warunkach wypasu
wolnego na terenie Parku Narodowego Ujscie Warty, przy minimalnej ingerencji ze
strony cztowieka. Stado bydta migsnego w PN ,,Ujscie Warty” wypasane jest na trzech
gléwnych zbiorowiskach roslinnych: mozgi trzcinowatej (Phalaris arundinacea), man-
ny mielec (Glyceria maxima) oraz mietlicy rozlogowej (Agrostis stolonifera); bydto
chetnie zjadato takze mtode rosliny wierzby, samorzutnie wysiewajace si¢ w runi pa-
stwiska, a przemienne wykaszanie runi ogranicza takze sukcesj¢ rzepienia wtoskiego i
samosiejek wierzby [Dobicki i in, 2006]. Stado to charakteryzowalo si¢ prawie kom-
pletnym sktadem spotecznym, ktory stanowity: krowy mamki, cielgta, jatowki oraz
buhaje. Reprezentowaly zwierzgta czystorasowe: hereford, limousine, simentaler w
typie migsnym, czarno-biale oraz mieszance — z krzyzowania krow w typie ogdlno-
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uzytkowym i mlecznym z buhajami ras migsnych. Sezon wycielen w tym stadzie przy-
padal na miesiace luty — kwiecien. Obserwacje prowadzono na otwartej przestrzeni
seminaturalnych uzytkow zielonych, z udziatem drzew i krzewow wierzbowych oraz z
naturalnymi nieréwnosciami terenu i wzniesieniami poprzecinanych naturalnymi cie-
kami wodnymi (grady i tegi).

Obserwacje przeprowadzono we wrzesniu 2005 roku w dwdch wybranych grupach
bydta: (1) liczacej 340 SF i pasacej si¢ na powierzchni ok. 300 ha oraz (2) liczacej 800
SF i pasacej si¢ na powierzchni ok. 350 ha. Udokumentowano 558 obserwacji lezenia
krow matek oraz 197 pozycji cielat (tab. 1).

Tabela 1. Liczba obserwacji dotyczaca poszczegdlnych genotypow krow i cielat
Table 1. Number of observations of suckler—cows and calves due to genotype

Krowy matki Cielgta
Rasa

Genotype Suckler-cows Calves

[n] [n]

Czarno-biata i mieszance 273 99
Black—white and dairy x beef hybrids
Hereford
Hereford 145 29
Limousin 74 55
Limousin
Simentaler
Simmentaler 68 14
Ogétem 560 197
Total

W ciagu jednego dnia obserwacji opisywano pozycje lezenia kolejnych 36 krow
oraz 15 cielat odpoczywajacych na pastwisku. Wyrozniono 29 pozycji lezenia bydta
wedlug metodyki wtasnej (tab. 2), w oparciu o klucz pozycji wedlug Jezierskiego
[1987]. Przy opisie pozycji lezenia notowano: kategori¢ zwierzecia (krowa, cielg), ge-
notyp, nr pozycji wedlug przyjetego klucza (tab. 2) oraz warunki pogodowe obserwacji
(1 — stonecznie i zachmurzenie do 50% powierzchni nieba, temp. powietrza 25-30 °C;
2 — zachmurzenie 50% i wigcej powierzchni nieba, bez opaddéw, temp. powietrza
20-25 °C; 3 — zachmurzenie catkowite z opadami, temp. powietrza 15-20 °C).

Do weryfikacji statystycznej wptywu genotypu i warunkéw pogodowych na przyj-
mowane pozycje lezenia zastosowano test mediany * (pakiet Statistica 6.0 pl). Analizie
statystycznej poddano najczesciej wystepujace pozycje lezenia krow (pozycje 1-6 —
tab. 2) pogrupowano bez rozrdzniania lezenia na lewym lub prawym boku ciata, ale
uwzgledniajac polozenie tylnych konczyn, w zaleznosci od genotypu (krowy ras mig-
snych, mieszance). Pordwnano czegstotliwos¢ wystgpowania trzech pozycji (obie przed-
nie konczyny podwiniete, natomiast tylne: — obie podwiniete, P1 + P2; — obie wypro-
stowane, P3 + P4; — jedna podwinigta, a druga wyprostowana, P5 + P6) u dwoch grup
genotypow: (1) krow ras miesnych oraz (2) kréw mieszancow ras mlecznych i mig-
snych. Poréwnano réwniez czgstotliwosci wystepowania tych samych pozycji w obre-
bie kréw ras migsnych: hereford, limousine i simentaler. W analizie wptywu warunkow
atmosferycznych na przyjmowane postawy uwzgledniono trzy wyzej wymienione
grupy pozycji przy 3 poziomach pogody (1 — stonecznej; 2 — pochmurnej; 3 — deszczo-
wej).
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Tabela 2. Opis pozycji i liczba obserwacji [n] poszczegolnych pozycji odpoczynku krow i cielat,

Table

wedtug Jezierskiego [1987]
2. Description of positions and number of observations [n] due to laying position of cows’
and calves’,according to Jezierski [1987]

Obserwacje — Observations

Opis pozycji lezenia — Description of laying position

Pozycja Krowy — Cows _Cielgta — Calves
Position Bok Gtowa Kiloda Konczyny przednie Kotniczyny tylne R R
Side Head Trunk Front legs Hind legs " & " &
1 1 1 1 1 1 76 13,6 21 10,7
2 2 1 1 1 1 101 18,1 29 14,7
3 1 1 1 1 2 30 5.4 15 7,6
4 2 1 1 1 2 51 9,1 12 6,1
5 1 1 1 1 3 91 16,3 28 14,2
6 2 1 1 1 3 94 16,8 36 18,3
7 1 1 1 3 1 0,7 1 0,5
8 2 1 1 3 1 0,7 0 0,0
9 1 1 1 3 2 10 1,8 6 3,0
10 2 1 1 3 2 16 2,9 1 0,5
11 1 1 1 3 3 13 2,3 2 1,0
12 2 1 1 3 3 10 1,8 5 2,5
13 1 2 2 2 2 4 0,7 4 2,0
14 2 2 2 2 2 0,5 5 2,5
15 1 3 1 1 1 7 1,3 3 1,5
16 2 3 1 1 1 13 2,3 5 2,5
17 1 3 1 1 3 7 1,3 5 2,5
18 2 3 1 1 3 9 1,6 1 0,5
19 1 3 1 1 2 3 0,5 1 0,5
20 2 3 1 1 2 3 0,5 2 1,0
21 1 2 1 1 1 4 0,7 4 2,0
22 2 2 1 1 1 3 0,5 4 2,0
23 1 3 1 3 2 0 0,0 1 0,5
24 2 3 1 3 2 0 0,0 3 1,5
25 1 1 1 2 2 1 0,18 1 0,5
26 2 1 1 2 2 1 0,18 1 0,5
27 2 1 1 2 3 1 0,18 0 0,0
28 2 2 2 3 3 1 0,18 0 0,0
29 1 3 1 3 1 0 0,0 1 0,5
Ogoélem liczba obserwacji - Total number of observations: 560 100,0 197 100,0

Opis pozycji lezenia: bok, na ktorym zwierzg lezato (prawy — 1, lewy — 2); glowa (w gorze prosto — 1, na ziemi prosto — 2, na

ziemi w pozycji ,,zwinigty pies” — 3); kloda (utozenie mostkowe — 1, na boku — 2); kenczyny przednie (obie podwi-
nigte — 1, obie wyprostowane — 2, jedna podwinigta i jedna wyprostowana — 3); konczyny tylne (obie podwinigte — 1,
obie wyprostowane — 2, jedna podwinigta i jedna wyprostowana — 3).

