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wykonanej pod opieka prof. dr hab. Matgorzaty Szumacher z Katedry Zywienia Zwierzat Wydziatu

Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz dr.

hab. Artura Jéiwika, profesora Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk

1. Na oceniang rozpraweg sktadaja sie trzy spéjne tematycznie oryginalne prace naukowe:

® Szumacher-Strabel M., Stochman A., Cieslak A., Koztowska M., Kuznicki D., Kowalczyk M.,
Oleszek W., Structural and quantitative changes of saponins in fresch alfalfa compared to
alfalfa silage, Journal of Science of Food and Agriculture. 2019 Mar 30; 99(5). Doi:
10.1002/jsfa.9419 (IF-3.638; pkt. MEiN -100);

¢ Koztowska M., Cieslak A., Jézwik A., EI-Sherbiny M., Stochman A., Oleszek W., Kowalczyk M.,
Filipiak W., Szumacher-Strabel M., The effect of total and individual alfalfa saponins on
rumen methene production, Journal of Science of Food and Agriculture. 2020 Mar 30; 100(5).
Doi: 10.1002/jsfa.10204 (IF-3.638; pkt. MEiN -100);

* Koztowska M., Cieslak A., J6zwik A., EI-Sherbiny M., Gogulski M., Lechniak D., Gao M., Yanza
Y. R., Vazirigohar M., Szumacher-Strabel M., Effects of partially replacing grass silage by
lucerne silage cultuvars in a high-forage diet on ruminal fermentation, methane production,
and fatty acid composition in the rumen and milk of dairy cows, Animal Feed Science and
Technology. 2021 Jul 01: 277. DOI:101016/j.anifeedsci.2021.114959 (IF-3.247; pkt. MEiN -
200).



Prace zostaty opublikowane w latach 2019-2021 w czasopismach umieszczonych na liscie A
w wykazie czasopism naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki. £taczny ich IF wynosi 10,523, a liczba
punktéw MNIE to 400, i nalezy uznac to za wysokg punktacje w przypadku osoby starajacej sie
o stopieri naukowy doktora. Publikacje sg wieloautorskie. Doktorantka podaje swoj procentowy
udziat w kazdej z nich oraz zakres zaangazowania w prowadzone badania i przygotowanie pracy.
W jednej z tych publikacji udziat Doktorantki wynosit 15%, a w dwéch pozostatych odpowiednio 59%
i 61%. Zbior trzech publikacji zostat opatrzony zwartym opracowaniem, przygotowanym w jezyku
angielskim, podzielonym na czesci: streszczenia w jezyku angielskim (2 strony) i polskim (3 strony),
wstep (5 stron), hipotezy i cele badan (2 strony), materiaty i metody badawcze (10 stron), oméwienie
wynikéw badan (3 strony), dyskusja (5 stron), wnioski (1 strona) oraz bibliografia (8 stron,
obejmujagca 51 pozycji). Dysertacje uzupetniajg kopie prac naukowych oraz os$wiadczenia
wspotautoréw dotyczace udziatu w publikacjach. Opracowanie stanowi logicznie skonstruowang

catos¢, pozwalajgcg na ocene spojnosci badan i sformutowanie syntetycznych wnioskow.

2. Wraz z postepujacymi zmianami klimatu prowadzonych jest szereg dziatan, w tym badan, ktére
majg stuzy¢ zahamowaniu tych zmian. Wsrdd nich dazy sie do ograniczenia emisji zanieczyszczen
z produkcji rolniczej, w tym produkcji zwierzecej, ktdra jest odpowiedzialna za emisje duzych ilosci
gazow  cieplarnianych. Gtéwnym producentem gazéw cieplarnianych  pochodzenia
antropogenicznego sg przezuwacze, ktore wytwarzaja duze ilosci metanu. Podejmowane s3 liczne
badania, ktére majg stuzy¢ opracowaniu strategii i systeméw chowu ograniczajacych emisje metanu
do srodowiska. Wérod czynnikéw pozwalajgcych na redukcje emisji metanu szczegdlnie waznym jest
zywienie, gdzie poprzez odpowiednie przygotowanie pasz, modyfikacje sktadu dawki pokarmowej
czy tez stosowanie réinych dodatkéw paszowych moina w znaczacym stopniu ograniczyé
metanogeneze. Nalezy podkresli¢, ze w tym nurcie badan duze osiggniecia ma zespét badawczy,
w ktérym pracowata Doktorantka.

