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1. DANE OSOBOWE

Remigiusz Andrzej Panicz

Katedra Technologii Migsa, Wydziat Nauk o Zywnosci i Rybactwa

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

71-550 Szczecin, ul. Kazimierza Krélewicza 4

e-mail: rpanicz@zut.edu.pl, telefon: 91 449 6664

2. POSIADANE DYPLOMY I STOPNIE NAUKOWE

2010

2006

Stopien doktora w dziedzinie nauk rolniczych

Dyscyplina: rybactwo

Specjalnosc¢: akwakultura

Nazwa jednostki: Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydzial Technologii
Zywnosci i Rybactwa

Tytut pracy: ,,Zastosowanie metody real-time PCR oraz kompetycyjnego testu
ELISA do okreslenia potencjatu wzrostowego lina Tinca tinca L.”

Promotor: dr hab. inz. Jacek Sadowski, prof. nadzw.

Tytul magistra inzyniera w zakresie biotechnologia w produkcji
zwierzecej i ochronie Srodowiska

Nazwa jednostki: Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydzial Biotechnologii
1 Hodowli Zwierzat

Tytut pracy: ,Poszukiwanie polimorfizméw genu hormonu wzrostu pstraga
teczowego (Oncorhynchus mykiss) oraz ich ewentualne powigzanie
ze wzrostem 1 masg ciata”

Promotor: dr hab. inz. Wilhelm Grzesiak, prof. nadzw.
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3. INFORMACJE O ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

01.03.2015r. — obecnie

01.10.2014r. — 28.02.2015r.

01.02.2014r. —30.06.2014r.

01.07.2011r. —31.12.2013r.

10.01.2011r. —30.06.2011r.

Adiunkt
Zachodniopomorski ~ Uniwersytet ~ Technologiczny
w Szczecinie, Wydzial Nauk o Zywnoéci i Rybactwa,

Katedra Technologii Migsa

Starszy wykladowca
Zachodniopomorski ~ Uniwersytet ~ Technologiczny
w Szczecinie, Wydzial Nauk o Zywnoéci i Rybactwa,

Katedra Technologii Migsa

Asystent naukowy
Zachodniopomorski ~ Uniwersytet ~ Technologiczny
w Szczecinie, Wydzial Nauk o Zywnoéci i Rybactwa,

Zaktad Akwakultury

Asystent naukowy
Zachodniopomorski ~ Uniwersytet ~ Technologiczny
w Szczecinie, Wydzial Nauk o Zywnoéci i Rybactwa,

Zaktad Akwakultury

Starszy referent techniczny
Zachodniopomorski ~ Uniwersytet ~ Technologiczny
w Szczecinie, Wydzial Nauk o Zywnoéci i Rybactwa,

Zaktad Akwakultury
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4. DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA
4.1. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):
Tytul osiggnig¢cia naukowego:
Intensyfikacja hodowli lina (7inca tinca L., 1758) w aspekcie badan nutrigenomicznych

Moim osiagni¢ciem, bedacym podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora

habilitowanego, jest cykl pigciu jednotematycznych publikacji:

Pl1. Drozd R., Panicz R., Jankowiak D., Hofsoe P., Drozd A., Sadowski J. 2014.
Antoxidant enzymes in the liver and gills of Tinca tinca from various water bodies. Journal
of Applied Ichthyology, 30: 2—6. DOI: 10.1111/jai.12420. IF3p14 = 0,867; MNiSW = 20,
udziat 66%

P2. Panicz R., Drozd R., Drozd A., Nedzarek A. 2017. Species and sex-specific variation
in antioxidant status of tench (7inca tinca), wels catfish (Silurus glanis) and sterlet (Acipenser
ruthenus) reared in cage culture. Acta Ichthyologica et Piscatoria 47(3): 213-223. DOI:
10.3750/AIEP/02093. 1F2016= 0,670; MNiSW = 20, udziat 80%

P3.  Panicz R. 2016. Validation of reference genes for RT-qPCR analysis of growth
hormone receptor and growth hormone expression in the tench (7inca tinca) fed substituting
poultry meal for fish meal. Aquaculture, 465: 179-188. DOI:
10.1016/j.aquaculture.2016.09.013. IF2916 = 2,570; MNiSW = 35, udziat 100%

P4. Panicz R., Zochowska-Kujawska J., Sadowski J., Sobczak M. 2017. Effect of feeding
various levels of poultry by-product meal on the blood parameters, filet composition and
structure of female tenches (7inca tinca). Aquaculture Research. DOI: 10.1111/are.13351
IF2016= 1,461; MniSW = 30, udzial 85%

P5.  Panicz R., Klopp C., Igielski R., Hofsoe P., Sadowski J., Coller Jr J.A. 2017. Tench
(Tinca tinca) high-throughput transcriptomics reveal feed dependent gut profiles.
Aquaculture, 479: 200-207. DOI: 10.1016/j.aquaculture.2017.05.047. IF516 = 2,570; MNiSW
= 35, udziat 75%
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Jestem autorem koncepcji naukowej wszystkich powyzszych publikacji, w jednej pracy
jestem jedynym wykonawcg i1 jedynym autorem, a w pozostatych glownym wykonawca,
ktéry przygotowat wszystkie manuskrypty oraz byl odpowiedzialny za warto§¢ merytoryczng
1 caly proces publikowania manuskryptow w czasopismach.

Sumaryczny Impact Factor powyzszych publikacji wedtug listy Journal Citation Reports
za lata 2014 [P1] oraz 2016 [P2, P3, P4, P5] wynosi 8,138.

Suma punktow za 5 publikacji zgodnie z listg MNiSW za rok opublikowania wynosi 140.
Oswiadczenia wspolautoréw przedstawionych powyzej prac naukowych [P1, P2, P4, P5]

wraz z okre$leniem indywidualnych udziatlow wykazano w Zalaczniku 4.

4.2. Omowienie celu naukowego i uzyskanych wynikow wskazanego osiagni¢cia
Osiagnigcie obejmuje 5 publikacji przedstawiajacych badania nad ztozona
odpowiedzig organizmu lina na warunki $rodowiskowe oraz hodowlane, ze szczegdélnym
uwzglednieniem wplywu pasz komercyjnych oraz doswiadczalnych. Prace oceniaja wpltyw
srodowiskowych oraz dietozaleznych czynnikow na aktywno$¢ enzymatycznych ukladéw
antyoksydacyjnych, poziom wybranych markeréw biochemicznych, wiasciwosci chemiczne,
strukturalne, jak i sensoryczne surowca migsnego, poziom ekspresji elementéw osi
somatotropowej oraz profil transkryptomu jelita lindéw. Kazdy z elementoéw badan
zaplanowano tak, aby zglebi¢ wiedz¢ o linie oraz dostarczy¢ danych badz rozwigzan, ktore
pozwola odblokowa¢ potencjal tego gatunku, a tym samym wplyng na zrownowazony rozwoj

stodkowodnej akwakultury.

4.2.1. Wstep

Zréwnowazona akwakultura to obecnie nieunikniony $wiatowy trend, ktérego zrodet
mozna upatrywa¢ w zwigkszonym popycie ludzi, jak i1 przemystu, na ryby oraz inne
organizmy wodne, w zmianach klimatu oraz sposobie gospodarowania zasobami naturalnymi.
W skali $wiatowej, a tym bardziej europejskiej, za najwazniejszy czynnik zagrazajacy
rozwojowi akwakultury uznaje si¢ kurczace si¢ naturalne zasoby ryb, ktore staty si¢ gldwnie
zrédlem oleju oraz maczki wykorzystywanych w procesie produkcji pasz. Ten oraz inne
towarzyszace czynniki, takie jak brak innowacyjnych narzedzi oraz rozwigzan, niedostateczne
wykorzystanie 1 zarzadzanie zasobami naturalnymi sprawity, iz od 2000 r. europejska
produkcja akwakultury utrzymuje si¢ na statym poziomie. Efektem tego stanu jest rosngca
zalezno$¢ panstw europejskich (EU-28) od importu ryb oraz produktow spozywczych

pochodzenia wodnego, ktora osiggnela poziom 57% (Bostock i in. 2016). Rozwigzaniem
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wskazywanym przez Komisj¢ Europejska jest ekointensyfikacja poprzez przeksztatcenie
liniowego (ang. linear) modelu akwakultury w zamknigty, zwany réwniez okreznym (ang.
circular economy). Jest to proces ztozony, ktory wymaga transdyscyplinarnego podejscia
do kwestii zwigzanych z integracja naukowych i technologicznych rozwigzan, stworzenia
nowych regulacji prawnych i instrumentow ekonomicznych oraz zlagodzenia, a jesli
to mozliwe, usunigcia ograniczen spotecznych. Poniewaz ekonomiczno-prawno-spoleczne
aspekty sa w glownej mierze tematem analiz okre§lonych organdéw administracyjnych,
to innowacyjne rozwigzania sa domeng wspoélpracujacych ze soba jednostek naukowych
1 przedsigbiorstw. Kooperacja skupia si¢ gldéwnie wokoét dziatan nad opracowaniem badz
adaptacja istniejacych systemoé6w hodowlanych, testowaniem nowych kompozycji paszowych,
zastosowaniem najnowszych rozwigzan do analizy znacznych ilosci danych oraz
dywersyfikacja hodowanych gatunkéw oraz otrzymywanych produktéw akwakultury.
Wszystkie kierunki dziatan musza dodatkowo uwzgledni¢ wptyw zmian klimatu, ktore
nieckoniecznie nalezy rozwaza¢ w kontek$cie zagrozen, lecz sprzyjajacych okolicznosci
dla rozwoju akwakultury.

W polskiej akwakulturze dominuja stodkowodne hodowle karpia (Cyprinus carpio)
oraz pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss), jednakze takie gatunki jak lin (7inca tinca),
sum afrykanski (Clarias gariepinus) czy sterlet (Acipenser ruthenus) znalazly si¢ réwniez
w centrum zainteresowania hodowcow. Sposrod trzech dodatkowych gatunkéw lin ma
najdluzsza histori¢ w rodzimej akwakulturze. Jest to gatunek o znaczacym potencjale
dla akwakultury, czego dowodem sag liczne badania si¢gajace poczatkéw XX wieku (von
Milkau 1921). Ogromne zainteresowanie tym gatunkiem wynika z faktu, iz laczy on w sobie
szereg cech, istotnych zarowno dla hodowcow, jak i konsumentow. Hodowcy doceniaja takie
zalety lina jak: wysoka plodnos$¢, odpornos¢ na choroby wirusowe (czgsto dziesiatkujace
hodowle innych karpiowatych - gtéwnie karpia) oraz mozliwo$¢ hodowli w recyrkulacyjnych
systemach akwakultury (RAS), w sadzach badz tradycyjnych stawach ziemnych (Pimpicka
1991, Winfield i Nelson 1991, Jankowska i in. 2006, Rehbein i Oehlenschlager 2009). Z kolei
konsumenci wskazuja na wysokie walory smakowe migsa, niskg zawarto$¢ tluszczu
w filetach (do 6%), wysoka zawarto$¢ ryboflawiny (180 pg/100 g), niacyny (4 mg/100 g)
oraz witamin z grupy B (pirydoksyny: 290 pg/100 g, kwasu pantotenowego: 670 pg/100 g),
wyzsza w porownaniu do migsa karpia (Rehbein i Oehlenschlager 2009). Wszystkie cechy
sugeruja, ze lin jest idealnym gatunkiem dla akwakultury, jednakze §wiatowa akwakultura
uznaje go za gatunek drugorzedny wskazujac jako gldéwny powdd wolne tempo wzrostu

(Wedekind 1 in. 2003). Von Lukowicz i in. (1986) wykazali, ze lin moze w trzecim badz
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nawet w czwartym roku osiagna¢ mase¢ jednostkowg 250 g. Autorzy przytaczaja rowniez
informacje o rezultatach selekcji lina z Quolsdorf (Saksonia, Niemcy) w kierunku szybszych
przyrostow, ktore wskazuja, iz lin moze osiagna¢ mase jednostkowa 250 g w drugim roku,
natomiast w trzecim juz 800 g (von Milkau 1921). Sa to jedyne dane literaturowe
dokumentujace tak szybkie tempo wzrostu lina. Pod koniec XX wieku zainteresowanie linem
ponownie wzroslo, czego efektem s3a liczne do$wiadczenia oceniajagce wplyw technik
zywienia oraz réznorodnych diet na przezywalnos$¢ i tempo wzrostu lina prowadzone gldwnie
przez polskie, ale takze i1 hiszpanskie, niemieckie oraz czeskie osrodki badawcze. Uzyskane
wyniki wzbogacity stan wiedzy o informacje dowodzace, ze larwy solowca (Artemia salina)
sa najlepszym pokarmem dla wzrostu irozwoju wylegu lina (Wolnicki i Korwin-
Kossakowski 1993), a dtuzsze podawanie pokarmu naturalnego determinuje wyzsze przyrosty
ryb (Wolnicki i Gorny 1995). Do$wiadczenia dotyczace zywienia wylegu lina wykazaly
ograniczong mozliwo$¢ stosowania kombinacji pozywienia naturalnego i sztucznego
(Wolnicki i Myszkowski 1998) oraz okreslily ciagly sposob karmienia za optymalny dla tego
gatunku (Wolnicki i in. 2003). Stwierdzono ponadto, ze wyleg lina preferuje pokarm
o matych rozmiarach ze wzgledu na specyficzng budowe otworu gebowego (Quirds
i Alvarifio 2000) Autorzy prac sa zgodni w kwestiach zywienia larw lina pokarmem
naturalnym oraz konieczno$ci opracowania dedykowanej mieszanki paszowej
dla pozniejszych stadidow lina, gdyz wzrost lina o 0,66 mm na dzien jest zbyt wolny
w porownaniu do innych gatunkéw. Kolejne badania wykazaty, iz Zzywienie mtodocianych
linow szeregiem komercyjnych mieszanek paszowych przeznaczonych dla ryb
stodkowodnych, jak i morskich, moga powodowa¢ deformacje ko$éca, krggostupa w odcinku
ogonowym (Quir6s i in. 2003). Prob zmierzajacych do zoptymalizowania biotechniki chowu
lina podj¢li si¢ czescy badacze (Flajshans i Linhart 2000, Buchtova i in. 2003, Flajshans i in.
2004, Linhart i in. 2006), skupiajac si¢ na metodach produkcji osobnikéw triploidalnych badz
tetraploidalnych, ktére w efekcie miaty charakteryzowaé si¢ szybszymi przyrostami kosztem
niedorozwini¢tych gonad. Zmiany liczby chromosoméw ostatecznie nie doprowadzily do
skrocenia cyklu produkcyjnego, a autorzy wskazali uzyteczno$¢ swej metody gltoéwnie w
kierunku selekcji samic w wieku 3+, badz starszych. Inne badania (m.in. w oparciu 0 DNA)
pozwolily scharakteryzowa¢ populacje oraz linie hodowlane lina, dostarczajac informacji
o zasobach 1 zr6znicowaniu genetycznych tego gatunku (Rennert i in. 2003, Kohlmann i in.
2009, Panicz i in. 2012).