Description of laying position: side, on which animal was laying (right — 1, left — 2); head position (in the air — 1, on the

ground — 2, on the ground ,,bent dog” — 3);_trunk position (straight on sternum — 1, on a side — 2);_front legs (both
bent — 1, both straight — 2, one leg bent and one straight — 3); hind legs (both bent — 1, both straight — 2, one leg bent
and one straight — 3).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Z obserwacji wlasnych wynika, Ze istnieje statystycznie istotna réznica w wyborze
pozycji migdzy krowami, ktore najczesciej odpoczywaty w pozycji lezacej z podwinig-
tymi wszystkimi konczynami, w utozeniu mostkowym na lewym boku, a cieletami,
ktére rowniez preferowaty utozenie mostkowe na lewym boku, jednak ich konczyny
przednie byty podwinigte, natomiast tylne wyprostowane w stawach skokowych (tab.
2). Ponadto poréwnujac szes¢ najczesciej spotykanych u kréw pozycji, stanowigcych
79,1% ogdhu obserwacji (P1 — P6, tab. 2), widoczna jest tendencja w preferowaniu leze-
nia na lewym boku, co jest typowe dla bydta podczas przezuwania [Jezierski 1987].

Genotyp krowy mial istotny wplyw na najczgsciej przyjmowane pozycje lezenia
krow (P1— P6), bez rozrozniania boku ciata, na ktorym zwierzg lezato, ale uwzglednia-
jac potozenie tylnych konczyn, Wykonany test mediany * poréwnujacy czestotliwo$é
wystgpowania trzech wariantéw pozycji (P1 + P2; P3 + P4; P5 + P6) u dwoch genoty-
poéw (krow ras migsnych, kréw mieszancoéw ras mlecznych i migsnych) wykazatl, ze
krowy o genotypie migsnym preferowaly pozycje P5 + P6, natomiast mieszance czg-
$ciej przyjmowaly pozycje P1 + P2 —tab. 3.

Krowy o typowo migsnym genotypie (rasy migsne) czesciej przyjmowaly pozycje z
konczynami tylnymi (jedna lub dwoma) wyprostowanymi w stawie skokowym, w sto-
sunku do krow mieszancow (rasa mleczna x rasa migsna) lezacych najczesciej w pozy-
cji ze wszystkimi konczynami podwinigtymi. Obserwowane réznice moglty mie¢ przy-
czyne w typie budowy — krowy ras migsnych z uwagi na obfita tkank¢ mig$niowa i
thuszczowa maja tendencje do trzymania konczyn tylnych w stanie wyprostowanym w
przeciwienstwie do kréw mlecznych, o ubozszym umigsnieniu; wyjatek stanowia krowy
0 bardzo duzym wymieniu, ktdre tez maja konczyny wyprostowane.

Poréwnano testem medianym x* czestotliwo$é wystepowania tych samych pozycji u
krow ras migsnych: hereford, limousine i simentalerer; pozycje P1 + P2 byty prefero-
wane gltownie przez krowy rasy hereford. Krowy tej rasy najczesciej lezaty w pozycji z
podwinigtymi wszystkimi koficzynami, na co pozwalala ich stosunkowa najmniej ma-
sywna budowa ciata i male wymi¢. Pozycje P3 + P4 czgsciej wybierane byly przez
krowy rasy limousine, ktére chetnie lezaly z obiema tylnymi konczynami wyprostowa-
nymi w stawach skokowych, co moglo by¢ wynikiem ich budowy anatomicznej — bar-
dziej masywne w porownaniu do krow hereford i simentaler. Natomiast pozycje P5 +
P6 najczgsciej wystepowaly u kréw rasy simentaler (tab. 3), ktére preferowaty lezenie z
jedna noga wyprostowang — mniejszy kaliber ciala nie wymagat wigkszego odciazania
tylnych konczyn, jednak stosunkowo wsroéd kréw porownywanych ras najwydatniej
zbudowane wymi¢ moglo sprawiac, ze chgtniej odstawiaty i prostowaly jedng z kon-
czyn.

Podobnie jak u krow cielgta najczegsciej przyjmowaly 6 pozycji (P1 — P6, tab. 2); sta-
nowity one 71,6% wszystkich obserwacji. Obliczenia statystyczne nie potwierdzity
istotnej zalezno$ci pomiedzy genotypem cielat a pozycja lezenia. Przyczyna tego mogta
by¢ zbyt mata liczebno$¢ obserwacji lub inne niz u dorostych osobnikéw proporcje w
budowie ciala — bardziej zblizona budowa anatomiczna cielat badanych ras. Nie spotka-
no si¢ z opisem tego typu obserwacji w literaturze §wiatowej. Jezierski [1987] zajmowat
si¢ jedynie badaniem ogolnej preferencji bydta w wyborze pozycji lezenia oraz zalezno-
$ci czasowej lezenia; bydto podczas lezenia preferowato pozycje, w ktorych zwierzg
lezato na mostku, z podwinigtymi przednimi konczynami, a tylnymi przy tutowiu lub
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odsunietymi o 45°, zwiniecie w kigbek wystepowato tylko podczas snu, a wigksze zrdz-
nicowanie pozycji zwierzgta wykazuja podczas lezenia bez przezuwania niz z przezu-
waniem [Jezierski 1987]. Uogodlniajac, bydto czgséciej na pastwisku anizeli w oborze
przyjmowato pozycje z wyprostowanymi konczynami — do 20% czasu lezenia. Z ob-
serwacji Jezierskiego [1987] wyniklo rowniez, ze podczas lezenia bez przezuwania
zwierzgta preferuja bok prawy (z wyjatkiem rasy charolaise), a przezuwajac — czgsciej
lezaty na lewym boku. Ten sam autor wykazat rowniez réznice w sumarycznym czasie
lezenia udowadniajac, ze zwierzeta z dolewem krwi rasy jersey w pordwnaniu z innymi
grupami mieszancow bydita mlecznego charakteryzowata wigksza pobudliwo$¢ — w
zwigzku z czym spedzaly one o 1-2% mniej czasu lezac (przy utrzymaniu w oborze
wolnostanowiskowej).

Tabela 3. Analiza wplywu typu uzytkowego i rasy oraz pogody na przyjmowane pozycje lezenia
krow-matek w 4-6 miesiacu laktacji

Table 3. Analysis of the effect of animal type, breed and weather type on suckler cows laying
positions in 4- 6 month of lactation

Pozycja — Position *) Test
Czynnik Pl +P2 P5 +P6 P3 +P4 Ntotal mediany
2

Factor (%) X
P77 ¥) Median
test xz

Wplyw typu zwierzgcia — Effect of animal type

1 Typ migsny 83 102 59 244
Beef types (34%) (42%) (24%) (100%)
2 Typ mleczno- 94 83 22 199 xr
-migsny (47,5%) (41,5%) (11%) (100%)  =13,67
Dairy — beef (df=2)
hybrids P=
N total 177 185 81 443 0,0011
(40%) (41,5%) (18,5%) (100%)
Wplyw rasy w obrebie typu migsnego; Effect of breed within beef type
1 hereford 40 20 8 68
Hereford (59%) (29%) (12%) (100%)
2 simentaler 17 20 4 41 r=743
Simmental (41%) (49%) (10%) (100%) (df=2)
3 limousin 20 7 10 37 =
Limousine (54%) (19%) (27%) (100%)  0,0243
N total 77 47 22 146
(53%) (32%) (15%) (100%)
Wplyw pogody — Effect of weather type
1 Stoneczna 87 129 57 273
Sunny (31%) (18,5%) (43%) (100%)
2 Pochmurna 51 43 20 114 ¢=19,40
Cloudy (40%) (13%) (33%) (100%) (df=2)
3 Deszczowa 39 13 4 56 =
Rainy (70%) 9%) (16,5%) (100%)  0,0001
N total 177 185 81 443
(38%) (16%) 37%) (100%)

*) P: bok, na ktorym zwierzg lezalo (prawy — P1, lewy — P2);
P: side, on which animal was laying (right — P1, left — P2)
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Opisane w literaturze badania [Albright i in. 1975, Dechamps i in. 1989, Haley
iin. 2001, Jezierski 1987] skupiaja si¢ gldwnie na pomiarze czasu tej formy odpoczyn-
ku. Dowiedziono, ze bydlo potrafi, w odpowiedzi na zmiany S$rodowiska, redu-
kowaé potrzeby metaboliczne organizmu oraz wielkos¢ efektu ekspozycji na chtod
poprzez odpowiednia orientacje sylwetki w stosunku do stonica i wiatru [Keren i Olson
2006], natomiast nie spotkano si¢ z badaniami zaleznosci pomiedzy pogoda a pozycja
lezenia.