W koncepcje modyfikacji sktadu dawki przez wprowadzanie do niej komponentéw, ktére
poprzez swoj sktad moga ograniczy¢ synteze metanu wpisujg sie badania prowadzone przez
Doktorantke. W badaniach przeprowadzonych na krowach milecznych zajeto sie lucerng, jako pasza,
ktéra wprowadzona do dawki dla przezuwaczy, moze ograniczy¢ metanogeneze. Lucerna jest cenng
rosling paszowa, ktéra daje wysoki plon suchej masy z hektara, charakteryzuje sie wysoka
zawartoscig wartosciowego biatka oraz jest dobrym Zrédtem sktadnikéw mineralnych i witamin. Jest
to zatem pasza, ktdra moze by¢ i jest wartosciowym komponentem dawek pokarmowych dla

przezuwaczy, w tym krow mlecznych. Lucerna to réwniez roélina, ktéra zawiera w swoim sktadzie
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stosunkowo duzo wtérnych metebolitéw roslinnych - saponin. Zwigzki te, jak wskazuja liczne
badania, moga wptywac na przebieg proceséw fermentacyjnych w 2zwaczu, w tym na ograniczenie
syntezy metanu m.in. poprzez ograniczanie rozwoju pierwotniakéw, ktére wspotdziatajg
w metanogenami,

Badania, ktdre sktadajq sie na oceniang prace, a zaprezentowane sq W trzech zataczonych
publikacjach, stanowig kompleksowe podejécie do zagadnienia oceny lucerny jako paszy, ktéra
zastosowana w dawkach dla kréw mlecznych moze wptywac na przemiany zwaczowe i ograniczy¢
metanogeneze.

Doktorantka wraz z zespotem badawczym badata zawartoéé i profil saponin w réznych
odmianach lucerny oraz wptyw kiszenia na zawartoé¢ tych zwigzkéw w paszy. Nastepnie badata
wptyw saponin, w tym poszczegélnych zwigzkéw do nich zaliczanych, na wskazniki fermentacji w
zwaczu, produkcje metanu i liczebno$¢ bakterii, pierwotniakéw i metanogenéw w 2waczu. Wreszcie
w badaniach in vitro i in vivo, w ktérych analizowano efekt zastosowania w dawkach kiszonki
z lucerny Doktorantka okreslata wskazniki przebiegu fermentacji, wplyw zastosowanej paszy na
profil kwaséw tuszczowych w ptynie iwacza oraz mleku, a takze produkcje i podstawowy sktad

mieka.

3. Charakterystyka prac bedacych podstawa ocenianej pracy doktorskiej

3.1. W pracy Structural and quantitative changes of saponins in fresch alfalfa compared to alfalfa
silage analizowano catkowitg zawartos$¢ saponin oraz poszczegélnych zwigzkéw zaliczanych do tej
grupy w 10 odmianach lucerny. Badano réwniez strukturalne zmiany w obrebie saponin pod
wptywem zakiszania paszy. Analizowano takze czy zmiany w zawartosci saponin w kiszonej lucernie
byly zwigzane ze zmianami w podstawowym sktadzie odzywczym kiszonki.

Za istotne wyniki tych badart uwazam wskazanie odmian lucerny o najwyiszej zawartosci saponin.
Ciekawym i waznym jest rowniez wykazanie jak proces zakiszania wplywa na poszczegdlne zwigzki
zaliczane do tej grupy oraz stwierdzenie, ze po zakiszaniu oznaczana catkowita zawartos¢ saponin
byta dwu- do trzykrotnie wigksza w stosunku do zawartosci w materiale $wiezym.