Wszystkie dotychczasowe przedsigwzigcia badawcze znaczaco wzbogacity wiedze

z zakresu biologii, technik chowu czy tez zréznicowania genetycznego lina. Jednakze
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srodowisko naukowe konca pierwszej dekady XXI wieku dostrzegto konieczno$é
prowadzenia interdyscyplinarnych badan, szczegélnie takich, ktore tacza doswiadczenia
zywieniowe z analizami z zakresu histologii (Ostaszewska i in. 2006) oraz fizjologii (Zakes
iin. 2006, Sikorska i Wolnicki 2010). Akwakultura $wiatowa dostrzegla rowniez potencjat
aplikacyjny badan oceniajacych wptyw warunkéw hodowli na poziom stresu oksydacyjnego,
zjawiska, definiowanego jako czasowe badz chroniczne podwyzszenie stezenia reaktywnych
form tlenu (ROS), ktéore zmieniaja podstawowy metabolizm komorki oraz moga
nieodwracalnie uszkadza¢ jej struktury (Lushchak, 2011). W regulacje zawartosci ROS
zaangazowane s3 gldwnie enzymy antyoksydacyjne takie jak: dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD), katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx) oraz posrednio reduktaza
glutationowa (GR), S-transferaza glutationowa (GST), dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
(G6PD), (Livingstone 2003, Halliwell i Gutteridge 2007). Liczne badania wykazaty, ze
monitoring aktywnosci tych czynnikow jest kluczowym elementem w procesie optymalizacji
procesu hodowli ryb, gdyz zjawisko stresu oksydacyjnego obserwowane u ryb hodowlanych
moze by¢ efektem synergistycznego wptywu czynnikdéw $rodowiska wodnego. Najczesciej
opisywane s3 naglte zmiany temperatury wody (Vinagre i in. 2012), niewtasciwie
zbilansowana dieta (Enes i in. 2012), badZz obecno$¢ niektérych sktadnikéw chemicznych
w systemach hodowlanych (Tkachenko i in. 2013). W literaturze naukowej nie odnaleziono
informacji, ktore opisywatyby wplyw czynnikéw hodowlanych, tj.: srodowiska bytowania,
systeméw hodowlanych badz samej kwestii zywienia na poziom stresu oksydacyjnego u tego
gatunku. W przypadku lina, ktory preferuje nocny tryb zycia, znosi warunki niskiego
natlenienia wody oraz jest ryba spokojnego zeru, intensyfikacja jego hodowli powinna by¢
oparta na wynikach opisujacych drogi powstawania oraz dynamik¢ zmian stresu
oksydacyjnego.

Istotng kwestig akwakultury przysztosci jest zapewnienie hodowanym gatunkom
zoptymalizowanych mieszanek paszowych, ktéore nie beda uzaleznione glownie
od dostgpnosci na rynku ryb, maczki i olejéw rybnych, z ktérych produkuje si¢ pasze.
Szczegolnie w sytuacji, gdy rozne sektory gospodarki mocno wspdtzawodniczag o kurczace si¢
zasoby ryb dziko zyjacych. W obecnej dekadzie, znacznie bardziej niz w latach
wczesniejszych, szybka ocena wpltywu nowych sktadnikéw pasz na organizm ryb oraz
parametry hodowlane, a przede wszystkim na optacalno$¢ catej produkcji, jest kluczowa. Aby
osiggnac¢ ten cel prowadzone sg liczne doswiadczenia zywieniowe, w ktorych maczka rybna
(droga i coraz trudniej dostepna) jest zastepowana w paszach przez komponenty roslinne badz

zwierzece produkty uboczne. Badania przeprowadzone przez Gonzélez-Rodriguez wraz

-9.



dr inz. Remigiusz Panicz Autoreferat — Zatgcznik 2

z zespolem (2014, 2015) dowiodty, ze maczke rybng mozna czgsciowo zastapi¢ przez maczke
drobiowa badz koncentrat z biatek groszku bez wptywu na dlugos$¢ catkowita, mas¢ oraz
przyrosty dobowe ryb. Wyniki tych badan majg szczegolne znaczenie dla Polski, ktéra jako
lider produkc;ji drobiarskiej w Europie (2.84 Mt w 2015 r.) ma do zagospodarowania znaczne
ilo$ci powstajacych produktow ubocznych z tego sektora (GUS 2016). Maczka wytworzona
z takiego materiatu jest bogatym zrédlem biatka zwierzecego i nie zawiera ro$linnych
sktadnikéw antyodzywczych (np. inhibitory proteaz, saponiny, alkaloidy, estry forbolu) badz
tez takich, ktore nie ulegaja trawieniu (polisacharydy nieskrobiowe), a ktore powszechnie
wystepuja w komponentach pasz pozyskiwanych przyktadowo z soi, kukurydzy badz ryzu
(Santigosa i in. 2011, Troell i in. 2014). Utrzymanie odpowiedniego tempa wzrostu ryb
zywionych nowymi mieszankami paszowymi to istotny aspekt, ktory nie moze jednak
ogranicza¢ akceptowalnos$ci surowca rybnego przez konsumentow. Ostatecznie to konsument
de facto decyduje o przydatnosci stosowania paszy, oceniajac surowiec jako pochodng
proceséw biochemicznych zachodzacych w organizmie ryby na skutek zastosowanego
programu zywieniowego. Co interesujace, konsekwencja stosowania eksperymentalnych pasz
jest zmiana nie tylko w wydajno$ci rzeznej, ale takze w teksturze oraz strukturze tkanki
mig$niowe] (Jankowska 1 in. 2006, Cheng i in. 2014). Liczne badania zywieniowe
przeprowadzone dla tososia atlantyckiego wykazaty, ze zywienie maczka drobiowa miato
istotny wplyw na struktur¢ oraz przydatno$¢ technologiczng filetow, jak rowniez na poziom
akceptacji konsumentéw (Hatlen i in. 2014). Natomiast do$wiadczenia na innej rybie
tososiowatej, pstragu teczowym, dostarczyly kolejnych danych o tym jak znaczacy wpltyw ma
sktad paszy w ksztattowaniu wiasciwosci sensorycznych filetow (De Francesco i in. 2004).
W przypadku lina dostgpne sg nieliczne informacje obrazujace wptyw pasz na wilasciwosci
sensoryczne filetéw. Turchini i in. (2007), wykazali w swych badaniach, ze dodatek oleju
roslinnego do pasz przyczynia si¢ do pogorszenia wtasciwosci sensorycznych filetéw, co byto
spowodowane podwyzszonym poziomem lotnych czasteczek aldehydéw oraz alkoholi,
powstatych w procesie oksydacji wielonienasyconych kawasow tluszczowych, gldwne n-3
in-6. W aspekcie polskiego przemystu drobiarskiego, ktory dostarcza produktéw ubocznych
na poziomie okoto 30%, stusznym kierunkiem staje si¢ przeprowadzenie kompleksowych
badan oceniajacych wplyw eksperymentalnych pasz na bazie drobiowych produktow
ubocznych na organizm lina (Sams 2001). Badania te powinny obejmowac analiz¢ sktadu
podstawowego pasz oraz filetow ryb, jak rdwniez ocen¢ poziomu wskaznikow
biochemicznych potencjalnie zaleznych od procentowego udziatu sktadnika pokarmowego,

ktéry roznicuje testowane pasze. Dodatkowo badania powinny oceni¢ czy struktura filetow
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jest zalezna od skarmianych pasz oraz czy maja one wpltyw na wlasciwosci sensoryczne
filetow. Takie multidyscyplinarne podejscie badawcze dostarczyloby pelnego obrazu dla
postawionych hipotez badawczych, co jest niezmiernie istotne dla badan o aplikacyjnym
charakterze.

Innym kierunkiem badawczym, ktéry w przypadku lina nie zostal szczegdtowo
rozpoznany jest problem analizy ekspresji gendéw, szczegdlnie tych, ktére koduja biatka
odpowiedzialne za procesy trawienia, wchlaniania oraz przyswajania skladnikéw
pokarmowych. Brak informacji w tym zakresie zapewne wynikal z niedostatecznej ilo$ci
informacji na temat genéw metabolizmu podstawowego, ktore peinig role¢ wewnetrznego
kalibratora w reakcjach real-time PCR. Jeden, a najlepiej kilka takich gendéw powinny
charakteryzowac si¢ jak najnizszym, a co najwazniejsze stabilnym poziomem ekspresji, gdyz
jest to kluczowe dla precyzji oznaczen, a tym samym warunkuje uzyskanie wiarygodnych
wynikow. Wytypowanie takiego markera, a nastepnie przeprowadzenie doswiadczenia
zywieniowego potaczonego z analizg ekspresji gendw kodujacych biatka osi somatotropowej
badZz tez enzymy zaangazowane w proces trawienia, niejednokrotnie przyczynito si¢
do zoptymalizowania programow zywieniowych dla wielu gatunkéw ryb (De Santis i in.
2009, Hagrn 1 in. 2009, Gu i in. 2014). Ocena ekspresji genow to trend badan, ktory stale
towarzyszy akwakulturze, szczeg6lnie w kontek$cie jej zréwnowazonego rozwoju.
W akwakulturze oprocz gatunkéw hodowanych na masowa skale (toso$ atlantycki, Salmo
salar; pstrag teczowy, Oncorhynchus mykiss; labraks, Dicentrarchus labrax; dorada, Sparus
aurata), wazne sg rowniez te pozwalajace zdywersyfikowaé i zintensyfikowa¢ produkcje
swiatowej akwakultury, takie jak wrakon (Polyprion americanus), halibut (Hippoglossus
hippoglossus), sandacz (Stizostedion lucioperca) czy tez omawiany W niniejszym
opracowaniu lin (Mylonas i Robles, 2014).

Wszystkie powyzsze kierunki usprawnienia akwakultury lina sg istotne zaréwno
dla koncernéw paszowych, producentow, jak i potencjalnych odbiorcow wytworzonego
surowca. Jednakze juz obecnie widoczny jest, a w najblizszych latach bedzie jeszcze bardziej
znaczacy, trend badawczy w kierunku wykorzystania wysokoprzepustowych technik
analitycznych z grupy ,,omik” (Martin i Krol 2017). Zastosowanie techniki real-time PCR
pozwala na oszacowanie w jednej probie poziomu ekspresji dla kilku genéw jednoczesnie,
co jest niewatpliwie zaletg tej techniki. Natomiast, jesli istnieje mozliwo$¢ okreslenia catego
profilu transkryptomicznego w badanej probie, technika ta nie jest juz tak atrakcyjna.
Transkryptomika, bo o tej technice tu mowa, zrewolucjonizowala wspolczesne podejscie

do wielu dyscyplin badawczych, gdyz oprocz wysokiej jakosci izolatu mRNA nie wymaga
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wczesniejszej wiedzy (np. o sekwencji starterow PCR), aby ukazaé¢ poziom aktywnosci
gené6w w danej probie. Dzigki temu prowadzac doswiadczenie zywieniowe mozemy
z tatwoscia zidentyfikowaé geny, ktére w poréwnaniu do kontroli badZz innych wariantéw
badawczych wykazuja obnizony lub podwyzszony poziom aktywnos$ci. Zebrane informacje
pozwola na wskazanie, jaki wplyw miala testowana pasza na dany organizm, a jesli
zidentyfikujemy kilka interesujacych nas genow, mozemy rutynowo ocenia¢ ich poziom
ekspresji za pomoca techniki real-time PCR. W przypadku dos$wiadczen zywieniowych
testujagcych przyswajalno$¢ pasz przez lina, szczeg6élnie uzyteczng baza aktywnosci gendw
bytaby ta opracowana na podstawie prob jelita. Informacje o poziomach aktywno$ci genow
w przewodzie pokarmowym zobrazowataby, jak przebiega proces rozktadu, wchtaniania oraz
transportu sktadnikow pokarmowych na poziomie molekularnym. Takie zasoby danych s3 juz
dostgpne dla wielu hodowlanych i dzikich gatunkéw ryb, u ktérych w ten sposob
monitorowane sg procesy zwigzane z odpowiedziami komorek jelita na eksperymentalne
mieszanki paszowe (Krol i in. 2016), z rozwojem proceséw immunologicznych (Martin 1 in.
2016), zainicjowaniem procesoéw trawienia u larw (Hsu 1 in. 2015) lub specjalizacja komorek
wyscielajacych $ciany jelita (Calduch-Giner i in. 2016).