W badaniach wtasnych zaobserwowano wptyw pogody na przyjmowane przez by-
dlo pozycje lezenia: chtodniejsza, z opadami sklaniala zwierzeta do ograniczenia po-
wierzchni styku ciala z podtozem (konczyny raczej podwinigte pod ciato) i powierzchni
eksponowanej na opady, natomiast goraca i stoneczna sprawiata, ze zwierzgta chetniej
prostowaty konczyny zwigkszajac eksponowang na warunki srodowiskowe powierzch-
ni¢ ciala (tab. 3). Podczas prowadzenia obserwacji dominowata pogoda stoneczna (1),
przy ktorej lezace zwierzgta najchetniej przyjmowaly pozycje P3 + P4, z wyprostowa-
nymi w stawach skokowych konczynami tylnymi, eksponujac tym samym wigksza
powierzchni¢ ciata. Pogoda chtodna z opadami (3) powodowata ograniczanie przez
zwierzgta powierzchni styku ciala z podtozem i przyjmowanie gtéwnie pozycji P1 + P2,
z podwinigtymi wszystkimi konczynami.

PODSUMOWANIE

W badaniach wlasnych wykazano, ze istnieja roznice w preferencji wyboru pozycji
lezenia bydta w zaleznos$ci od genotypu zwierzgcia. Genotyp bydta warunkuje budowe
anatomiczng (budowe koséca, wielko$¢ masy mig¢sniowej, wymienia itp.), ktora to z
kolei jest przyczyna wyboru danej pozycji lezenia. Krowy o migsnym typie budowy
(genotypie) chetniej prostowaty tylne konczyny (42% — jedna noga i 24% dwie nogi), w
przeciwienstwie do mieszancow z rasami mlecznymi, ktdre raczej wybieraly pozycj¢ z
podwinigtymi wszystkimi konczynami (47,5%). Wséroéd kréw miesnych rasa hereford
zdecydowanie preferowata pozycj¢ z podwinigtymi konczynami tylnymi (59%), w
stosunku do rasy limousine, ktora chetniej lezala przy odstawionych (wyprostowanych)
tylnych konczynach (46%). Wyniki te moga by¢ pomocne przy okresleniu zréznicowa-
nych parametréw pomieszczen do odpoczynku dla bydta o réznych typach budowy.

Wplyw pogody na wybor pozycji lezenia bydta okazat si¢ rowniez istotny. Podczas
chtodnej z opadami zwierzgta unikaly nadmiernego eksponowania ciala na warunki
pogodowe i zbegdnych strat ciepta z organizmu, podwijajac wszystkie konczyny pod
ktode i ograniczajac jej kontakt z podlozem (70%). Natomiast przy slonecznej — upalnej
pogodzie bydlo chetnie prostowato konczyny, zwigkszajac tym samym powierzchnig i
gwarantujac lepsza wymiang ciepla z otoczeniem (61,5%).
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RESTING POSITIONS OF CATTLE KEPT
IN FREE RANGE CONDITIONS ON SEMI-NATURAL GRASSLANDS
OF ,,WARTA MOUTH” NATIONAL PARK

Abstract: Preferences of cattle in resting position were studied. Twenty nine laying posi-
tions were distinguished. Observations of laying — resting positions of suckler—cows and
calves were performed in large herd of cattle free range grazing natural grasslands of Na-
tional Park ,,Warta Mouth” during summer time in temperate climate. The most common
positions observed were analyzed statistically due to cattle genotype and weather condi-
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tions (sunny, moderate and rainy). More beef type cows preferred to have hind legs
straight why hybrids (dairy x beef genotypes) used to have all 4 legs bent while resting.
Within pure beef genotypes analyzed (Hereford, Limousine, Simmental) Hereford cows
preferred to have 4 legs bent while Limousine ones preferred hind legs to be straighten.
There was no genotype effect observed on resting positions of calves. Type of weather af-
fected significantly laying positions of cattle. Animals used to have all 4 legs bent next to
trunk during rainy weather while legs were kept straight to maximize body surface expo-
sure during sunny weather in temperate climate. Results may be used as reference when
welfare issues or designing space area for resting cattle are discussed.

Key words: cattle, resting positions, genotype, weather
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THE MUCOUS MEMBRANE IN AREAS DEVOID
OF PAPILLAE OF THE APEX
AND BODY OF THE TONGUE
IN THE SILVER FOX (VULPES VULPES FULVA)

. a1 . , )
Mirostawa Kulawik ', Maria Sozanska

' Agricultural University in Poznan
?Silesian University of Technology in Katowice

Abstract. A total of 10 tongues of the silver fox (Vulpes vulpes fulva) were used in this
study. Material came from animals of both sexes and was collected after they were

slaughtered.

Tissues collected from the ventral surface of the apex and the lateral surfaces of the body
of the tongue were examined under a light microscope. Additionally morphometric analy-

sis of the thickness of the epithelium was performed.

As a result of the performed observations it was found that the surface of the mucous
membrane on the apex of the tongue is plicated, while on the body of the tongue it is
smooth. The epithelium covering the ventral surface of the apex and the lateral surfaces of
the body of the tongue in the silver fox is nonkeratinized stratified squamous epithelium.
The epithelium formed numerous streaks of various length, which grew into the connec-

tive tissue.

The epithelium covering the ventral surface of the apex of the tongue was thicker than on
the lateral surfaces of the body of the tongue. No statistical differences were found for the

analyzed traits.

Lamina propria of the mucosa formed numerous connective tissue papillae, which were
distributed among the epithelial streaks. The elastic fibers were arranged primarily trans-

versely to the long axis of the tongue.

Key words: silver fox, tongue, tunica mucosa

INTRODUCTION

Studies on the tongue and its structures conducted so far on species from order Carni-
vora concern first of all domestic animals, such as the dog [Singh et al. 1980, Iwasaki and
Sakata 1985, Iwasaki and Miyata 1989] and the cat [Boshell et al. 1982, Robinson and
Winkles 1990, Twasaki 1993, Ojima 1998]. Researchers focus mainly on the description of

Corresponding autor — Adres do korespondencji: Mirostawa Kulawik, Department of Animal

Physiology, Agricultural University in Poznan, ul. Wojska Polskiego 71¢, 60-625, Poznan



64 M. Kulawik, M. Sozanska

the distribution of papillae on the tongue in individual species as well as on the investiga-
tions of their structure [Iwasaki and Sakata 1985]. Some studies were conducted on the ke-
ratinization processes of the epithelium on filiform papillae [Boshel et al. 1982, Iwasaki and
Miyata 1989]. The aim of the investigations was also to determine quantitative changes in
papillae and taste buds on the tongue [Robinson and Winkles 1990, Ojima 1998].

However, there are no results in available literature concerning studies describing
the tongue in the silver fox, belonging to order Carnivora, which is a popular breeding
fur animal.

The aim of the study was to investigate the mucosa on the ventral surface of the
apex and lateral surfaces of the body of the tongue in the silver fox and to analyze mor-
phometrically the thickness of the epithelium on examined areas.

MATERIAL AND METHODS

The analyses were conducted on 10 tongues of silver fox (Vulpes vulpes fulva). Ma-
terial came from animals of both sexes and was collected after they were slaughtered at
a fur farm.

Tongues for examinations under a light microscope (LM) immediately after being
removed were fixed in 10% neutralized formalin or Bouin’s solution. Next smaller
tissue samples were collected from the ventral surface of the apex and lateral surfaces of
the body of the tongue, which were dehydrated in a series of alcohols with increasing
concentrations (from 50% to 96%), embedded in paraplast and sliced using a Leica RM
2055 microtome into sections of 3 to 5 um. Tissue samples were sliced in three planes,
i.e. sagittal, transverse and horizontal. In the study the applied method included Mas-
son-Goldner, H+E, resorcin-fuchsin or orcein staining.

Morphometric analyses were conducted on histological slides, which were observed
using a light microscope coupled with a camera with a computer image analysis pro-
gram MultiScan V. 6.08. The thickness of the epithelium covering the ventral surface of
the apex and lateral surfaces of the body of the tongue was analyzed. Based on the ob-
tained measurements the mean value (X), the minimum value (Min), the maximum
value (Max) and standard deviation (SD) were calculated. Statistical differences of
means for the measured trait were determined using the t-Student’s test.