3.2. Druga praca, The effect of total and individual alfalfa saponins on rumen methene production,
dotyczyta oceny wplywu saponin na wskazniki fermentacji w 2waczu, produkcje metanu i liczebnogé
bakterii, pierwotniakéw i metanogenéw. Dla zbadania tego efektu przeprowadzono eksperymenty
z uzyciem dwdch krétkoterminowych technik fermentacji ptynu zwacza: batch culture i Hohenhein

gas test (HGT).



Przeprowadzono cztery testy technikg Hohenhein gas test (HGT) dla zbadania wptywu zwiekszonych
poziomow catkowitej ilosci saponiny wyekstrahowanych z materiatu $wiezego i zakiszanego dwoch
odmian lucerny (Kometa i Verko) na miedzy innymi catkowitg liczbe bakterii, pierwotniakéw,
populacje wybranych metanogendéw oraz na catkowitg produkcje gazéw i metanu. W testach batch
culture badano efekt zastosowania siedmiu wybranych saponin pozyskanych z odmiany lucerny
Kometa na wybrane wskazniki fermentacji w zwaczu — pH, produkcje NH3, strawnos¢ in vitro suchej
masy, catkowitq ilos¢ wytworzonych gazéw, produkcje metanu, liczbe bakterii, pierwotniakow oraz
metanogenow.

Badania w tych eksperymentach potwierdzity wyzsza zawartos$¢ saponin w materiale zakiszanym w
stosunku do Swiezego. Za istotne wyniki tych eksperymentéw uwazam stwierdzenie, ze zakiszana
lucerna odmiany lucerny Verko i Kometa moze by¢ dobrym Zrédtem saponin, mogacych ograniczy¢
produkcje metanu bez negatywnego wptywu na podstawowe parametry fermentacji.

Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wraz z zespotem badawczym byli pierwszymi, ktorzy analizowali
efekt oddziatywania poszczegélnych zwigzkow zaliczanych do saponin na przebieg fermentaciji,
produkcje metanu oraz populacje bakterii, pierwotniakow i metanogenéw. Wykazali, ze réine
saponiny mogg wptywa¢ na te wskazniki w rézny sposdéb. Zaobserwowano takie, ze efekt
oddziatywania saponin moze by¢ réiny w zaleznosci od ich irddta, typu i koncentracji.
W opisywanych eksperymentach silniejsze oddziatywanie na badane parametry przebiegu
fermentacji wykazywaty saponiny ekstrahowane z korzeni w poréwnaniu do czesci nadziemnych.
Autorzy wskazali, ze bardziej efektywne w oddziatywaniu na przebieg fermentacji s saponiny
steroidowe niz triterpenowe.

3.3. W trzeciej pracy - Effects of partially replacing grass silage by lucerne silage cultuvars in a high-
forage diet on ruminal fermentation, methane production, and fatty acid composition in the
rumen and milk of dairy cows, przedstawiono wyniki czterech doswiadczen, w ktérych badano efekt
zastosowania w dawkach kiszonek z lucerny odmian Kometa i Verko na przebieg fermentacji w
zwaczu, proporcje kwasow ttuszczowych w ptynie Zzwacza i mleku kréw mlecznych oraz produkcje
i sktad mleka.

Dwa doswiadczenia byly to badania in vitro z wykorzystaniem techniki dfugoterminowe;
fermentacji, tzw. sztucznego iwacza (RUmen Simulation TEChnique; RUSITEK). W testach badano
wptyw zastgpienia w dietach z duzym udziatem paszy objetosciowej (65:35 w kg s.m. dawki pasza
objetosciowa:pasza tresciwa) kiszonki z traw kiszonka z lucerny —w jednym eksperymencie odmiany

Kometa, a w drugim odmiany Verko. W badaniach tych analizowano wptyw dawki na takie



parametry jak pH, catkowita produkcje gazéw, produkcje metanu, zawartoéé lotnych kwaséw
ttuszczowych w plynie zwacza, stezenie amoniaku oraz liczebnoé¢ pierwotniakéw.