Rozwd@j akwakultury lina przechodzi okresowo fazy wzrostu oraz spadku
zainteresowania. Jest to nieodlgcznie zwigzane z dostepnoscia nowych technik hodowlanych,
badawczych badz tez innych, ktére moga by¢ posrednio zwigzane z tym zagadnieniem.
Zapewne intensyfikacja  produkcji lina musi by¢ poprzedzona  kolejnymi
multidyscyplinarnymi badaniami, ktore gruntownie scharakteryzuja fizjologiczng oraz
molekularng natur¢ lina, a w szczegélnosci jak ten perspektywiczny dla stodkowodnej
akwakultury gatunek reaguje na stymulanty pochodzace z otaczajacej go hodowli.
Przyktadowo znajomo$¢ mechanizméw odpowiedzialnych za deformacje szkieletu
pozwolilaby zoptymalizowa¢ warunki hodowli, a tym samym w przysztosci zwigkszy¢

produkcje lina.
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4.2.2. Zalozenia pracy
W pracy postawiono nastgpujace tezy:

1. Aktywno$¢ systemu antyoksydacyjnego lina jest zalezna od $rodowiska bytowania,
a jej monitoring moze obrazowac poziom stresu oksydacyjnego w organizmie ryby.

2. Zywienie lina komercyjnymi paszami przeznaczonymi do zywienia innych
karpiowatych prowadzi do powaznych zaburzeh w funkcjonowaniu systemu
antyoksydacyjnego.

3. Geny kodujace biatka rybosomalne sg dobrym kalibratorem do monitoringu poziomu
ekspresji genow lina.

4. Wprowadzenie maczki drobiowej do produkcji pasz ma istotny wplyw na cechy
surowca migsnego lina.

5. Ocena transkryptomu jelita lina dostarcza pelnego obrazu o procesach zachodzacych
w tym organie pod wptywem eksperymentalnych mieszanek paszowych.

6. Baza transkryptomu lina dostarcza nieograniczonych mozliwo$ci do monitorowania

procesow molekularnych podczas doskonalenia akwakultury lina.

4.2.3. Cel pracy

Lin jako perspektywiczny gatunek dla zréwnowazonego rozwoju slodkowodnej
akwakultury stanowi wymagajacy, a co za tym idzie interesujacy obiekt do badan. Jednakze
intensyfikacja produkcji tego gatunku wymaga kolejnych, rozbudowanych i co najwazniejsze
multidyscyplinarnych badan. Dlatego tez gléwne cele pracy obejmuja: (i) oceng
funkcjonowania systemu antyoksydacyjnego lina w kontek§cie monitorowania poziomu
stresu indukowanego warunkami $rodowiskowymi oraz zywieniem, (ii) charakterystyke
molekularng oraz selekcje wewnetrznych kalibratoréw (gendw) kluczowych w ocenie
poziomu ekspresji genow lina, (iii) przetestowanie wpltywu paszy na bazie maczki drobiowej
na cechy morfologiczne, parametry biochemiczne krwi oraz wilasciwosci technologiczne
surowca migsnego lina, (iv) stworzenie bazy transkryptow ulegajacych ekspresji w jelicie lina
oraz wskazanie dietozaleznych genéw, ktorych zréznicowany poziom ekspresji dokladnie

obrazuje wplyw zywienia na funkcjonowanie tego organu.
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4.2.4. Wyniki

4.2.4.1. System antyoksydacyjny oraz markery kondycji lina

Uktad antyoksydacyjny to swoista bariera ograniczajaca negatywny wptyw wolnych
rodnikéw oraz reaktywnych form tlenu na funkcjonowanie organizmu. Pomiar aktywnosci
badZz stg¢zenia enzymdéw antyoksydacyjnych oraz drobnoczasteczkowych antyoksydantow,
ktore tworzg ten system obronny, dostarcza informacji o poziomie stresu oksydacyjnego,
czyli o braku réwnowagi pomi¢dzy powstawaniem wolnych rodnikow a ich usuwaniem. W
pracy [P1] wykazalem i opisalem po raz pierwszy stan, w ktorym aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy glutationowej (GPx), katalazy (CAT) oraz transferazy
glutationowej (GST) w watrobie oraz skrzelach zaleza od typu $rodowiska bytowania lina.
Najwyzszy poziom aktywno$ci enzymdéw oznaczono w probach lindéw odlowionych
z estuarium Odry, natomiast znaczaco nizsze i na porownywalnym poziomie w probach lindw
ze stawow hodowlanych w Malincu oraz z hodowli sadzowej Rybackiej Stacji
Dos$wiadczalnej w Nowym Czarnowie (RSD). Estuarium Odry to wody bardzo Zyzne,
przestronne i glgbokie. W takich warunkach lin znajduje doskonate warunki do bytowania
ze wzgledu na bogactwo fauny dennej i dogodne warunki termiczne. Jednakze wskazywany
w pracy prooksydacyjny wplyw estuarium Odry wynika prawdopodobnie z obecnos$ci
zanieczyszczen o réznorakim pochodzeniu. Wody tego regionu charakteryzuja si¢ niskim
spadkiem, co sprzyja kumulacji zanieczyszczen pochodzacych z goérnych partii rzeki.
Rowniez Morze Baltyckie wpycha slonawe masy wod, ktdre niosg takze zanieczyszczenia
pochodzace z aglomeracji Szczecina. Sytuacja taka sprawia, Zze na przestrzeni roku
wielokrotnie dochodzi do wymiany mas wody w tym regionie, a mi¢kkie i muliste dno wigze
zanieczyszczenia (Wolska 1 Namiesnik 2002, Wolska 1 in. 2003). Takie warunki bytowania
sprawiaja, ze lin zywiac si¢ hydrobiontami dennymi moze kumulowa¢ znajdujace si¢
w estuarium Odry zanieczyszczenia. Wody w estuarium Odry w okresie letnim cechuja duze
wahania temperatury, a towarzyszace im wahania poziomu tlenu moga potggowac odpowiedz
ze strony uktadu antyoksydacyjnego (Ross i in. 2001). Analizujac wyniki badan linéw
pozyskanych z hodowli stawowej w Malincu oraz z sadzy RSD, ztatwoscia mozemy
stwierdzi¢ znacznie nizszy poziom aktywno$ci SOD, GPx, CAT oraz GST w poréwnaniu do
ryb z estuarium Odry. W przypadku lindw bytujacych w stawach brak podwyzszonego
poziomu aktywnosci enzyméw wynika z optymalnych warunkéw hodowlanych oraz wysokiej
jakosci $rodowiska objetego programem ochrony Natura 2000. Interesujacych wynikow

dostarczyly rowniez analizy prob linow z hodowli sadzowej RSD, gdzie intensywny typ
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hodowli z ograniczonym dostgpem ryb do dna oraz zywieniem gotowymi mieszankami
paszowymi miat podobny wplyw na aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych, jak
w przypadku hodowli stawowej. System sadzy RSD umieszczony jest w kanale wody
pochlodniczej elektrowni Dolna Odra, zasilanej wodami pobieranymi ze sztucznego kanatu
wykopanego poprzecznie do Regalicy (Odry Wschodniej). Wzgledem pierwszej
z opisywanych lokalizacji, RSD umieszczona jest w odlegtosci okoto 20 km w gérg Odry,
zatem takze moze by¢ narazona na zanieczyszczenia niesione przez splywajace wody zlewni
tej rzeki. Jednakze analiza gléwnych elementéw hodowli sugeruje, Ze nanizszy poziom
aktywnos$ci SOD, GPx, CAT oraz GST mogly mie¢ wplyw ograniczony dostep do pokarmu
naturalnego, szybki przeplyw wody przez sadze z linami oraz antyoksydanty (np. witamina C)
znajdujace si¢ w skarmianej mieszance [P1]. Interesujacy jest rowniez fakt, iz poziom
aktywnosci analizowanych enzymow antyoksydacyjnych byt zawsze wyzszy w watrobie niz
w skrzelach linéw [P1]. Wynika to z faktu, iz gldwnie w watrobie, ale takze i w mdzgu oraz
nerkach ryb, zachodza intensywnie przemiany tlenowe, czego efektem jest zwigkszony
poziom ROS, a przez to rozbudowane systemy antyoksydacyjne. W przypadku skrzeli nizszy
poziom aktywnosci analizowanych enzymow wynika ze zdolnosci karpiowatych do usuwania
niektorych form ROS (H,0), etanolu czy tez CO, w procesie dyfuzji przez skrzela (Wilhelm-
Filho i in. 1994, Lushchak i Bagnyukova 2006). Wyniki uzyskane w niniejszych badaniach
sa zgodnie z tymi uzyskanymi dla innych gatunkow, takich jak pstrag tgczowy czy tez jesiotr
adriatycki (Acipenser naccarii), (Trenzado 1 in. 2006). Reasumujac, charakter srodowiska
bytowania oraz wszystkie czynniki go ksztaltujace majg istotne znaczenie dla sposobu oraz
natezenia reakcji antyoksydacyjnych u lina.

W zréznicowanym S$rodowisku wodnym mozemy z latwoscia wyr6zni¢ osobniki
o waskiej badz szerokiej tolerancji na czynniki §rodowiskowe (np. stenotermiczne). Lin jako
gatunek eurytermiczny, preferujacy plytkie zbiorniki o podwyzszonej termice, jest
interesujacym obiektem badan oraz gatunkiem o duzym potencjale dla stodkowodnej
akwakultury. Zdolno$¢ tego gatunku do bytowania w zmiennych warunkach moze sugerowac,
ze moze by¢ on zaadoptowany do intensywnych warunkéw hodowli w systemie sadzowym.
Jak sugeruja moje badania, pomiar aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych to wlasciwa
droga do monitorowania funkcjonowania organizmu lina [P1]. Jednakze poboér prob
z organdw wewnetrznych, badz tez fragmentow skrzeli, nie moze sta¢ si¢ rutynowym
sposobem umozliwiajacym ocen¢ aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych. Dlatego tez,
w kolejnej pracy [P2] wskazuj¢ na uzyteczno$¢ oceny poziomu aktywnosci enzyméow SOD,

GPx, CAT oraz GST, jak réwniez catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (FRAP),
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markeréow funkcjonowania watroby (transaminaza alaninowa, ALT oraz transaminaza
asparaginowa, AST), markera funkcjonowania migsnia sercowego (dehydrogenaza
mleczanowa, LDH) oraz markeroéw stanu odzywienia (albumina, bilirubina, kwas moczowy)
na podstawie prob krwi. Aby zobrazowac jak wyzej wymienione elementy ksztaltujg si¢ na tle
innych gatunkéw, do analiz poréwnawczych wlaczono réwniez dwa inne gatunki nalezace
do innych rodzin, tj. suma afrykanskiego oraz sterleta. Wyniki ukazaty, ze lin w stosunku
do pozostatych dwoch gatunkéw wykazuje znaczaco wyzsza aktywnos¢ FRAP, GPx, CAT
oraz GST, co mozna by interpretowac jako zwiekszong produkcje ROS oraz zaktywizowanie
systemu antyoksydacyjnego. Jednakze, jesli przyjrzymy sie gatezi ewolucji ichtiofauny,
mozemy stwierdzi¢, iz u przedstawiciela jesiotrowatych poziom aktywnosci tych elementéw
jest znaczaco nizszy anizeli u znacznie miodszego ewolucyjnie lina, przedstawiciela
karpiowatych. Podobny fenomen zostat opisany przez Rudneva (1997), co zostalo wyjasnione
jako wynik nizszego zapotrzebowania gatunkoéw starszych ewolucyjnie na tlen. Niemniej
jednak najwigksza rdéznica pomigdzy wynikami uzyskanymi dla badanych gatunkow
widoczna jest dla pary lin i sterlet (FRAP, GPx, CAT, GST LDH, ALT, bilirubina, kwas
moczowy), nastepnie sterlet i sum (FRAP, GST, LDH, AST, bilirubina, kwas moczowy) oraz
lin i sum (FRAP, GPx, GST, AST, kwas moczowy), [P2]. Oznaczenie aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych oraz pozioméw markeréw biochemicznych we krwi tych trzech gatunkéw
stanowi swojego rodzaju punkt odniesienia dla dalszych praktyk hodowlanych. Wyniki
uzyskane w ramach tej pracy rzucaja rowniez $wiatlo na kwesti¢ reakcji poszczegdlnych
gatunkow ryb na podawang paszg, jeden z najwazniejszych elementéw hodowli. Jednakze
wedlug autora niniejszego opracowania trudno jest jednoznacznie okreslic wplyw
zastosowanych pasz na oceniane we krwi parametry. Aby tego dokonac¢ niezbedne beda
kolejne doswiadczenia, taczace testy zywieniowe na bazie eksperymentalnych pasz
z technikami histologicznymi, biochemicznymi oraz molekularnymi. Interesujacym wynikiem
pracy [P2] jest pokazanie odmiennej reakcji samic i samcow na zastosowany uktad
doswiadczalny. Najwiecej réznic pomigdzy piciami w poziomach badanych skladnikéw
odnotowano dla lina (FRAP, GPx, albumina, kwas moczowy), nast¢pnie suma (SOD,
albumina, bilirubina), a najmniej dla sterleta (ALA). W 6 na 8 przypadkéw poziom badanych
wskaznikow byl wyzszy u samic, co w przypadku lina moglo zaleze¢ od proceséw
zwigzanych z formowaniem si¢ gonad u samic, bgdacych w momencie doswiadczenia
w wieku 2+. Wyniki te dodatkowo potwierdzaja jak skomplikowang kwestig jest sposob
hodowli, a szczeg6lnie dobor pasz w odniesieniu do ksztattowania si¢ cech plciowych,

zaleznych od sumarycznej aktywnos$ci wielu elementéw szlakow metabolicznych.
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Porownujac poziomy aktywnosci SOD, GPx, CAT oraz GST w prdobach z obu grup
linbw hodowanych w sadzach [P1, P2], mozna dostrzec, iz wyniki uzyskane na bazie prob
krwi [P2] plasuja si¢ pomiedzy wynikami otrzymanymi na podstawie préb watroby oraz
skrzeli [P1]. Jedynie w przypadku GST poziom we krwi byl ponad dwudziestokrotnie wyzszy
w probach krwi [P2] anizeli watrobie [P1].