RESULTS AND DISCUSSION

Lingual papillae in different animal species and in the human are distributed on the
dorsum of the tongue and on its margins, while the ventral surface and the lateral sur-
faces of the body of the tongue are devoid of papillac. Occasionally lingual papillae
were observed in that area in ruminants, e.g. in the goat and sheep, as it was reported by
Kumar et al. [1998] and Krysiak and Swiezynski [2001]. In the coypu at the end of the
ventral surface of the apex of the tongue there are filiform papillae and scarce fungiform
papillae [Kulawik-unpublished data]. In the silver fox on the ventral surface of the apex
and on the lateral surfaces of the body of the tongue no papillaec were observed.

In the silver fox the transition from areas devoid of papillae to areas on which papil-
lae are found is sudden, similalry as it is the case in the raccoon dog [Kulawik and Nie-
nartowicz-Zdrojewska 2006]. The mucosa on the ventral surface of the apex is strongly
plicated (Fig. 1), while on the lateral surface of the body fo the tongue it is smooth (Fig. 2).
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Fig. 1. Transverse cross-section of the ventral surface of the apex of the tongue in the silver fox:
Ep — epithelium, arrows — epithelial streaks, Lp — lamina propria of the mucosa,
asterisks — connective tissue papillae, Ml — muscles of the tongue. LM, x 6.3

Ryc. 1. Przekr6j poprzeczny powierzchni dolnej wierzchotka jezyka u lisa srebrzystego: Ep —
nabtonek, strzalki — pasma nablonkowe, Lp — blaszka wlasciwa blony sluzowe;j,
gwiazdki — brodawki tacznotkankowe, Ml — mig$nie jezyka. LM, x 6.3

Fig. 2. Transverse cross-section of the lateral surface of the body of the tongue in the silver fox:
Ep — epithelium, arrows — epithelial streaks, Lp — lamina propria of the mucosa,
asterisks — connective tissue papillae, Ml — muscles of the tongue. LM, x 6.3

Ryec. 2. Przekrdj poprzeczny powierzchni bocznej jezyka u lisa srebrzystego: Ep — nabtonek,
strzalki — pasma nablonkowe, Lp — blaszka wlasciwa blony §luzowej, gwiazdki — bro-
dawki tacznotkankowe, M1 — mig$nie jezyka. LM, x 6.3
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The mucous membrane of the tongue is a continuation of the mucosa of the oral
cavity and for this reason it is lined with the stratified squamous epithelium. The epithe-
lium on the analyzed areas of the tongue in the silver fox is nonkeratinized and produces
numerous epithelial streaks, growing into the area of the lamina propria of the tongue
(Figs. 1 and 2). Epithelial streaks are of different length and for this reason the epithe-
lium thickness varies.

The lamina propria of the mucosa in the analyzed areas devoid of papillae in the
tongue of the silver fox forms numerous connective tissue papillae of different height
and arranged between epithelial streaks (Figs. 1 and 2). In the area of the lamina propria
of the mucosa numerous blood vessels and elastic fibers were observed. Elastic fibers
are arranged mainly transverse to the long axis of the tongue (Fig. 3). A similar ar-
rangement of these fibers was shown in the rabbit [Kulawik 2006] and the raccoon dog
[Kulawik and Nienartowicz-Zdrojewska 2006].

Morphometric studies showed that the mean thickness of the epithelium on the ven-
tral surface of the apex is bigger than the mean thickness of the epithelium on the lateral
surfaces of the tongue (Tab. 1). The analysis did not show statistical differences in the
analyzed trait in areas devoid of papillae of the apex and the body of the tongue.

Fig. 3. A horizontal cross-section of the area devoid of papillae on the tongue in the silver fox:
Lp — lamina propria of the mucosa, arrows indicate elastic fibers. LM, x 12.5

Ryc. 3. Przekrdj grzbietowy obszaru bezbrodawkowego jezyka u lisa srebrzystego: Lp — blaszka
wlasciwa blony sluzowej, strzalki wskazuja wtokna sprezyste, LM, x 12.5
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Table 1. The thickness of the epithelium on the ventral surface of the apex and on lateral surfaces
of the body of the tongue in the silver fox

Tabela 1. Grubos$¢ nablonka na powierzchni dolnej wierzchotka i na powierzchniach bocznych
trzonu jezyka u lisa srebrzystego

Thickness of Number of

epithelium measurements .
Grubosé Liczba X (pm) Min (pm) Max (jum) b
nabtonka pomiaréw
Apex of the
tongue
Wierzeholek 100 148.66 57.94 247.26 53.30
jezyka
Body of the
tongue 100 139.99 49.77 239.99 55.79
Trzon jezyka

No statistical differences (P > 0.05)
Brak réznic statystycznych (P > 0.05)

CONCLUSIONS

1. The surface of the mucosa in the area devoid of papillae of the apex of the tongue
is plicated, while on the body oft he tongue it is smooth.

2. The mean thickness of the epithelium covering the ventral surface of the apex of
the tongue is bigger than the mean thickness of the epithelium on the lateral surfaces of
the body of the tongue.

3. The elastic fibers on areas devoid of papillae of the tongue are arranged primarily
transversely to the long axis of the tongue.
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BLONA SLUZOWA NA OBSZARACH BEZBRODAWKOWYCH
WIERZCHOLKA I TRZONU JEZYKA U LISA SREBRZYSTEGO
(VULPES VULPES FULVA)

Streszczenie. Do badan uzyto 10 jezykow lisa srebrzystego (Vulpes vulpes fulva). Mate-
riat pochodzit od zwierzat obu plci i zostal pobrany po ich uboju. Tkanki pobrane z po-
wierzchni dolnej wierzchotka i powierzchni bocznych trzonu jezyka badano za pomoca
mikroskopu $wietlnego. Poza tym dokonano analizy morfometrycznej grubosci nabtonka.

W wyniku przeprowadzonych obserwacji stwierdzono, ze powierzchnia blony $luzowej
na wierzchotku jezyka jest pofaldowana, natomiast na trzonie jest gltadka. Nabtonek pok-
rywajacy powierzchni¢ dolng wierzchotka i powierzchnie boczne trzonu jgzyka u lisa sre-
brzystego jest wielowarstwowy plaski nierogowaciejacy. Nabtonek tworzy liczne i roéznej
dhugosci pasma, ktore wrastaja do tkanki taczne;.

Nabtonek pokrywajacy powierzchni¢ dolna wierzchotka jezyka jest grubszy niz na
powierzchniach bocznych trzonu jezyka. Badane cechy nie wykazuja roznic staty-
stycznych.

Blaszka wlasciwa btony §luzowej jezyka tworzy liczne brodawki tacznotkankowe, ktore
znajduja si¢ pomigdzy pasmami nablonkowymi. Widkna sprezyste rozmieszczone sa
gldwnie poprzecznie do osi diugiej jezyka.

Stowa kluczowe: lis srebrzysty, jezyk, blona sluzowa

Accepted for print — Zaakceptowano do druku: 18.06.2007

Acta Sci. Pol.



UM Pg
,\?‘Q‘ ., {O,

e ]
% AC A = Acta Sci. Pol., Medicina Veterinaria 6(2) 2007, 69-76

REMARKS ON THE HISTORY
OF BREEDING HUCUL HORSES

Halina Purzyc

Warsaw University of Life Sciences

Abstract. The first pieces of information on the breeding of Hucul horses date back to the
times of the Austrian monarchy in the mid-1800. Hucul horses are at present bred in Po-
land, Romania, Slovakia, Hungary, the Czech Republic, Austria, Germany and Ukraine.
The biggest amount of breeding material has been collected in Poland, mainly in state
farms. These horses, according to the FAO recommendations on the Preservation of Ge-
netic Resources of Farm Animals, were classified as a vanishing breed and they were in-
cluded in the conservative breeding program.

Key words: Hucul horse, breeding, history

The first pieces of information on the breeding of Hucul horses date back to the
times of the Austrian rule [Starzewski 1927]. In mid-1800 the commanding officer of
the Austrian State Stud Farm in Radowce (Radautz) in the Bukovina region, col. Martin
von Herrmann (1788-1857) created a herd of Hucul horses, kept next to a herd of thor-
oughbred and half-blood Arab stallions [Pruski 1960, Starzewski 1927]. Horses for the
Radowce herd were purchased in the area of Zabie (present-day Werchowyna), Kos-
sowo (Kosow Lacki) and Vorochta, while provinces of the Austro-Hungarian kingdom
were supplied many mountain stallions [Starzewski 1927]. Herrmann applied for au-
thorization to establish a branch breeding Hucul horses [Brzeski et al. 1988, Kario 1991,
Pruski 1960, Pruski 1975]. On his initiative a division of the Radowce herd was
founded in Lucina in 1856 in order to preserve the mountain character of Hucul horses
[Holldander 1962, Hroboni 1968, Jackowski 2005, Jackowski 2005]. It was a manor farm
belonging to Radowce located at the altitude of 981 m [Kario 1991, Pruski 1960, Pruski
1975, Starzewski 1927]. In order to improve the population 2 stallions and 10 mares of
primitive horses were purchased from the Transylvania region, the so-called szekely
horses, and they were supplemented with local breeding material [Brzeski et al. 1988,
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Jackowski 2005, Pruski 1960]. The Hucul herd in Lucina was closed down in 1870
[Cywinski 1958, Holldnder 1962, Osowicki 1904, Starzewski 1927], although some
authors give the date of 1872 [Brzeski et al. 1988, Jackowski 2005, Kario 1991, Pruski
1960, Pruski 1975, Pruski 1975]. Mares from this herd were sold to local inhabitants,
while stallions were transferred to the State Stallion Stud Farm in Ober Wikow, near
Radowce [Kario 1991, Pruski 1960, Pruski 1975]. Four years later (1876) it again
opened and started breeding work [Osowicki 1904, Starzewski 1927]. Other researchers
reported that the Lucina Stud Farm started to operate again in 1877 [Brzeski et al. 1988,
Cywinski 1958, Hollander 1962, Jackowski 2005, Kario 1991, Pruski 1960, Pruski
1975, Pruski 1975]. Horses for the stud, 1 stallion and 10 Hucul mares, were purchased
from the inhabitants of Lucina. This material was the foundation of the new stud farm,
still in existence today. Since that moment the Lucina breeding centre remained until
1914 the main centre for the production of pedigree material for the breeding of Hucul
horses throughout the country [Brzeski 1988, Pruski 1960, Pruski 1975]. At that time
the leading stallions were Stirbul, Miszka, Taras and Czeremosz, and later Hroby and
Goral. Stallion Hroby, of unknown pedigree, had an admixture of Arab blood and left
the biggest male line, later found in Romania, the Czech Republic, Hungary, Poland and
the former Soviet Union [Brzeski et al. 1988]. All the authors agreed that the successive
closure of the oldest Hucul horse stud farm occurred in 1914.

The first Hucul stallion station was created in Kossowo in 1891, while another one
was opened in 1895 in Zabie. In these stations Hucul stallions were kept together with
Arab stallions from the Ober Wikow herd, while starting from 1899 only Hucul stal-
lions were kept there. Both stallion stations operated until 1914 (Fig. 1).

Ryc. 1. Watlachy rasy huculskiej na pastwisku
Fig. 1. Hucul geldings on a pasture
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An important event in the breeding of Hucul horses was the first show of this breed
organized in Zabie on 9 September 1899 under the patronage of the Agricultural Society
in Lvov and Cracow [Bojanowski 1899, Brzeski et al. 1988, Pruski 1960, Pruski 1975].
Since that day until the outbreak of World War I similar shows were organized every
several years. In that period, apart from the state breeding of Hucul horses, there was
another private herd belonging to Stanistaw Przybytowski in Krzyworéwnia near Zabie
[Hollander 1924, Starzewski 1927]. For the time of WWI the Lucina herd was trans-
ferred to Waldhof in western Austria, where it was kept until 1918 [Holldnder 1962].
This was done in 1914 [Holldnder 1962, Jackowski 2005, Pruski 1960, Pruski 1975] or
a year later [Kario 1991]. According to another source the Hucul herd was stationed in
Waldhof in the years 1918-1922 [Jackowski 2004]. The Lucina stud was re-established
in 1919 [Pruski 1960, Pruski 1975]. In Poland, in the period between WWI and WWII
there was a private stud of the Mencel brothers in Pawetcze in the Stanistawdw district
and in Niskolyze in the Buczacz district [Holldnder 1926, Holldnder 1962]. After the
fall of the Austro-Hungarian monarchy in 1918 3 main separate breeding centres were
founded for Hucul horses: in Romania, in Poland and in the Czech Republic [Brzeski et
al. 1988, Kario 1991, Pruski 1960].

After Poland regained independence in 1918 the Galician part of the Hucul region
was found in this country. Since then the interest in breeding Hucul horses in our coun-
try increased. In 1924 thanks to the efforts of M. Hollaender, a vice-director of the State
Stallion Stud Farm in Sagdowa Wisznia, systematic registers of brood mares were initia-
ted in Poland [Hollander 1926]. A year later obligatory licensing of stallions was intro-
duced. On the initiative of M. Hollaender the Association of Hucul Horse Breeders
based in Kossowo was founded in 1925 [Brzeski et al. 1988, Holldnder 1937, Kario
1991, Tomczyk-Wrona 2005]. It was subordinate to the Lvov Chamber of Agriculture
[Holldnder 1937, Holldnder 1962]. A breeder from the Malopolska region, E. Boho-
siewicz, became its chairman [Pruski 1960]. This association received considerable
support from the Ministry of Agriculture. In 1925 shows of Hucul horses were re-
established in Zabie, where the best pedigree material was collected. Shows were also
held in Kossowo and Uscieryki. In 1928 the Ministry of Agriculture started paying
bonuses for proper rearing of male foals for future stallions, while in 1937 it bought
from the State Stallion Stud Farm in Sadowa Wisznia an original Hucul horse, stallion
551 Polan, which for its conformation was a typical representative of this breed [Purzyc
2006].

In spite of the considerable interest in the breeding of Hucul horses in Poland and an
increase in the population of this breed, no state stud farm was founded before WWII.
There were only the private stud farms of the Mencel brothers in Pawelcze and in
Niskotyze. In the years 1939-1944 stallions from the State Stallion Stud Farm in
Sadowa Wisznia were transferred to Klikowa near Tarnow. The herd was next moved to
Drogomysl, Debica and again to Sadowa Wisznia [Purzyc 2006].

The period of WWII caused considerable ravages also in the breeding of Hucul
horses. After the war the number of stallions of this breed at the State Stallion Studs
dropped to several head. At the same time the Stud Farm in Racot, headed by Stefan
Alexandrowicz, purchased 6 Hucul mares to work in the garden [Brzeski et al. 1988,
Hroboni 1968]. Moreover, in Poland there were Hucul horses of Hungarian origin,
which were initially placed in Kwilcz, and next at the Stud Farm in Janoéw Podlaski

(Fig. 2).
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Ryc. 2. Mas¢ myszato-srokata u konia huculskiego
Fig. 2. Mouse-piebald colour In Hucul horses