4.2.4.2. Opracowanie kalibratorow wewnetrznych do oceny aktywnosci genow lina
Ocena aktywno$ci gendéw to kolejny ze sposobodw charakteryzowania proceséw
zachodzacych w organizmie pod wplywem réznych stymulantéw. Warunkiem
przeprowadzenia takiej oceny jest kazdorazowe wytypowanie wewnetrznych kalibratorow,
czyli gené6w o niskim i niezmiennym poziomie ekspresji. W przypadku lina nie podjeto
skutecznej proby zidentyfikowania takiego genu (takich gendéw). Temu zagadnieniu
poswiecona byta kolejna praca [P3]. W celu przeprowadzania procedury wytypowania oraz
przetestowania uzyteczno$ci gendw referencyjnych przeprowadzono doswiadczenie
zywieniowe, w ktorym dwie grupy samic lindbw byly karmione eksperymentalnymi
mieszankami paszowymi, z ktdrych jedna zostata przygotowana z uzyciem maczki rybnej
(FM), druga natomiast w oparciu o maczke uzyskang z produktéw ubocznych przemystu
drobiarskiego (PBM). Na podstawie wstgpnych analiz molekularnych uzyskano fragmenty
sekwencji siedmiu potencjalnych gendéw referencyjnych lina, tj. kodujacych dehydrogenaze
aldehydu 3-fosfoglicerynowego, gapdh (852 pz, GenBank KX082698), (-aktyng, actb (528
pz, GenBank KX082699), czynnik elongacyjny la, ef~-la (455 pz, GenBank KX082697),
biatko rybosomalne 18, rp/8 (668 pz, GenBank KX082694), biatko rybosomalne s11, rpsi]
(363 pz, GenBank KXO082695), o-tubuling, tuba (144 pz, GenBank KX082693) oraz
czasteczke 18S rybosomowego RNA, 18S rRNA (433 pz, GenBank KX082696). Nastepnie
zaprojektowano docelowe sekwencje starterowe oraz za pomocg techniki RT-PCR
potwierdzono ich specyficzno$¢ uzyskujac amplikony o oczekiwanych wielko$ciach (18S
rRNA - 129 pz, gapdh — 128 pz, ef-1a — 103 pz, rpl8 — 127 pz, rpsi11 — 102 pz, actb — 114 pz,
tuba — 144 pz). Ocen¢ stabilnosci aktywnosci gendw referencyjnych przeprowadzono
technikg real-time PCR w oparciu o matryce RNA wyizolowane z fragmentow jelit, watrob,
$ledzion, mie$ni oraz nerek samic lindbw po zakonczeniu doswiadczenia zywieniowego.
Uzyskane warto$ci Cp (crossing point) przeanalizowano w oparciu o algorytmy programow
geNorm oraz NormFinder, dzigki czemu wytypowano rps// oraz rpl8, jako dwa pierwsze
geny referencyjne dla gatunku lina. Uzyteczno$¢ tych gendéw potwierdzono oceniajac wpltyw

zywienia paszami FM i1 PBM na poziom ekspresji genow kodujacych hormon wzrostu (gh)
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oraz receptor hormonu wzrostu (ghr) - dwa kluczowe elementy osi somatotropowej, ktora
odgrywa wazng role w kontroli regulacji metabolizmu i procesow fizjologicznych. Sekwencje
regioné6w docelowych oraz starterow niezbedne do oceny aktywno$ci ghr opracowano
w ramach niniejszej pracy, natomiast do oceny ekspresji gh - w oparciu o rezultaty innych
badan wiasnych (Panicz i in. 2015). Uzyskane wyniki potwierdzily, ze geny referencyjne
zostaly wybrane poprawnie, co bylo widoczne w ich statym poziomie ekspresji
we wszystkich badanych probach (5 organow x 2 warianty Zywieniowe x 5 ryb x 2
powtorzenia). Analiza pokazala réwniez, ze ekspresja gendw gh oraz ghr nie jest generalnie
wrazliwa na zywienie samic lin6w paszami réznigcych si¢ typem maczki (FM lub PBM).
Na podstawie tych badan stwierdzono, ze do oceny wplywu zywienia paszami FM lub PBM
na organizm samic lindéw niezbedne jest inne podejscie. Takie, ktore pozwoli ocenié
zmiennos$¢ ekspresji gendéw w poszczegdlnych szlakach metabolicznych odpowiedzialnych
za przemiany biatek, tluszczow badz innych komponentéw pasz, albo catkowicie
nowatorskie, ktore kompleksowo oceni poziom aktywnos$ci gendw w badanej probie
(np. sekwencjonowanie kolejnej generacji transkryptow).

W pracy [P3] zaprezentowano rowniez inne interesujagce 1 wartosciowe wyniki,
wpisujace si¢ w stale zywa dyskusje dotyczaca pozycji systematycznej tego gatunku.
Z pragmatycznego punktu widzenia, wazne w optymalizacji biotechniki chowu lina sg takze
informacje wskazujace, ktory z gatunkow ryb karpiowatych jest najblizszy ewolucyjnie
linowi. Gatunki, ktére ewoluowaly obok siebie i majag w niedalekiej przesztosci wspodlnego
przodka, cechuja si¢ wysokim podobienstwem genetycznym, co bezsprzecznie przeklada sig¢
na sposob funkcjonowania organizmu. Pozwoli to wykorzysta¢ w pracach poswieconych
linowi informacje dotyczace pokrewnych gatunkéw, ktore zostalty juz gruntownie
scharakteryzowane i wprowadzone do akwakultury. Wcze$niejsze rezultaty badan wtasnych
(Panicz i in. 2012) pozwolity stwierdzi¢, ze lin jest blizszy filogenetycznie przedstawicielom
ryb karpiowatych z Azji. Wyniki niniejszej pracy [P3] potwierdzity na podstawie poréwnan
opracowanych sekwencji aminokwasowych rpl8, rpsil oraz ghr z sekwencjami dostepnymi
w bazie GenBank, Ze lin jest najblizszy filogenetycznie leszczowi chinskiemu (Megalobrama
amblycephala). Jest to gatunek intensywnie hodowany od 1961 r. w Chinach, ktory posiada
identyczng liczbe chromosomow (2n = 48) jak lin oraz, z ktéorym jak donosza Zou i in.

(2007), lin tworzy hybrydy o r6znym poziomie ploidalnos$ci.
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4.2.4.3. Wplyw eksperymentalnych pasz na surowiec mi¢sny lina

Poprawa biotechniki chowu lina oraz mozliwo$ci zagospodarowania PBM (maczka
z drobiowych produktéw ubocznych), w aspekcie malejacej podazy FM (maczka rybna) i FO
(oleju rybnego) na rynku pasz dla zwierzat staly si¢ glownymi przestankami wyboru
kolejnego problemu badawczego. Celem nadrzednym kolejnej pracy [P4] byta wielowatkowa
charakterystyka jakosci surowca migsnego samic lina w wieku 2+ (325 + 18 g). Dodatkowym
celem pracy byla takze ocena wpltywu zastosowania eksperymentalnych pasz o réznym
poziomie podmiany (0; 25,7; 48,6; 71,4 oraz 100%) FM przez PBM na wskazniki
biochemiczne we krwi lindbw oraz na ich kondycj¢. Wyniki analizy chemicznej filetow
ukazaty, iz zastosowane kompozycje paszowe mialy umiarkowany wptyw na poziom tluszczu
oraz suchej masy w badanych prébach. W filetach ryb karmionych pasza zawierajaca 170 g
PBM bylo statystycznie istotnie wiecej (4,70 g - kg ') thuszczu, anizeli w filetach ryb (3,33 g -
kg ') karmionych karma z 25,7% udzialem PBM. W przypadku suchej masy najmniejszy jej
udziat odnotowano w filetach lindw na poczatku doswiadczenia (23,58 g - kg') i byt on
statystycznie istotnie mniejszy niz w pozostalych wariantach do$wiadczenia. Istotny wptyw
podawania eksperymentalnych pasz odzwierciedlaly zmiany w profilach kwasow
tluszczowych filetow, gdzie wraz ze wzrostem udziatu PBM w skarmianych paszach
zwigkszatl si¢ udzial nasyconych (SFA) 1 jednonienasyconych (MUFA) kwasow
tluszczowych. Najwickszy wplyw na wzrost tych frakcji mialy odpowiednio kwas
palmitynowy (C16:0) oraz kwas oleinowy (C18:1n-9c¢). Tej tendencji towarzyszyt rowniez
odwrotny trend dotyczacy zmniejszajacego si¢ udziatu wielonienasyconych kwasow
tluszczowych (PUFA) w filetach lindow 1 w szczegdlnosci dotyczyl on kwaséw a-
linolenowego (C18:3n-3) oraz dokozaheksaenowego (C22:6n-3). Zmiany w profilach
kwasow tluszczowych wywarly rowniez swoj wptyw na stosunek kwasow thuszczowych Xn-
3/2n-6, ktory zmiejszat w filetach ryb karmionych paszami o rosngcym udziale PBM.

Interesujacym aspektem pracy sa rowniez wyniki pokazujace, ze rosnacy udziat PBM
w paszy (0% — 24,7% — 48,6% — 71,4%) koreluje z coraz lepszymi wyniki oceny
sensorycznej filetow (2,83 — 3,00 — 3,33 — 3,83) przeprowadzonej przez panel ekspertow.
Jedynie catkowita podmiana FM przez PBM w paszach prowadzita do uzyskania najnizszych
not (2,5) w ogdlnej ocenie sensorycznej filetow lindw, co najprawdopodobniej wynikato
z calkowitego wykluczenia FM z podawanej tym rybom kompozycji paszowej. Wyniki
analizy sensorycznej zaprezentowane w pracy [P4] sg pierwszymi tego typu dla lina oraz
jednymi z nielicznych, ktére oceniaja wpltyw karmienia ryb mieszankami paszowymi

or6znym stopniu podmiany FM innymi komponentami. Ocena jakosci filetow lindw
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obejmowata rowniez pomiar elementow struktury ich tkanki mig$niowej. Wraz
ze zwigkszajacym si¢ poziomem wymiany obserwowano wzrost zawarto$ci thuszczu
$rédmigsniowego. Pomiedzy badanymi grupami ryb stwierdzono istotne statystycznie rdznice
w powierzchni thuszczu $rédmig$niowego, cho¢ analiza chemiczna filetow nie wykazata
istotnych roznic w zawarto$ci tego sktadnika. Powyzsze obserwacje moga wskazywac
narozne szlaki metabolizmu thuiszczu w migéniach linow w zaleznosci od jakosci
komponentow wchodzacych w sklad podawanej rybom mieszanki paszowej. Wartym
zauwazenia jest rowniez fakt, iz obraz zewngtrzny watrdéb ryb karmionych obiema paszami
r6znil si¢ znaczaco. W przypadku ryb, ktérym podawano PBM watroby miaty blady kolor,
byly migkkie w dotyku oraz nosity $lady toczacych si¢ proceséw zapalnych. Objawow takich
nie stwierdzono w przypadku watréb lindw karmionych pasza na bazie maczki rybne;.
Podobnie jak w przypadku braku roznic w aktywnosci gendéw tworzacych o$
somatotropowa [P3], taki i w przypadku ocenianych w pracy [P4] parametréw
biochemicznych (glukoza, transaminaza alaninowa i asparaginowa, kinaza kreatynowa,
cholesterol, lipoproteiny HDL i LDL, triacyloglicerole, kortyzol oraz bilirubina) nie
stwierdzono wplywu eksperymentalnych pasz. Rodzaj paszy nie mial takze wplywu
na oceniane wyznaczniki kondycji linéw, tj. dlugo$¢ i mas¢ ryb oraz trzy wskazniki,
trzewiosomatyczny (VSI), gonadosmomatyczy (GSI) 1 hepatosomatyczny (HSI).
Konfrontujgc niniejsze wyniki z tymi dostegpnymi w innych opracowaniach naukowych uznaé
mozna, ze wplyw Zywienia jest mniej zauwazalny u osobnikow starszych. Wyniki uzyskane
w pracy [P4] pokazuja, ze zywienie dorostych (2+) samic lindow mozna oprze¢ o pasze
przygotowane na bazie PBM bez wplywu na wskazniki kondycji ryb oraz parametry
biochemiczne w krwi. Sktadnik ten jest powszechnie dost¢pny i tanszy niz FM, mozna go
takze bezproblemowo wprowadzi¢ do produkcji pasz dla ryb. Nalezy jednak pamigtac, ze nie
powinien negatywnie wplywaé¢ na funkcjonowanie organdw wewnetrznych oraz cechy
sensoryczne surowca oferowanego konsumentom. Ten ostatni element tancucha producent-
posrednik-odbiorca decyduje o atrakcyjnosci surowca rybnego, a w konsekwencji

0 ponownym jego wyborze.

4.2.4.4. Transktyptom jelita lina

Praca [P5] to holistyczne podejscie do zagadnien zwigzanych z odpowiedzig
organizmu lina na eksperymentalne kompozycje paszowe. To takze droga do zbudowania
bazy sekwencji gendéw, ktore mozna nastepnie z tatwoscig wiaczy¢ do licznych badan nad

tym gatunkiem. W ramach tej pracy wykorzystano wysokoprzepustowa technike
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sekwencjonowania transkryptomow (RNA-Seq). Sekwencjonowaniu poddano 10 bibliotek
RNA-Seq przygotowanych na podstawie izolatow RNA wyekstrahowanych z fragmentéw
jelit samic linow. Dla kazdej z 10 prob uzyskano $rednio po 51619586 (£ 7290790)
odczytow, ktore po ocenie jakos$ci w programie FastQC zlozono de novo zgodnie z procedura
DRAP. Podejscie to umozliwito uzyskanie 64070 kontigéw o tacznej dugosci 52816065 par
zasad z N50 = 1272 pz oraz N90 = 341 pz. Poréwnanie sekwencji z annotacja (43,21%)
ztymi bez (44,95%) ukazato, iz wigekszos¢ sekwencji powyzej lkpz posiada annotacje
i najwiece] zgodnosci sekwencji (28405) uzyskano dla gatunku Danio rerio. Najwigkszy
udzial w procesie annotacji mialy bialkowe bazy Refseq (43,21%), nastepnie Swissprot
(8,12%) oraz baza stworzona dla gatunku D. rerio (3,1%). Wyniki pracy [PS] zawieraja
réwniez informacje o polimorfizmach mikrosatelitarnych (SSR) - tacznie zidentyfikowano
23668 w 16866 kontigach, z ktérych 4725 zawieralo wigcej niz jeden wariant
mikrosatelitarny. Dodatkowo analiza w programie repeatmasker pokazata, ze wzrost dtugosci
motywu SSR koreluje ze spadkiem liczby poszczegdlnych motywow, tj. 14257 SSR - 1 bp,
6180 SSR - 2 pz, 2294 SSR - 3 pz, 622 SSR - 4 pz, 243 SSR - 5 pz oraz 72 SSR - of 6 pz.
Analiza polimorfizméw w zlozonych sekwencjach obejmowata réwniez identyfikacje
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP), z ktorych 118002 reprezentowalo tranzycje,
a 83577 transwersje. Ocen¢ jako$ci oraz kompletnosci annotacji uzyskanych kontigéw
(kompletno$¢ transkryptomu) przeprowadzono w oparciu o BUSCO, dzigki czemu wykazano,
ze z 429 gendéw (niezduplikowane ortologi) wspolnych dla organizmoéw eukariotycznych
70,2% znajduje si¢ w zlozonym transkryptomie jelita lina. Wysoka jako$¢ otrzymanego
transkryptomu lina potwierdzono takze poprzez poréwnanie go metoda BLAST
z referencyjnymi sekwencjami bialkowymi C. carpio oraz D. rerio, dla ktorych zgodno$é¢
sekwencji wyniosta odpowiednio 15699 (lin vs. karp) oraz 13585 (lin vs. danio). Aby
dopeli¢ procedur kontroli jakosci transkryptomu poréwnano zlozone sekwencje lina
wzgledem genomu karpia, w wyniku czego uzyskano zgodno$¢ sekwencji na poziomie
98,97%. Wynikiem, ktory w niestandardowy sposdb potwierdzit przydatnos¢ stworzonej bazy
byta identyfikacja 91 ze 128 sekwencji wybranych genow w transkryptomie jelita lina.
Sekwencje reprezentowaly geny odpowiedzialne za synteze bialek, bioracych udziat
w procesie trawienia. Opracowang baz¢ transkryptomu jelita lina opublikowano pod adresem
http://ngspipelines2.toulouse.inra.fr:9010. Jest ona dostgpna dla wszystkich o0sob
zainteresowanych badaniami nad linem, ale takze stanowi niezwykle zasobne zrodto
informacji uzytecznych w badaniach po§wigconych gatunkom pokrewnym. Baza umozliwia

tatwe wyszukiwanie genow na podstawie nazw badz sekwencji (nBLAST), jak rowniez
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polimorfizméw SSR oraz SNP niezwykle uzytecznych w programach selekcji lina opartych
o markery molekularne (MAS).

W pracy [PS] przetestowano takze mozliwo$¢ poroéwnania transkryptomow jelita
pozyskanych z dwoch grup lindw, z ktérych jedna grupa karmiona byta pasza przygotowang
na bazie maczki rybnej (FM), natomiast druga - karmg przygotowana na bazie maczki
uzyskanej z produktow ubocznych przemystu drobiarskiego (PBM). Poréwnanie
przygotowanych transkryptoméw w oparciu o programy edgeR oraz DESeq2 ujawnito,
odpowiednio 721 oraz 69 kontigbw ktore charakteryzowaly si¢ statystycznie istotnie
odmiennym poziomem ekspresji (DEC, ang. differentially expressed genes) miedzy
wariantami zywieniowymi FM i PBM. Aby wyselekcjonowa¢ wspdlne kontigi stworzono
diagram Venna, ktory ukazat 57 DEC, z ktorych 40 (70,2%) mialo nizszy poziom ekspresji
w probach jelit pozyskanych od ryb zwariantu PBM. Jako ze tak mata liczna DEC
réznicowala obie grupy transkryptomow, charakterystk¢ wszystkich DEC przeprowadzono
woparciu o programy BLASTn oraz BLASTx. Procedura ta ostatecznie pozwolita
naidentyfikacje 18 DEC zawierajacych charakterystyczne fragmenty sekwencji kodujacych
biatka odpowiedzialne ze rozmaite funkcje w organizmie. Najwigksza liczbg biatek
reprezentowatly te zaangazowane w odpowiedZ immunologiczng (11), nast¢pnie adhezje
komorek (2), trawienie (2), przekazywanie sygnatow migdzykomoérkowych (2) oraz funkcje
innego rodzaju (1). W najliczniejszej grupie zidentyfikowano mi¢dzy innymi elementy uktadu
dopetniacza, gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej oraz receptory petnigce role w reakcjach
obronnych organizmu. Analizujac uzyskane wyniki z tatwo$cia mozna stwierdzi¢, iz
podmiana FM przez PBM nie prowadzi do bezposrednich zmian w funkcjonowaniu szlakow
metabolicznych odpowiedzialnych za trawienie bialek, thuszczu badz innych skladnikow
wchodzacych w sktad karmy. Tak pozornie drobna zmiana w kompozycji paszowej
doprowadzita natomiast do wzbudzenia odpowiedzi obronnej oraz zmian w funkcjonowaniu
bton przewodu pokarmowego samic lindw. Interesujacym wynikiem jest podwyzszona
ekspresja genow paracinguliny oraz klaudyny 2 w jelitach lindéw karmionych PBM, ktora jest
wynikiem zwigkszonej zawarto$ci nasyconych kwasow thuszczowych w maczce drobiowej
prowadzacej do zalegania tluszczu w jelitach [P4]. Poszukiwanie takich genow metoda real-
time PCR byloby ekstremalnie kosztochtonne, czasochtonne izasadochtonne. Teraz gdy
powszechnie dostgpna baza transkryptomu jelita lina dostarcza gotowych sekwencji genow,
mozna z powodzeniem monitorowa¢ (np. w oparciu o opracowane w pracy [P3] kalibratory)
skomplikowang fizjologi¢ tego gatunku, co ewidentnie pokazata konczaca opisywany tutaj

cykl praca [P5].
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4.2.5. Podsumowanie

Doskonalenie biotechniki chowu gatunkow ryb to zadanie, ktére wymaga statego
1 intensywnego prowadzenia badan. Wystarczy spojrze¢ na gtoéwne gatunki w akwakulturze,
ktére pomimo generowania znacznych przychodow, stale wymagaja zmian w sferze
ich biotechniki chowu. Zagrozenie, ktére widzg naukowcy, a coraz cze¢sciej zauwazaja takze
1 osoby spoza nauki, dotyczy hodowli, ale takze i upraw, bazujacych na niewielkiej liczbie
gatunkow. Intensyfikacja hodowli i idaca za tym homogenizacja puli genowej w celu
zachowania cech produkcyjnych na optacalnym poziomie nie jest zdaniem autora tego
opracowania podstawa zréwnowazonej akwakultury. Wiasciwym kierunkiem, cho¢ nie
jedynym, wydaje si¢ by¢ dywersyfikacja produkcji akwakultury, ktora w koncowym
rozrachunku prowadzi do zwigkszenia podazy surowca oferowanego konsumentom.
W $rodowisku stodkowodnym lin jako gatunek dodatkowy, czesto hodowany w systemie
polikultury z innymi przedstawicielami ichtiofauny, z latwosciag wpisuje si¢ w wizje
akwakultury przysztosci. Liczne badania prowadzone w XX 1 na poczatku obecnego wieku
pokazuja niemalejace zainteresowanie tym gatunkiem. Cykl niniejszych prac wypetnit luke
w badaniach nad linem, konkretnie nad jego forma dorosty. Prace dostarczyly informacji
o tym, ze gatunek ten wyraznie reaguje na warunki w jakich bytuje, pokazujac tym samym,
ze moze by¢ rowniez hodowany w warunkach akwakultury sadzowej. Obrazowaty to wyniki
porownujace aktywnosci elementow systemu antyoksydacyjnego (SOD, GPx, CAT, GST
oraz FRAP), jak rowniez poziomy markeréw funkcjonowania watroby (ALT, AST), markera
funkcjonowania miegé$nia sercowego (LDH) oraz markeréw stanu odzywienia (albumina,
bilirubina, kwas moczowy). Wyniki powyzszych prac rzucaja nowe Swiatlo na kwesti¢
zywienia dorostych linow, jako ze element ten stanowi znaczacy udzial w kosztach
intensywnej hodowli sadzowej. Dlatego tez w kolejnych pracach wicksza uwage zwrdcono
na sposob monitorowania wplywu mieszanek paszowych na organizm lina. Podej$cie
to doprowadzilo do opracowania panelu potencjalnych genéw referencyjnych, z ktorych
wytypowano dwa (rpl8§ oraz rpsil) o cechach wlasciwych dla stabilnego kalibratora o niskim
poziomie ekspresji. Wykazano réwniez, Ze ocena ekspresji genéw metodg real-time PCR
pozwala na szybka ocen¢ odpowiedzi organizmu ryby na podawang pasze. Nalezy jednak
zwrdci¢ uwage na wybor ocenianych gendéw, gdyz niewielkie zmiany w paszy niekoniecznie
musza zmieni¢ aktywno$¢ gendw osi somatotropowej - gtdéwnego szlaku w organizmie, ktory
kontroluje wiele istotnych procesow fizjologicznych. Waznym elementem monitorowania
reakcji lina na eksperymentalne mieszanki paszowe byta ocena kondycji, wskaznikéw

biochemicznych oraz wlasciwosci surowca (struktura, sklad chemiczny, wlasciwosci
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sensoryczne). Sposrod uzyskanych wynikow jedynie profil kwasow thuszczowych, struktura
filetow oraz wlasciwosci sensoryczne zmienity si¢ istotnie pod wplywem zastosowanego
zywienia. Jest to wazna obserwacja o aplikacyjnym charakterze, ktora wskazuje, ze lin
moze by¢ zywiony eksperymentalnymi mieszankami paszowymi jedynie z zachowaniem
odpowiedniego udzialu maczki drobiowej w ich skladzie. Innowacyjnym podejSciem
z zakresu nutrigenomiki bylo wykorzystanie techniki RNA-Seq do zbudowania bazy
genow, ktore ulegaja ekspresji w jelicie lina. Ponadto za pomoca testu zZywieniowego
potwierdzono uzyteczno$¢ tej techniki i wskazano geny, ktorych ekspresja zalezy od
skarmianych mieszanek paszowych. Przedstawione w niniejszym autoreferacie prace [P1-
P5] charakteryzuja istotne aspekty zwigzane z biotechnikg chowu lina, przez co dostarczaja
szeregu uzytecznych informacji opisujacych funkcjonowanie organizmu lina. Badania byly
rozwinigciem doswiadczen wykonanych przez innych naukowcdw, co znaczaco uzupehito
aktualng wiedz¢ o linie, a co najwazniejsze otworzytlo droge do kolejnych doswiadczen

nastawionych na intensyfikacj¢ produkcji tego gatunku.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH
Srodowisko wodne znajdowato sie zawsze w kregu moich zainteresowan i stato sie
podstawa wyboru kierunku studiéw Biotechnologia na Wydziale Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat Akademii Rolniczej w Szczecinie. Studiowanie na tym kierunku pozwolilo mi
zaangazowac¢ si¢ w prace naukowa poprzez uczgszczanie na warsztaty prowadzone przez kota
naukowe. Efektem takich aktywnosci bylo pierwsze uczestnictwo w konferencja naukowych,
praktyki w laboratoriach pozauczelnianych, czy tez praca magisterska poswigcona
poszukiwaniu mutacji w genomie pstraga teczowego oraz powigzaniu ich z cechami
hodowlanymi. Podczas wielomiesi¢cznych badan, obejmujgcych pobor prob w gospodarstwie

rybackim, a nastgpnie wieloetapowg procedur¢ poszukiwania i oceny wariantow

-28 -



dr inz. Remigiusz Panicz Autoreferat — Zatgcznik 2

molekularnych, poznalem podstawy prowadzenia badan wykorzystujacych techniki biologii
molekularnej. Wyniki uzyskane w ramach pracy magisterskiej zostaly przekazane
zainteresowanym gospodarstwom pstragowym z wojewddztwa zachodniopomorskiego oraz

upublicznione w postaci angloj¢zycznego artykutu naukowego [D.6].