A breakthrough in the breeding of Hucul horses was the establishment in 1950 of the
first state Hucul stud farm in Jodlownik, in the Limanowa district, the Krakow province
[Hroboni 1968, Kario 1991, Kario 2005]. Hucul horses from the stud farms in Racot
and Janow Podlaski were placed there. Additionally, mares for the herd were purchased
from private owners. Mr. Pisulewski, Eng., was appointed the director of the stud farm
and under his supervision the stud became known for their breeding successes. In Jod-
townik several valuable herd dams were reared, which blood still flows in Polish Hucul
horses [Hroboni 1968]. The stud farm was located there for a few years only. In 1953 it
was transferred to Tylicz near Krynica [Brzeski et al. 1988, Cywinski 1958, Hollander
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1962, Kario 1991]. According to other sources it was in 1954 [Kario 2005] or in 1955
[Hroboni 1968]. In spite of the good, mountain conditions, favourable for the develop-
ment of Hucul horses, in 1958 it was again moved to Siary near Gorlice [Brzeski et al.
1988, Hroboni 1968, Jackowski 2005, Kario 1991]. Other sources report it was in 1959
[Holldnder 1962, Kario 2005]. At that time Hucul horses started to be adapted to utiliza-
tion as pack horses. Through appropriate selective breeding and selection, without los-
ing the proper Hucul type of conformation, the height and body weight were increased
[Giebocki 1962, Hroboni 1968]. That was not easy to attain, since apart from the appro-
priate type, the Hucul horse could not lose such merits as resilience, perfect feed con-
version rate, stamina and willingness to pull [Hroboni 1968]. The appropriate selective
breeding and selection resulted in very good breeding results. Pedigree breeding in
Siary was the foundation for the entire present-day breeding of Hucul horses in Poland.
Within this breeding project male lines were established from the lines of Goral, Hroby,
Polan and Gurgul [Hroboni 1968]. The Hucul stud farm in Siary, thanks to breeding
work extending over the course of many years, achieved increased height and body
weight of Hucul horses, while still preserving its type of conformation. Up to 1985,
when another Hucul stud farm was established at the Experimental Station of the Insti-
tute of Animal Science in Odrzechowa near Rymanow, the Siary stud farm was the only
state stud of this horse breed [Barzyk et all.1991]. In November 1993 the Hucul Stud
Farm in Gtadyszéw was founded as a unit responsible for the breeding of this breed in
the area and facilities allocated from the former Siary Stud Farm (Fig. 3). In 1999 the
stud bought the land and housing facilities of the former Agricultural Cooperative in
Regetow, which were adapted for its needs. In 1993 in the Bieszczady National Park the
Conservative Hucul Horse Breeding Unit was founded [Komornicki 2005, Krawczyk
1994, Pasternak 1995, Wojciechowski 2004]. Horses for the Wolosate stud were pur-
chased from a private stud farm in Rabe near Ustrzyki Gorne, followed by the purchase
of several dams from state and private stud farms [Wojciechowski 2004].

In the 1990’s private stud farms of Hucul horses started to be founded in Poland, ini-
tially in south-eastern Poland and later throughout the country. In 1998 the Association
of Hucul Horse Breeders was founded and registered [Jackowski 1998]. At present most
pedigree material of this breed in Poland is found at the Hucul Stud Farm in Gladyszéw.
It is followed in terms of the quantity of collected material by the Conservative Hucul
Horse Breeding Unit in the Bieszczady National Park in Wotosate and the Experimental
Station of the Institute of Animal Science in Odrzechowa near Rymandow.

Representatives of male lines, having an effect on the Polish breeding of Hucul
horses include Polan, Gurgul, Goral, Ousor, Hroby, Pietrosu and Prislop, while repre-
sentatives of female lines have been Agatka, Bajkatka, Czeremcha, Wrona, 169 Ousor
(by Gurgul-Gurgul V-23), Goéralka Nowosadecka (Jagoda), Laliszka, Nakoneczna,
Wolga, Polanka, Sroczka, Sekunda (Zyrka), Wydra (Wyderka) and Reda (Fig. 4).

All stallions and mares of the Hucul breed starting from 1962 have been recorded in
Herd Books. Hucul horses, following FAO recommendations for the Preservation of
Genetic Resources of Farm Animals, are classified as a vanishing breed and included in
the conservative breeding program.

At present, apart from the Polish breeding program, Hucul horses are also bred in
Romania, Slovakia, Hungary, the Czech Republic, Austria, Germany and Ukraine [Jac-
kowski 2005].
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Ryc. 3. Zrebie huculskie z klacza
Fig. 3. A Hucul foal with a mare

Ryc. 4. Konie huculskie na tace
Fig. 4. Hucul horses on a meadow
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Z HISTORII HODOWLI KONIA
RASY HUCULSKIEJ

Streszczenie. Pierwsze informacje dotyczace hodowli konia huculskiego siggaja czaséw
zwiazanych z rzadami austriackimi z potowy XIX wieku. Konie huculskie hodowane sa w
Polsce, Rumunii, na Stowacji, Wegrzech, w Czechach, Austrii, Niemczech i na Ukrainie.
Najwigkszy material zarodowy zgromadzony jest w Polsce, glownie w stadninach pan-
stwowych. Konie te, zgodnie z kwalifikacjami FAO, dla Zachowania Zasobéw Ge-
netycznych Zwierzat Gospodarskich, zaliczone zostalty do ras ginacych i obje¢to je pro-
gramem hodowli zachowawcze;j.

Stowa kluczowe: kon huculski, hodowla, historia
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HISTORY OF RESPIRATORY
TRACT ENDOSCOPY'

Grzegorz Sapikowski, J6zef Nicpon, Jarostaw Popiel,
Agnieszka Kurosad, | Pawet Czerw |

Wroctaw University of Environmental and Life Sciences

Abstract. Article describes in details the history of respiratory tract bronchoscopy from
the beggining (Artistotle's time) up to now. The authors™ intention was to present readers
the first steps in exploration of respiratory tract in human and animals and evolution of
tools used in that examination.

Key words: history, respiratory tract, bronchoscopy

The knowledge of anatomy and physiology of the respiratory tract organs has been
gained over many centuries. The ban on postmortem examination that was binding for a
long time limited cognitive opportunities of scientists, who were forced to determine the
function of individual organs basing on their own speculations. This often led to the
formation and strengthening of false opinions concerning the function of respiratory
organs, e.g. larynx was regarded as an organ responsible for blood transport [Zalesska-
-Krecicka et al. 1995].

Atristotle described in detail, around 350 B.C., the correct location, anatomical struc-
ture and function of larynx. The issue of permit for postmortem examination (about 300
B.C.) significantly accelerated progress in cognitive research of respiratory tract organs,
and for this reason many of their descriptions survived. In the middle of the second
century A.D., a Greek doctor Galen working in Rome, in his study: ,, De Usu Partium
Corporis Humani”, presented a theory on the anatomical structure of cartilages and
functions of larynx. Anatomical studies conducted by Leonardo da Vinci during autop-
sies were a valuable source of information about the respiratory tract at the end of XV
century. The study published in 1555 by Vesalius: ,,De Humani Corporis Fabrica”
included illustrations of correctly built larynx as well as accurate description of its func-
tion. Additionally, by means of sketches, it presented the procedure of tracheotomy
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conducted on an animal. The first monograph concerning larynx, whose author was
Fabricius of Padua, was published in 1600 — ,,De Visione Voce Auditu”. Other scien-
tists: Giovanni Morgagni, Ferreini and Bertini, supplemented current knowledge on the
respiratory organ, describing the existence of laryngeal pouches and introducing new
anatomical terms: glottis and vocal chords. A new period in the examinations started
from 1800, when interest in the diagnosis and description of pathological conditions
increased. Experimental studies were conducted at that time, and the protective function
of larynx with regard to the lower respiratory tract was noticed [Zalesska-Krecicka et al.
1995].

The year of 1854 is regarded as the beginning of the formation of new field of medi-
cine — laryngology, which was related to the discovery of a Spanish singing teacher
Patricio Rodriguez Manuel Garcia who, using a system built of dental mirrors and a
mirror, reflected sun rays and saw his own vocal chords. This event constituted an im-
pulse for an eminent doctor and neurologist Ludwig Tiirck of Vienna as well as a con-
temporary professor of physiology at Jagiellonian University, Johan Czermak, to com-
mence studies on laryngeal mirror prototypes, and promotion of laryngological exami-
nation [Borkowski et al. 1982, Zalesska-Krecicka et al. 1995]. Further experiments,
aimed at obtaining detailed knowledge on the respiratory organ structure, were limited
by the anatomical conditions within the throat, which became a basis for the develop-
ment of new tools and instruments allowing for intravital penetration of its interior and
conducting of medical procedures. The invention of rhinoscope by Antoni Jurasz and
promotion of its use for diagnostic purposes [Borkowski et al. 1982] is an example.