5.1. Okres przed uzyskaniem stopnia doktora
Studia doktorancie zapoczatkowane w 2006 roku na Wydziale Nauk o Zywnosci
i Rybactwa owczesnej Akademii Rolniczej w Szczecinie (obecnie ZUT w Szczecinie) byly
dla mnie okazja do zaangazowania si¢ w prace Zakladu Choréb Ryb, czego efektem bylo
pierwsze doniesienie na konferencj¢ mig¢dzynarodowa, opisujace problematyke klasyfikacji
taksonomicznej widlonogoéw [B1.8]. Nastepnie po zmianie jednostki na Zaktad Akwakultury
moglem rozwija¢ swoje zainteresowania technikami biologii molekularnej poprzez
zaangazowanie si¢ rownolegle w kilka inicjatyw badawczych, tj.:
A. monitoring czynnikoéw chorobotworczych zagrazajacych rodzimej ichtiofaunie,
B. ocena zrdoznicowania genetycznego populacji ryb dziko zyjacych oraz stad ryb
hodowlanych,
C. charakterystyka funkcjonowania osi somatotropowej lina na dzialanie czynnikow

abiotycznych.

Ad. A. Monitoring czynnikow chorobotworczych zagrazajacych rodzimej ichtiofaunie
Od poczatku lat XXI wieku patogenem, ktory w sposob szczegélnie dotkliwy
doswiadczat stodkowodna czg¢s¢ akwakultury byt Koi Herpesvirus (CyHV-3, KHV). Dlatego
tez majac do dyspozycji odpowiednio wyposazone zaplecze badawcze Zaktad Akwakultury
zrealizowal dwa glowne projekty badawcze, na ktérych realizacj¢ pozyskal $rodki
z Sektorowego Programu Operacyjnego "Rybolowstwo i Przetwdrstwo Ryb 2004-2006".
Pierwszy z projektow zatytutowany ,,Okreslenie nosicielstwa i podatnosci na infekcje Koi-
Herpes-Virusem wybranych gatunkéow ryb karpiowatych i ich krzyzowek pochodzacych
z wod otwartych i1 obiektéw hodowlanych potozonych w zlewni Odry" dostarczyt informacji
o obecnosci KHV u ryb dziko zyjacych oraz tych pochodzacych z o$rodkéw hodowlanych
zlokalizowanych w obszarze zlewni Odry. Efektem prac byly informacje wskazujace
na wysoki poziom zmienno$ci genomu wirusa, co Ww konsekwencji przeklada si¢
na konieczno$¢ stosowania kombinacji starteréw pozwalajacych na jego detekcje.
Dodatkowym aspektem diagnostycznym bylo wykazanie, iz przy tak wysokim poziomie

zmienno$ci potwierdzenie obecnosci wirusa poprzez sekwencjonowanie jest konieczne.
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W pracy stwierdzono rowniez, ze wysoki poziom zmienno$ci genomu wirusa spowodowat
dostosowanie si¢ tego patogenu do funkcjonowania w wodach o termice, ktéra jest
charakterystyczna dla Centralnej Europy (17-21°C). Kolejnym kluczowym wynikiem
przeprowadzonych prac byla lista 18 gatunkow ryb innych niz karp, u ktorych stwierdzono
obecno$¢ KHV. Informacje te rzucity nowe $wiatto na mozliwos$ci rozprzestrzeniania si¢ tego
czynnika chorobotworczego w $rodowisku wodnym. Zwlaszcza, ze u badanych osobnikéw
wektorowych nie stwierdzono zadnych objawdw chorobowych typowych dla infekcji
wywotywanych tym wirusem. Ponadto badania laboratoryjne obejmujace kohabitacje karpi
SPF (ang. Specific Pathogen-Free) wraz z gatunkami o potwierdzonym nosicielstwie KHYV,
pokazaty, ze wirus przenoszony przez wektory moze powodowac $nigcia karpi. Wszystkie
dane uzyskane w ramach tego projektu sa wykorzystywane do ograniczenia ostrych
wybuchow choroby powodowanej przez KHV poprzez wspdlne otwarte dziatania
na poszczeg6lnych ciekach Odry [D.18, D19].

Drugi ze zrealizowanych projektow zatytulowany ,,Ustalenie statusu molekularnego
izolatow Koi-Herpes-Virusa oraz wskazanie wektorow jego rozprzestrzeniania si¢ pos$rod
rodzimych gatunkow ryb, matzy i skorupiakdéw", stanowit kontynuacje i rozszerzenie badan
dotyczacych wystepowania i rozprzestrzeniania si¢ KHV na obszarze zlewni Odry. W ramach
przeprowadzonych badan terenowych oraz laboratoryjnych wykazano, ze czasteczki wirusa
moga si¢ gromadzi¢ w organizmach bezkregowcow takich jak: szczezuja wielka (Anodonta
cygnea) oraz kielz zdrojowy (Gammarus pulex). Gatunki te naturalnie wystepuja
w rozmaitych typach $rodowisk, i jak wynika z badan, moga stanowi¢ rezerwuar KHV
w stawach karpiowych. Badania molekularne potwierdzity réwniez potrzebe stosowania
zréznicowanego podejscia do detekcji tego patogenu [A.17]. Wyniki uzyskane w ramach obu
projektow  zostaly upowszechnione w formie doniesien podczas konferencji
mi¢dzynarodowych [B1.4, B1.5, B1.7, B1.9] oraz krajowych [B2.2]. Dodatkowo rezultaty
zaprezentowane zostaly w formie prezentacji ustnych podczas konferencji krajowej [K.14]
oraz migdzynarodowej [K.19], na udziat w ktoérej otrzymatem stypendium konferencyjne
przyznane przez University of Florida oraz American Fisheries Society. Rozwoj diagnostyki
wirusologicznej KHV w oparciu o PCR, hybrydyzacj¢ in situ oraz test immunofluorescencji
posredniej umozliwil rowniez wykazanie, ze dwa gatunki ryb jesiotrowatych, jesiotr rosyjski
(4. gueldenstaedtii) oraz jesiotr atlantycki (4. oxyrinchus) moga by¢ rowniez aktywnymi
i bezobjawowymi wektorami tego wirusa. Dodatkowo porownanie skutecznosci detekcji
KHV z wykorzystaniem kilku powszechnie stosowanych par starterow pozwolito

na wytypowanie jednej pary oraz wskazanie, ze najskuteczniejsza metoda byta hybrydyzacja

-30 -



dr inz. Remigiusz Panicz Autoreferat — Zatgcznik 2

in situ [D.11], jesli proby pobierano przyzyciowo. Rozszerzone badania nad gatunkami
jesiotrowatymi, tj. jesiotrem syberyjskim (Acipenser baerii), atlantyckim oraz rosyjskim,
wykazaly rowniez obecno$¢ innego groznego czynnika chorobotwoérczego, jakim jest WSIV
(ang. white sturgeon iridovirus). Nasze pionierskie badania potwierdzity obecnos¢ WSIV
w Polsce po raz pierwszy w 2007 r., a analizy, ktore upowszechniono podczas konferencji
w Paryzu [B1.10], prowadzone sg nadal w Zaktadzie Akwakultury ZUT w Szczecinie. Nalezy
nadmieni¢, iz w grupie licznych przyktadow diagnozowania czynnikéw chorobotworczych,
opisywanych w tej cze$ci opracowania, nie moze zabrakng¢ informacji dotyczacych metod
innych niz molekularnych. Takim przyktadem byta charakterystyka przypadku wiokniaka
u karasia ztocistego (Carassius auratus), ktora byla mozliwa dzigki zastosowaniu potaczenia

technik mikroskopii konwencjonalnej oraz elektronowej [D.10].

Ad. B. Zroznicowanie genetyczne ryb dziko zyjacych oraz hodowlanych

Istotnym elementem efektywnego zarzadzania populacjami badZz stadami ryb jest
konieczno$¢ wczesniejszego posiadania informacji o ich zrdéznicowaniu genetycznym.
W pracy [D.9] wykorzystano region ND-1 mitochondrialnego DNA, na podstawie ktoérego
scharakteryzowano zréznicowanie genetyczne populacji siei (Coregonus lavareus)
zamieszkujacych jeziora Polski (Insko, Woswin, Miedwie, Marianowo, Wisola, Czarne,
Sremskie, Morzycko), Austrii (Traunsee) i Szwajcarii (Lucerne). Wskazano, iz najwiekszym
zrdznicowaniem wewnatrzpopulacyjnym charakteryzowaty si¢ populacje siei zamieszkujace
jeziora Insko, Miedwie, Marianowo, Wisola, Sremskie, Morzycko oraz Lucerne. Natomiast
najnizszym - sieje z jezior Woswin, Czarne oraz Traunsee, w ktorych stwierdzono tylko jeden
haplotyp H2. Haplotyp ten byt teZ najczesciej obserwowanym (68,42%) wsroéd wszystkich 10
przebadanych populacji. Analizy genetyczne ujawnity rowniez obecno$¢ nowego, wczesniej
nienotowanego haplotypu u siei bytujacych w jeziorze Lucerne oraz potwierdzity wptyw
programow zarybieniowych na liczbg¢ haplotypow. Byto to widoczne po przeanalizowaniu
historii  zarybieniowych dla jeziora Sremsko oraz liczby haplotypow (pigé)
zidentyfikowanych w opisywanej pracy. Kolejne badania zwigzane z oceng zrdéznicowania
genetycznego w populacjach jelca (Leuciscus leuciscus) oraz w obrebie wybranych gatunkéw
Anguilliformes pozwolily na przedstawienie danych na temat zrdéZznicowania genetycznego
populacji jelca rzek Wisty, Odry oraz Niemna [B2.5]. Natomiast aktywno$¢ naukowa
zwigzana z oceng cech biometrycznych oraz genetycznych wybranych gatunkow wegorzy
zaowocowala poczatkowo doniesieniem zaprezentowanym podczas ogoélnopolskiej

konferencji [B2.3] oraz pracg opublikowang w czasopismie naukowym [D.12]. Dodatkowo
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temat ten byl na tyle interesujacy oraz istotny, ze w ciagu kolejnych lat wraz z zespotem
dopracowalismy procedur¢ identyfikacji genetycznej gatunkdéw wegorzy, ktora wielokrotnie
stala si¢ podstawa ekspertyz wykonywanych na zlecenie podmiotow zewnetrznych
wyszczegolnionych w sekcji M zatacznika nr 4. Oceny morfologiczne byly réwniez
konieczne podczas identyfikowania oraz charakteryzowania nowych gatunkow, ktore zostaty
ztowione w wodach Polski po raz pierwszy, jak to mialo miejsce w przypadku zbrojnika
lamparciego (Pterygoplichthys gibbiceps) [D.13].

Zrbéznicowanie genetyczne populacji oraz stad hodowlanych lina oceniano w pracy
opublikowanej w 2009 r. na podstawie 792 prob [A.18]. Najwigksze zrdznicowanie
genetyczne stwierdzono u lindw z Niemiec, ktore pozyskano ze zbiornika Felchowsee oraz
hodowli Konigswartha. Natomiast najnizsze dla lindbw hodowlanych z Hiszpanii, ktore
charakteryzowaty si¢ homozygotycznym uktadem alleli w kazdym z analizowanych loci.
Niskie zréznicowanie zaobserwowano dla populacji lina z tureckiego jeziora Sapanca oraz
zhodowli w Chinach. Interesujacy jest fakt, Ze najnizsze zrdéznicowanie genetyczne lindw
obserwowano pomiedzy Turcja, Hiszpaniag oraz Chinami, czyli krajami, ktore dzielit
najwickszy dystans geograficzny. Badania te sugerowaty, iz osobniki z tych populacji
nalezaly do wschodniej linii linéw, gdyz na drzewie obrazujacym filogenezg tego gatunku
liny z tych trzech lokalizacji tworzyly jedng gataZ o wysokiej wartosci poparcia (bootstrap =
100%). Zachodnia linia lindw odzwierciedlita natomiast mieszanke poszczegolnych
genotypow linéw, ktéra w duzej mierze wynikala z translokacji oraz krzyzoéwek stworzonych
na podstawie linow z réznych rejondw Europy. Dane uzyskane w ramach tej pracy
dostarczyly pierwszych tak obszernych informacji o zréznicowaniu genetycznym lina,

co W znaczacy sposob wplynelo na sposob zarzadzania zasobami genetycznymi tego gatunku.

Ad. C. Charakterystyka funkcjonowania osi somatotropowej lina

Trzecig inicjatywa naukowag omawianego okresu byly badania zwigzane z praca
doktorska zatytutowang ,,Zastosowanie metody real-time PCR oraz kompetycyjnego testu
ELISA do okreslenia potencjatu wzrostowego lina Tinca tinca L.”. Cykl analiz prowadzonych
w ramach tej pracy doprowadzil do ustalenia pierwszej pelnej sekwencji genu hormonu
wzrostu (gh) lina, ktora to zostala zdeponowana w bazie GenBank i opatrzona numerem
akcesyjnym HM114351.1. Zamieszczona w bazie sekwencja gh liczyta 1776 pz i sktadata si¢
z 5 egzondéw o tacznej dtugosci 633 pz. Sekwencje gh opracowane dla linow przeanalizowano
réwniez pod katem mutacji, gdyz jak powszechnie wiadomo moga one mie¢ kolosalne

znaczenie dla funkcjonowania kodowanego przez nie biatka. Dlatego tez ustalenie peinej
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sekwencji otworzylo droge do kolejnego etapu badan, w ktéorym opracowano przestrzenny
model biatka hormonu wzrostu lina. Skladal si¢ on z 4 helis biegnagcych w uktadzie gora-
gora-dot-dot poczynajac od N-konca peptydu. W sekwencji aminokwasowej zidentyfikowano
5 charakterystycznych reszt cysteinowych (Cys 71, Cys 145, Cys 183, Cys 200 oraz Cys 208)
oraz dwa miejsca N-glikozylacji (Asp 155 i Asp 207). Ze wzgledu na strukture biatko
to nalezy do nadrodziny ligandow hematopoetycznych. Dalsze prace nad modelem
umozliwily zidentyfikowanie reszt aminokwasowych, ktoére moga by¢ zaangazowane
w taczenie z receptorem hormonu wzrostu, tj. Lys 186, His 189, Lys 190 oraz Thr 193.

Druga cze$ci pracy doktorskiej obejmowala czg$¢ eksperymentalng, w ktorej
testowano wplyw réznych wartosci temperatury wody (10°C, 15°C, 20°C, 25°C) na poziom
ekspresji genu hormonu wzrostu w przysadce mozgowej, watrobie oraz mig¢sniach samic
i samcow linow. Dodatkowym celem badafh bylo réwniez okreslenie czy poziom hormonu
wzrostu oraz insulinopodobnego czynnika wzrostu typu I w osoczu i watrobie s3 zalezne
od wariantu temperaturowego. Wyniki dotyczace aktywnos$ci genéw wykazatly, ze glownym
miejscem ekspresji jest przysadka moézgowa, nastgpnie mig$nie, natomiast najnizsza
aktywno$¢ stwierdzono w hepatocytach. Ze wzgledu na wysoka zmienno$¢ wartosci Ct
uzyskanych w metodzie real-time PCR nie potwierdzono zalezno$ci pomigdzy wzrostem
temperatury oraz aktywno$cia gh. Z kolei pomiar aktywno$ci osi somatotropowej
na poziomie bialek ujawnil, Ze poziom stezenia hormonu wzrostu zwigkszat si¢ wraz ze
wzrostem temperatury do poziomu 20°C, a nastgpnie spadal. Obserwowana tendencja
dotyczyta obu typoéw badanych prob, zarowno pobranych od samic, jak 1 samcow lina, co
potwierdzito wptyw wzrostu temperatury wody na poziom hormonu wzrostu. Dodatkowo
badania wykazaly, Zze po przekroczeniu temperatury wody 20°C hormon wzrostu jest
efektywnie wylapywany i wigzany przez swoj receptor. Analiza warto$ci uzyskanych dla
drugiego z badanych biatek wykazata, ze wzrost temperatury od 10°C do 25°C powoduje
state istopniowe zwickszenie si¢ st¢zenia insulinopodobnego czynnika wzrostu typu I
w hepatocytach. W przypadku prob osocza obserwowano zalezno$¢ odwrotng — wzrost
temperatury powodowat spadek stezenia tego biatka. Zaobserwowane zaleznosci dostarczyty
informacji zwigzanych z dynamika funkcjonowania osi somatotropowej lina, ukazujac jak
funkcjonuje sprzg¢zenie zwrotne wywierane przez insulinopodobny czynnik wzrostu typu I
na syntez¢ hormonu wzrostu regulowang poziomem aktywno$ci somatostatyny. Wyniki
opisywane w niniejszej sekcji stanowily podstawe rozprawy doktorskiej, ktorag obronitem
z wyroznieniem 17 listopada 2010 r. Cz¢$¢ wymikow badan opracowatem dzieki wspotpracy

z naukowcami z Friedrich-Loeffler-Institut (Niemcy), gdzie kilkukrotnie wyjezdzalem na staz
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celem zrealizowania czg¢$ci badan. Natomiast publikacje charakteryzujace struktur¢ genu oraz
biatka hormonu wzrostu lina [A.16], jak 1 aktywno$¢ elementow osi somatotropowej [A.7]
zostaly wydane w czasopismach o miedzynarodowym zasiegu. Informacje na temat moich
badan nad linem zaprezentowatem réwniez podczas migdzynarodowej konferencji w Ceresole

d’Alba, Wiochy [B1.6].

5.2. Okres po uzyskaniu stopnia doktora
Moja aktywno$¢ naukowa po obronie doktoratu znaczaco si¢ zwigkszyta i obok
glownego problemu badawczego, ktéry stanowi podstawe niniejszego postgpowania
habilitacyjnego, skupiala si¢ gtownie wokot nastepujacych zagadnien:
D. genetyka populacyjna ryb i bezkregowcow w kontek$cie monitorowania i ochrony
zasobow,
E. monitoring czynnikow chorobotworczych zagrazajacych ichtiofaunie,

F. analiza mozliwos$ci opracowania nowych produktow spozywczych.

Ad. D. Genetyka populacyjna ryb i bezkregowcow w kontekScie monitorowania
i ochrony zasobow

Identyfikacja gatunkéw, ocena zrdznicowania genetycznego czy tez efektywne
zarzadzanie populacjami musi si¢ opiera¢ o wiarygodna baze¢ danych przygotowana
na podstawie reprezentatywnie pobranych prob. W ramach swej dziatalno$ci uczestniczylem
w realizacji projektu zatytulowanego ,,Opracowanie genetycznego systemu identyfikacji
produktéow zywnosciowych pochodzacych z ryboldwstwa i akwakultury wprowadzanych
na obszar celny Unii Europejskiej” — Celfish. W ramach tej inicjatywy zostal zgromadzony
kilkunastotysigczny zbidr pletw ryb, pozyskanych w kilkudziesigciu panstwach z szesciu
kontynentéw. Nastepnie z wytypowanych ptetw wyizolowano DNA oraz zamplifikowano
i zsekwencjonowano fragmenty sekwencji rodopsyny, ktéory peini funkcje znacznika
gatunkowego. Tak zgromadzone zasoby zostaly przygotowane w celu wspierania
pracownikow Urzedu Celnego podczas prac zwigzanych z identyfikacja ryb i produktow
rybnych. Badania przeprowadzone na podstawie zgromadzonych prob staly si¢ rowniez
podstawa do przygotowania czterech prac [A.2, A.3, A8, A.9], opublikowanych
w czasopismach o mig¢dzynarodowym zasiegu. W pracach tych oceniano stan wybranych
populacji ryb w analizowanych rejonach $wiata. Dzigki projektowi Celfish pracownicy Izby
Celnej w Szczecinie, Inspektoratu Rybotdéwstwa, Granicznej Stacji  Sanitarno-

Epidemiologicznej, Inspekcji Jakosci Handlowej  Artykutow  Rolno-Spozywczych
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w Szczecinie oraz przedstawiciele sektora przetwdrstwa rybnego zainteresowali si¢
problematyka zwigzang z poprawnym oznakowaniem ryb 1 produktow rybnych
sprowadzanych na teren Unii Europejskiej. Informacje kluczowe dla wyzej wymienionych
grup osob zostaly przedstawione podczas czterech szkolen w Kotobrzegu, ktore wraz
ze wspotwykonawcami projektu przygotowatem w latach 2011-2014.

Badania nad zréZznicowaniem genetycznym siei, zainicjowane w okresie przed
uzyskaniem stopnia doktora, byly kontynuowane i rozwijane takze i po tym okresie.
Przeprowadzono dokladng analiz¢ populacji siei aktualnie zajmujacej jezioro Miedwie,
poréwnano jej poziom zréznicowania genetycznego wzgledem archiwalnych prob,
pozyskanych z berlinskich zbioréw Museum fiir Naturkunde oraz okre$lano czy sieje z tego
zbiornika s3 hybryda powstalg ze skrzyzowania siei i pelugi (Coregonus peled), [A.15].
Wyniki analiz genetycznych wykazatly, iz badane ryby zasiedlajace jezioro Miedwie nie sg
hybrydami oraz ich genotyp odpowiada tym archiwalnym sprzed ponad wieku. Jest
to rowniez punkt odniesienia, wzgledem ktorego przygotowywane sa ekspertyzy
dla Modehpolmo - uzytkownika rybackiego prowadzacego zarybienia sieja na jeziorze
Miedwie. W ramach innych badan populacyjnych uczestniczylem réwniez w analizach
przeprowadzonych dla innych gatunkow, takich jak kara$§ srebrzysty (Carassius gibelio),
[D.2], karas pospolity (Carassius carassius), [D.8], sterlet [D.7], czy tez hybrydy
mi¢dzygatunkowe Cyprinus carpio x Carassius auratus [A.14]. Istotng czg$cia mojej
aktywno$ci naukowej byly prelekcje wygloszone podczas krajowych [K1.2] oraz
migdzynarodowych [K1.1, K1.4, KI1.5, KI1.6, K1.7, K1.8] konferencji po$wieconych
rozwojowi zrownowazonej akwakultury. Znajomo$¢ trendow zwigzanych z rozwojem
akwakultury zaowocowata wspolrealizacja projektu o akronimie CERES (Climate change and
European aquatic RESources) w ramach ogdlnoeuropejskiej inicjatywy Horyzont 2020. Jako
partner projektu jestem wspotodpowiedzialny za dostarczenie danych niezbgdnych
do stworzenia modelu pozwalajacego na wytypowanie czynnikow, ktore beda mialy
najwickszy wplyw na rozwoj akwakultury i ryboldwstwa w Centralnej Europie. Dodatkowo
modele oraz inicjatywa ,,Typical farm” zostanie wzbogacona danymi eksperymentalnymi,
ktére wstepnie zostaly zaprezentowane podczas XXII Krajowej Konferencji-Szkolenie
Hodowcow Karpia [D.16, B2.1] na poczatku 2017 r., a w formie rozszerzonej zostana
przedstawione podczas konferencji European Aquaculture w Dubrowniku (17-20.10.2017r.).

Z badan oceniajacych zréznicowanie genetyczne w obrebie rozmaitych populacji badz
stad ryb [B1.1] oraz bezkrggowcow [A.6, B1.3] wyklarowat si¢ wérod moich badan silny nurt
w kierunku aktywnej ochrony gatunkow. Efektem dziatan w tym kierunku byt projekt
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poswiecony ocenie zroznicowania genetycznego populacji raka szlachetnego (Astacus
astacus) na Pomorzu. Projekt pozwolil na zgromadzenie danych genetycznych, ktore
odzwierciedlaja kondycje populacji tego gatunku oraz s3 wykorzystywane w programach
sztucznego rozrodu raka szlachetnego. Wyniki badan zostaly zaprezentowane podczas
konferencji astakologicznej w Landau (Niemcy) oraz podczas konferencji uswietniajacej
pierwsza rocznice powstania Polskiego Towarzystwa Genetyki Konserwatorskiej
LUTREOLA. Wraz z pierwszymi czlonkami bytem wspoélzatozycielem tego Towarzystwa
w 20151, a w 2016 1. zostalem powolany do petnienia funkcji przewodniczacego Rady
Naukowej PTGK LUTREOLA. W ramach dziatalno$ci Towarzystwa oraz we wspOtpracy
z innymi podmiotami pozyskalem finansowanie na realizacj¢ dwoch projektow z zakresu
genetyki konserwatorskiej, tj. "Science in the service of nature - gene pools conservation
of endangered and threatened mammalian species by knowledge transfer and experience
sharing on the best practices in conservation genetics of teriofauna" oraz "Exchange
of knowledge, experiences and best practices in study and control of the invasive alien species
populations in Iceland and Poland". Wyniki uzyskane w ramach realizowanych projektow
oraz dziatalnosci Towarzystwa [D.14, D.15] zostang zaprezentowane podczas
migdzynarodowej konferencji “Nauka w stuzbie przyrody — genetyka konserwatorska
I przeciwdziatanie  inwazjom  biologicznym”, ktérej jestem  wspolorganizatorem.
Podejmowane inicjatywy, ktore lacza analizy genetyczne oraz identyfikacj¢ gatunkéw
zaowocowaly zaproszeniem mnie do zespotu redakcyjnego czasopisma Knowledge and
Management of Aquatic Ecosystems (IFy6 = 1,217), opublikowaniem pracy o nowym
gatunku w Morzu Battyckim [A.5], jak rowniez dwoch prac o zréznicowaniu genetycznym

przywr digenetycznych [A.11, A.12].