In 1833, Willis diagnosed laryngoplegia for the first time, as a consequence of recur-
rent vagus nerve branch. Twenty five (25) years later, a French neurophysiologist
Claude Bernard caused aphonia experimentally in the dog, damaging vagus nerve. An
English doctor Morell McKenzie is regarded as a creator of modern laryngology. He
introduced a round laryngological mirror, wrote the first manual concerning larynx
diseases, and in 1887 twice collected intravitally a specimen from pathological lesions
in the larynx of a Prussian king Frederic Wilhelm. In this way, first descriptions of in-
travital biopsies of the respiratory organ were formed. The presence of cancerous cells
was found as late as during the second microscopic examination of laryngeal specimens
of king Frederic Wilhelm, and the diagnosed larynx tumour became the cause of the
king's death [Zalesska-Krecicka et al. 1995].

The determination of the doctors and scientists to conduct the visual examination of
the organism interior contributed to the construction of instruments, constituting proto-
types of modern endoscopes. Their pioneering devices and primitive examination tech-
nique evolved over many decades. Initially, endoscopes were used for the examinations
of the alimentary tract and urinary system. The first successful attempt of endoscopy
described was the endoscopy of the urinary tract conducted by Filip Bozzini in 1806. He
used a specially formed zinc pipe, including a mirror and a wax candle, constituting the
source of light. In 1868 a German internist, professor Adolf Kussmaul, for the first time
inserted a simple endoscope into the stomach of a professional "knife-swallower". A
professor Jan Mikulicz, from Krakow, who specialized in alimentary tract studies, con-
structed an endoscope with a slightly bent distal part, which made its inserting difficult
but significantly enlarged the field of vision. Elsner followed the same direction of
studies, and in 1910 used a mobile prism in his device, which allowed enlarging the
field of vision to over 90°. Alfred Kirstein was the first scientist to introduce light into
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the examined organ, using mirrors fixed inside the endoscope. He was also the origina-
tor of using a working canal in endoscopes [Kraft 1993, Kubiak 1998, Nicpon and
Kubiak 2000, Sapikowski 1996].

At the beginning of the 30s Schindler developed the first semi-flexible endoscope of
11 mm diameter. The proximal part of the endoscope was stiff, while the distal part
enabled its tilting by 34° and had an angle of sight up to 60°. The structure was im-
proved by Henning in 1934. His endoscope had a smaller diameter (8.5 mm) and 90°
angle of sight, and a rubber balloon in its distal part, which protected the organ exam-
ined. This apparatus guaranteed the best quality of image available in those times and
was used in gastroscopic examinations [Kubiak 1998].

The first physician who proved the possibility of respiratory tract endoscopy was an
American, Horace Green, who in 1847 inserted an endoscope in the trachea. The proce-
dure, however, was regarded as too risky and further attempts were abandoned. Until
today, the first experimental rinsing of the respiratory tract with physiological saline
solution, conducted by Green, is considered as the beginning of broncho-alveolar lavage
(BAL). Nonetheless, his research papers published in 1847 and including his observa-
tions made during the respiratory tract rinsing procedures, led to his being eliminated
from New York Medical Society group (Rowinska-Zakrzewska and Kusia 1997,
Sapikowski 2000). BAL as a therapeutic procedure was popularized in the 20s of XX
century, and as late as in the 70s its usefulness in the diagnosis of respiratory organ
diseases was proved. The experimental studies on BAL application in the diagnostics of
the respiratory tract diseases in dogs were conducted in the years 2000-2004 in the clini-
cal endoscopy laboratory of the Agricultural University in Wroctaw [Pirozynski 1999,
Rowinska-Zakrzewska and Kusia 1997, Spuzak 2004].

A professor of the Jagiellonian University, Przemystaw Pieniazek, an outstanding
surgeon, a creator of "Polish laryngology" and the first laryngological clinic, contrib-
uted significantly to the development of studies over the respiratory tract. In 1884 he
inserted a metal funnel of his own invention through the tracheotomy opening, and -
using a headlight - viewed trachea and the main bronchi as the first man in the world.
Thus, he became a father of lower tracheobronchoscopy. Laryngology owes him nu-
merous studies as well as the first Polish laryngology manual, which was published in
1897 [Brzezinski 1995, Rowinska-Zakrzewska and Kusia 1997]. In 1895 Alfred
Kirstein viewed directly the interior of larynx, using only a spatula. In the same year,
Gustav Killian of Freiburg inserted an endoscope of his own design into the respiratory
tract, designed of a stiff, metal pipe with an external source of light, and viewed the
interior of the examined organs. These events initiated quick development of laryngo-
scopy and bronchoscopy. In 1897 Kirstein used a laryngoscope with electric lighting in
the examination of the larynx, while Killian first used and described the application of
endoscope aiming at removing a foreign body (a pork bone) from the right bronchi of a
man. Over the subsequent years, Killian developed many improvements and modifica-
tions of his own method of endoscopic examinations, and is commonly recognized as a
creator of upper — classical bronchoscopy [Brzezinski 1995, Sapikowski 2000, Za-
lesska-Krecicka et al. 1995].

Pioneering studies of Green, Bruns, Dessault and other surgeons, who operatively
restored the patency of the respiratory tract removing polyps, foreign bodies and tu-
mours, were of considerable cognitive value for the development of diagnostics of res-
piratory organ diseases. In 1904, an American Chevalier Jackson used an innovative
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solution in the form of distal lighting and a suction canal in the endoscope of his own
design. This scientist formed foundations of modern bronchology and contributed to the
establishment of Philadelphia School of Bronchoesophagology. Together with his son
he published a manual entitled ,,Bronchoesophagology”, which is regarded as ,,bron-
chological Bible” until today [Brzezinski 1995, Rowinska-Zakrzewska and Kusia 1997,
Zalesska-Krecicka et al. 1995].

The event that negatively influenced the development of endoscopy was the discov-
ery, on 8 November 1895, of x rays made by Wilhelm Roentgen. The first X-ray image
of Roentgen wife’s hand — Berta, was made on 22 December 1895. Roentgen's discov-
ery was of crucial importance for clinical diagnostics, since it enabled to make the in-
ternal structures of organism visible without disturbing its integrity. In 1897 Rosenfeld
as the first scientist used radiological examination for the chest organ imaging. The
above mentioned examinations were initiated in Poland by professor Jaworski from
Krakow. The fascination with the image recorded on an X-ray plate, the simplicity of
conducting the examination and patient's comfort during the examination, led to the
spreading and quick development of radiology [Empel 1995, Koper 1994, Zgliczynski
1989]. Its dominance over other imaging methods was supported by the introduction of
contrasting agents, which made it possible to see the organs that were so far invisible on
review X-ray pictures. In 1921 the contrast examinations were also used in diagnostics
of the respiratory tract, and Siccard and Forrestier were regarded as creators of broncho-
scopy. X-ray machines constructed after World War II, using voltage over 100 kV,
enabled to make pictures with "hard radiation", reduce the exposure time and obtain
very good quality images of the structures photographed, which strengthened the posi-
tion of X-ray examination in imaging diagnostics. In 1951, Morgan and Osterkamp
developed an electronic x-ray image amplifier, which constituted the beginning of x-ray
television [Empel 1995, Koper 1994, Zgliczynski 1989]. This diagnostic technique
broadened the possibilities of roentgenodiagnostics with internal organ visualization in
a functional aspect. Despite the fact that Roentgen's discovery became within a few
months a "common good of all mankind", this imaging method of endogenous struc-
tures of the organism was not without certain limitations and negative effects. For this
reason, pneumologists became again interested in the bronchoscopic technique in the
30s of the previous century, which was mainly related to the diagnostics and therapy of
tuberculosis, and this new domain of endoscopic examinations of the respiratory tract
was called phthisiological bronchology. The position of bronchoscopy in the diagnostics
of the respiratory organ was definitely strengthened in the 50s. Its development was
related to increased incidence of lung cancer in humans [Rowinska-Zakrzewska and
Kusia 1997].

The year 1957 brought a breakthrough in the development of endoscopy as a result
of the invention of a fiber-optic endoscope with a flexible and movable working part,
called a fiberoscope, invented by Basil Hirshovitz (American doctor) and Curtis and
Peters (physicists). The technique of bronchoscopic examination with the use of stiff
endoscopes was described as classical bronchoscopy, while from the moment of intro-
ducing flexible endoscopes we started to call it bronchofiberoscopy [Kraft 1993,
Sapikowski 2000].