Ad. E. Monitoring czynnikow chorobotworczych zagrazajacych ichtiofaunie

Oprocz genetycznej identyfikacji wirusdw stanowigcych istotne zagrozenie
dla hodowanych ryb istotng kwestig byta identyfikacja wektorow, ktére moga powodowaé
$nigcia u karpi [A.13]. Dlatego tez dzigki przeprowadzonemu doswiadczeniu
kohabitacyjnemu potwierdzono, ze plocie (Rutilus rutilus), okonie (Perca fluviatilis), liny,
jazgarze (Gymnocephalus cernuus), tolpygi biate (Hypophthalmichthys molitrix) oraz amury
(Ctenopharyngodon idella), u ktoérych wczesniej potwierdzono nosicielstwo KHV, powoduja
$ni¢cia karpi SPF.

W spektrum moich zainteresowan badawczych znalazla si¢ rowniez identyfikacja

wirusa Herpesvirus anguillae (AngHV-1, HVA). Wyniki badan [A.10] wykazaly obecnos¢
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AngHV-1 w prébach wegorza europejskiego pozyskanych w wodach Zalewu Szczecinskiego
oraz jeziora Dgbia. Badania réwniez wykazaly, iz zrodtlem AngHV-1 moga by¢ wegorze
sprowadzane z Danii w celach zarybieniowych. Intersujacym wynikiem, byty takze pierwsze
informacje o zidentyfikowaniu tego wirusa u wegorzy amerykanskich (4. rostrata). Obecnosé
AngHV-1 w wegorzach europejskich pozyskanych z innych lokalizacji w pdinocno-
zachodniej Polsce potwierdzono w pracy [A.4]. Wykazano takze, Zze bezobjawowymi
nosicielami tego wirusa moga by¢ ryby nalezace do gatunkow takich jak sterlet, okon, karas
srebrzysty, sandacz (Stizostedion lucioperca) oraz babka piaskowa (Neogobius
melanostomus), [D.4]. Wyniki uzyskane w ramach tych prac rzucily nowe S$wiatto
na konieczno$¢ wskazania optymalnej metody detekcji AngHV-1. W pracy [A.1] poréwnano
skuteczno$¢ detekcji wirusa w probach skrzeli, skory, serca, nerki oraz $ledzony droga
konwencjonalnej techniki PCR, nested PCR oraz poprzez hodowl¢ komorkows. Sposrod
wszystkich metod najwyzsza czuto$cig wykazata si¢ technika nested PCR, ktora na podstawie

wynikow z tej pracy jest rekomendowana do detekcji AngHV-1.

Ad. F. Analiza mozliwos$ci opracowania nowych produktow spozywczych

W zwigzku ze zmiang afiliacji w 2014 r. z Zakladu Akwakultury na Katedrg
Technologii Migsa, zmianie ulegl takze i profil moich badan. Efektem wilaczenia si¢
w badania prowadzone przez pracownikoéw Katedry staly si¢ elementy pracy [P4], w ktorej
zastosowano techniki histologiczne oraz oceng sensoryczng do oceny migsa lina. Wieloletnie
badania zwigzane ze $rodowiskiem wodnym pozwolity mi na znalezienie niszy badawczej,
w ktorej tacze elementy zwigzane z analizami genetycznymi, Srodowiskiem wodnym oraz
naukami o zywno$ci. Wyrazem takich dziatan sa zajecia dydaktyczne prowadzone
dla polskich studentéw (np. Nutrigenomika, Bioinformatyka, Surowce rzezne) badz
zagranicznych (Bioinformatics, Genetic control of meat quality traits, Techniques
of molecular biology), udzial w tematycznych konferencjach naukowych, opracowania
naukowe oraz projekty badawcze. Pierwszg z takich konferencji byta XLII Sesja Naukowa
Komitetu Nauk o Zywnosci PAN [K2.3], podczas ktérej wyglosilem prezentacije
pt. ,,Zagrozenia zwigzane z niewlasciwym oznakowaniem importowanych surowcoOw
pochodzenia morskiego”. W nastgpstwie przedstawionych informacji oraz pdzniejszych
dyskusji opublikowatem prac¢ [D.5], w ktoérej przedstawiono funkcjonowanie systemu
wczesnego ostrzegania o niebezpiecznych produktach zywnosciowych i $rodkach zywienia
zwierzat (RASFF) oraz przedstawiono analiz¢ najczgstszych zagrozen ze strony produktéw

rybolowstwa 1 akwakultury w latach 2014-2016. Informacje dotyczace monitorowania
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produktéw rybnych za pomoca systemu RASFF spotkaty si¢ z zainteresowaniem $rodowiska
naukowego, czego efektem byta kolejna prelekcja [K2.2] oraz opublikowanie pracy, w ktorej
doktadnie omowiono trendy, gatunki ryb oraz towarzyszace im zagrozenia w kontek$cie
produktow rybotowstwa i akwakultury importowanych do UE z Afryki [D.3].

Kolejnym kierunkiem badan wywodzacym si¢ z weze$niejszych eksperymentow byty
analizy dotyczace nowych mozliwo$ci wykorzystania migsa rakéw oraz gatunkéw ryb, ktore
sa powszechnie hodowane badz polawiane w Polsce. Scharakteryzowano surowiec migsny
pozyskiwany od rakow [D.1], a do dzialalno$ci badawczej Katedry wtaczono prace majace na
celu przetestowanie mozliwosci wlaczenia migsa rakéw do produkcji - artykutdw
spozywczych. Nowe mozliwosci zagospodarowania wybranych gatunkéw ryb zostang
opracowane w ramach kolejnego projektu o akronimie SEAFOODTOMORROW, ktory
bedzie realizowany przez najblizsze trzy lata w ramach inicjatywy Horyzont 2020. Projekt
ten bedzie obejmowat fortyfikacje karpi mieszankami paszowymi, m.in. na bazie mikro
i makroglonéw, a nastepnie produkcj¢ artykutow migsnych skierowanych do trzech
wytypowanych grup docelowych. Natomiast w przypadku ryb odlowionych ze $rodowiska
produkty zostang odpowiednio zaprojektowane uwzgledniajac ich sktad chemiczny oraz
wlasciwos$ci technologiczne czy tez sensoryczne. Waznym elementem tych badan jest takze
wilaczanie studentow I, II oraz III stopnia do badan prowadzonych w Katedrze, w ktorych

najwigkszy nacisk jest ktadziony na ich interdyscyplinarny oraz aplikacyjny charakter.

Moja dziatalno$¢ naukowa w tym okresie nie koncentrowata si¢ wylacznie
na publikowaniu wynikéw badan. Swoj warsztat badawczy doskonalitem na krajowych
i zagranicznych kursach i1 stazach naukowych (m.in. na Uniwersytecie Stanforda w USA
w ramach inicjatywy Top 500 Innovators). Bratem aktywny udzial w mig¢dzynarodowych
i krajowych projektach badawczych. Moja praca zostala dostrzezona, czego potwierdzeniem
bylo wykonanie recenzji prac naukowych publikowanych w czasopismach JCR, jak rowniez
szeregu ekspertyz naukowych. Skutkiem mojego zaangazowania naukowego byto takze
powierzenie mi funkcji Pelnomocnika Dziekana ds. wspotpracy naukowo-dydaktycznej
z zagranicg oraz funkcji promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim Nguyena Thuc

Tuana, doktoranta z Wietnamu.

5.3. Aplikacyjny charakter prowadzonych badan
Badania realizowane zaréwno przed, jak i po uzyskaniu stopnia doktora, byly

prowadzone pod katem ich przydatnosci. Nawet jesli pierwsza z serii prac nie przynosita
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gotowego rozwigzania w postaci testu molekularnego, mapy epizootycznej, bazy profili
genetycznych czy tez planu dziatania na skutek pojawienia si¢ nowego patogenu, to kolejne
prace rozwijaly i zglebialy dane zagadnienie. Badania majace na celu okreslenie stopnia
zainfekowania rodzimej ichtiofauny przez CyHV-3, AngHV-1 lub WSIV doprowadzily
do okre$lenia zasiggu oraz intensywnosci wystgpowania danego patogenu, podniesienia
$wiadomosci o drogach rozprzestrzeniania si¢ zagrozenia oraz opracowania i przetestowania
testow diagnostycznych. Obserwujac zmieniajace si¢ warunki klimatyczne (CERES), ktére
znaczaco wpltywaja na §rodowisko wodne mozna z duza doza prawdopodobienstwa zatozy¢,
ze w najblizszym czasie pojawig si¢ kolejne zagrozenia dla ichtiofauny zwigzane
z pojawieniem si¢ nowych patogendéw. Takie zaleznosci obserwowaliSmy do tej pory badajac
ryby pochodzace z wod o podniesionej termice, w ktorych dodatkowo obecno§¢ nowych
gatunkdw uwolnionych przez akwarystow podnosi zagrozenie w zwigzku z nowymi
patogenami. Zatem w dobie zwigkszonego zapotrzebowania na produkty pochodzenia
wodnego, w tym wypadku stodkowodnego, konieczno$¢ rozsadnego zarzadzania stadami
i populacjami ryb jest nad wyraz konieczna. Dlatego tez moja aktywno$¢ naukowa skupiata
si¢ rOwniez na ocenie zrdznicowania populacji. Przyktadem praktycznego wykorzystania
wynikow moich badan jest zarzadzanie populacja siei miedwianskiej, dla ktorej poczatkowo
potwierdziliSmy pierwotne genotypy, a nast¢pnie wykluczyliSmy ewentualne krzyzowki
mig¢dzygatunkowe. Obecnie, wspdlpracujac z gospodarstwem rybackim operujacym na tym
zbiorniku, uczestnicz¢ jako partner naukowy w pracach zarybieniowych. Nie ograniczajac si¢
do przyktadow populacji ryb, kluczowa czescig badan w projekcie skupionym na aktywnej
ochronie populacji raka szlachetnego na Pomorzu byly badania genetyczne, ktore
wspomagaty proces wyboru samic i samcéw do rozrodu. Obecnie w zbiorach posiadamy bazg
profili generycznych populacji raka szlachetnego z regionu Pomorza. Aplikacyjny charakter
stworzonych baz genetycznych jest widoczny nie tylko w postaci opublikowanych prac
naukowych charakteryzujacych stan wybranych populacji ryb, przygotowywanych
ekspertyzach, ale tez w samym zainteresowaniu podmiotéw zewngtrznych wykorzystaniem
takich zasobow.

Zastosowanie praktycznie, to tez gldwny element badan realizowanych w ramach
projektow Horyzont 2020. Zaréwno w projekcie CERES, jak i w SEAFOODTOMORROW
opieramy swoje badania o skale TRL (ang. technology readiness level), czyli gotowo$¢
aplikacyjna technologii. W pierwszym z nich pracujemy nad opracowaniem scenariuszy
zmian klimatycznych dla naszego regionu oraz stworzeniem rekomendacji w jaki sposob

dopasowaé akwakulture oraz ryboléwstwo do zachodzacych zmian aby zmaksymalizowad
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produkcje oraz przychody przy jednoczesnym zachowaniu zréwnowazonego korzystania
z zasobéw naturalnych. W drugim z projektéw mamy za zadanie opracowaé produkty
na bazie wybranych gatunkéw ryb, ktére poprzez swe wartosci odzywcze oraz inne cechy
maja odpowiedzie¢ na potrzeby dzieci, kobiet w cigzy oraz osob starszych w zakresie
spozywania produktow o podwyzszonej zawartosci selenu, jodu czy tez PUFA.

Aplikacyjne elementy badan to kluczowy ich element, ktéry jest efektem rozmoéw
z grupg potencjalnych odbiorcow, aby doktadnie zidentyfikowac ich potrzeby i prowadzi¢
badania we wlasciwym kierunku. Byl to zawsze wazny element pracy zespoldow, w ktéx:ych
pracowatem badZ nadal pracuje. Z perspektywy ostatniej dekady obserwuje, iz $wiat nauki
podlega dynamicznym przemianom, do ktérych my naukowcy musimy si¢ stale adaptowac.
Jest to szczegdlnie widoczne w rozwigzaniach dostarczanych w ramach rozmaitych badan,
aletakze i w rosngcych potrzebach ze strony spoteczenstwa oraz otaczajacego nas

srodowiska, w ktérym zyjemy i o ktére musimy si¢ troszczy¢.
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