In 1964, a Japanese Shigeto Ikeda, educated both in technology and in medicine, de-
veloped a design of a flexible apparatus designated for endoscopy of the respiratory
tract. On the basis of the above design, the companies of Machida Endoscope Co. Ltd
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and Olympus Optical Co. Ltd. constructed the first bronchofiberoscope, which was
presented at the 9" international congress of chest diseases in Copenhagen in 1966. The
improved version of this bronchoscope was launched in the American market in 1969.
The technical parameters of this endoscope allowed reaching sub-segment bronchi
[Rowinska-Zakrzewska and Kusia 1997, Sapikowski 2000]. Since that time, despite the
development of newer imaging techniques (computer tomography, ultrasonography),
bronchoscopy has occupied a key position in diagnostics of the respiratory organ dis-
eases. An increase of opportunistic infection in the subsequent years forced the in-
creased application of bronchoscopic diagnostics [Rowinska-Zakrzewska and Kusia
1997].

The development and introduction in 1984 of a new generation of flexible endo-
scopes, called videobronchoscopes, by doctor Ryosuke Ono, constituted a new step in
the development of endoscopic examinations. Their modern structure enabled to reduce
considerably the working part diameter, which in turn allowed their applying in pediat-
rics and veterinary medicine of small animals [Kraft 1993, Kubiak 1998, Sapikowski
2000, Skrzypczak 1996].

In recent years, due to very rapid development of electronics and the need of medi-
cal device miniaturization, new generations of endoscopes have been introduced, whose
explorative, diagnostic and therapeutic capabilities are significantly higher than in the
past. Endoscopy has become a platform of intra-organ ultrasonography (echoendo-
scopy) and Doppler's examination, and it also enabled to use laser techniques in the
diagnostics of tumours (fluorescence endoscopy) and surgery [Kubiak 1998, Pirozynski
1999, Zalesska-Krecicka et al. 1995]. Quick progress concerned also endoscopic ma-
nipulators. Innovative technical solutions of modern fiberoscopes increase the possibili-
ties of their therapeutic application when removing foreign bodies and neoplastic le-
sions as well as when rinsing and substituting parts of respiratory tract with prostheses
[Rowinska-Zakrzewska and Kusia 1997, Skrzypczak 1996].

The evolution of endoscopic technique gradually reduced the nuisance and increased
safety of this method. Pioneering studies were burdened with numerous cases of serious
damage, burns and even perforation of the organs explored. Complications occurred
relatively frequently even after successful endoscopy. Each new type of endoscope,
apart from significant improvement of explorative capabilities and the quality of the
obtained image, also increased safety of the conducted procedure. The introduction of
semi-flexible endoscopes and the application of a "cold source of light" also contributed
greatly to the increase of safety. The invention of fiberoscope, however, constituted a
breakthrough moment for the development of endoscopy [Kubiak 1998, Nicpon and
Kubiak 2000, Sapikowski 2000].

The endoscopic technique was applied for the first time in veterinary medicine in
1888. Polanski and Schindelka, using an endoscope of 55 cm length and 55 mm diame-
ter with a lamp source of light and a cooling system, conducted the first nose and air
pouches endoscopy in a horse. Similar examinations were conducted by Marek and
Wirth in 1912. In 1913 Frese used an endoscope developed by the companies of Wolf
and Knittlingen of 50 cm length and 8 mm diameter in order to conduct rhinolaryngo-
scopy in horses. This endoscope was characterized by an innovative structure: it had
mobile optics the control of the angle of sight within the range of 45-90°, and was bat-
tery or transformer powered. Wirths, who used a medical cytoscope in his studies, was a
pioneer of creating photographic documentation of endoscopic images in animals. Ini-
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tially, for practical reasons, only endoscopy in horses was conducted in veterinary
medicine. The first endoscopic examination described in a dog was esophagoscopy,
conducted by Horning and Mackee in the USA in 1924. The above mentioned scientists
conducted the first bronchoscopic examination in a dog in the same year [Kraft 1993,
Sapikowski 2000, Tams 1990].

However, the developed structures of endoscopes were of limited practical use due
to great differences of species, concerning mainly the size of animals. The introduction
of fiberoscopes of considerable length allowed conducting alimentary tract endoscopy
in large animals and increased safety of the examination. Endoscopy shortly became a
basic procedure in the diagnosis of laryngoplegia in horses.

The intensive development of veterinary medicine of small animals resulted in the
fact that — during the 60s and 70s — significant development of endoscopy technique
took place, and numerous scientific publications appeared. At present, endoscopy in
veterinary medicine is used not only in diagnostics and therapy of internal diseases, but
also in surgery and obstetrics, and examinations include new species, e.g. birds, mon-
keys [Borkowski et al. 1982, Harcourt-Brown 1997, Nicpofi and Kubiak 2000, Odkvist
and Schauman 1980, Tams 1990]. In 1982, a review article of doctor Tomasz
Borkowski (1982) was published in Veterinary Medicine, entitled ,, Ocena endoskopii w
praktyce weterynaryjnej” [Assessment of endoscopy in veterinary practice], in which its
author made an attempt at the evaluation of this examination method, on the basis of
experience obtained during his stay in the clinics of New York State College of Veteri-
nary Medicine.

The cooperation of the Institute and Clinic of Internal Diseases of the Faculty of
Veterinary Medicine in Wroctaw with professor Wilfried Kraft from Munich and
Eckehard Deegen from Hanover resulted in the opening of the first veterinary endo-
scopy diagnostics laboratory in Poland in 1987. The conducted studies included endo-
scopic diagnostics of the alimentary tract, respiratory organ and urinary tract in dogs,
horses and cats (Fig. 1, 2, 3). Experimental examinations of other species - small rumi-
nants and pigs - were also conducted (Fig. 4). The conducted research resulted in many
conference reports, scientific publications and a manual of endoscopic examinations in
dogs and cats published in 2000 [Nicpon and Kubiak 2000, 1998]. The results of the
conducted scientific studies also served for the preparation of three doctoral disserta-
tions concerning the alimentary tract and respiratory organ diseases [Kubiak 1998,
Sapikowski 2000, Spuzak 2004].

Despite the fact that endoscopic examinations are in many cases the only method al-
lowing determining the causes of the respiratory tract diseases (non-contrasting foreign
bodies inside the bronchial tree, various inflammatory states and neoplasms), they are
not frequently conducted in everyday veterinary practice among field veterinarians,
mainly because of high endoscopes purchase costs.

By means of this publication we wish to encourage colleagues from veterinary sur-
geries to take interest in this diagnostic and therapeutic method.
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Fig. 1. Prof. Jozef Nicpon, DVM, Ph.D, Wojciech Hildebrand, DVM, Ph.D — dog's endoscopic
examination 1993.
Rys. 1. Prof. dr Jozef Nicpon, dr Wojciech Hildebrand — badanie endoskopowe psa

Fig. 2. Prof. Jozef Nicpon DVM, Ph.D Krzysztof Janeczko DVM, Ph.D - swine's endoscopic
examination 1995.
Rys. 2. Prof. dr Jozef Nicpon, dr Krzysztaf Janeczko — badanie endoskopowe $wini
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Fig. 3. Grzegorz Sapikowski, DVM, Ph.D dr Krzysztof Kubiak DVM, Ph.D — bronchoskopy of
dogs 2000 .
Rys. 3. Dr Grzegorz Sapikowski, dr Krzysztof Kubiak — bronchoskopia psa

Fig. 4. [Pawet Czerw, DVM, Ph.D|, Przemystaw Rozycki, DVM — endoscopic examination of
horse 2003.

Rys. 4. fPawei Czerw, DVM, Ph.D|, dr Przemystaw Roézycki, DVM — badanie endoskopowe
konia
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HISTORIA ENDOSKOPII UKEADU ODDECHOWEGO

Streszczenie. Autorzy opisuja szczegotowo historig bronchoskopii uktadu oddechowego
od czasow Arystotelesa do chwili obecnej. Intencja autordw bylo przedstawienie pierw-
szego kroku tych badan u ludzi i zwierzat oraz oméwienie ewolucji narzadow shuzacych
temu celowi

Stowa kluczowe: historia, uktad oddechowy, bronchoskopia
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