W badaniach in vivo jedno doswiadczenie przeprowadzono na krowach mlecznych z zatozonymi
przetokami, natomiast drugie na krowach mlecznych w warunkach produkcyjnych.
W doswiadczeniach wykorzystano krowy rasy polskiej holsztyrisko-fryzyiskiej. Analogicznie jak
w doswiadczeniach in vitro, w badaniach na krowach, w dawkach z duizym udziatem pasz
objetosciowych kiszonke z traw czesciowo zastepowano kiszonka z lucerny. W doéwiadczeniu na
krowach przetokowanych badano wplyw diety na pH zwacza, udziat lotnych kwaséw ttuszczowych,
produkcje metanu, catkowitg liczebno$¢ bakterii, pierwotniakéw i metanogenéw oraz parametry
strawnosci dawki. Badano réwniez sklad kwaséw ttuszczowych w ptynie zwacza. W doséwiadczeniu
w warunkach produkcyjnych badano produkcje i podstawowy sktad mleka, profil kwaséw
ttuszczowych w mleku oraz produkcje metanu.

W doswiadczeniach in vitro zauwazalne bylo zmniejszenie produkcji metanu przy

zastosowaniu kiszonek z lucerny, ale nie byto ono istotne statystycznie. Nie stwierdzono wptywu
dawki na liczebnos¢ pierwotniakéw. Wprowadzenie do dawek kiszonki z lucerny istotnie zwiekszato
stezenie amoniaku w ptynie zwacza oraz skutkowato poprawa strawnosci dawki.
W doswiadczeniach in vivo na przetokowanych krowach w grupach otrzymujacych kiszonki z lucerny
stwierdzono istotnie mniejsza catkowita koncentracje lotnych kwaséw ttuszczowych w ptynie
Zwacza, zwigkszenie stezenia amoniaku, spadek ogélnej liczny bakterii, pierwotniakow
i metanogenGw oraz mniejsza szacowang emisje metanu. Stwierdzono takze wptyw zastosowanych
kiszonek na sktad kwaséw ttuszczowych ptynu iwacza. Miedzy innymi w grupach otrzymujacych
kiszonki z lucerny nastgpit wzrost udziatu kwaséw nasyconych kwaséw C 12:0, C14:0 i C16:0 oraz
niektorych kwaséw wielonienasyconych np. cis-9, cis-12 C18:2 oraz trans-10, cis-12 C18:2.
Chciatbym tutaj wskazaé, ze Doktorantka w omdwieniu wynikéw, zapewne przez pomytke, pisze o
wzroscie udziatu kwaséw nienasyconych i wymienia kwasy nasycone (str. 23, wiersz 7). Zauwazalny
byt takze wplyw konkretnej odmiany na sktad kwaséw ttuszczowych w ptynie iwacza — przy
odmianie Kometa spadek kwaséw nasyconych i wzrost nienasyconych. Wprowadzenie kiszonek
prowadzito do wiekszego pobrania suchej masy dawki, ale nie miato wptywu na jej strawnoséc.

W doswiadczeniu produkcyjnym na krowach zastosowanie kiszonki z lucerny nie miato
istotnego wpltywu na produkcje mleka oraz zawarto$¢ w nim ttuszczu i biatka, ale skutkowato
mniejszg produkcjg metanu. W ttuszczu mleka kréw otrzymujacych kiszonki z lucerny stwierdzono
wyzsza zawartos$¢ kwasdw nasyconych, a nizszg kwaséw wielonienasyconych, co byto szczegélnie

widoczne przy kiszonce z odmiany Verko. Pewne rdznice w skiadzie kwaséw ttuszczowych mieka
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stwierdzono miedzy grupami otrzymujgcymi kiszonki z lucerny i bardziej korzystny byt przy kiszonce
z odmiany Kometa. Ta odmiana miata takze wyrazniejszy wptyw na zmniejszenie produkcji metanu.
Podsumowujac to doswiadczenie autorzy wskazywali, Ze kiszonka z lucerny Kometa zmniejszata

emisje metanu, ale kosztem zwiekszenia zawartosci nasyconych kwaséw ttuszczowych w mieku.

W podsumowaniu catosci badan sktadajacych sie na prace Doktorantka stwierdza, ze proces
kiszenia lucerny zwieksza zawartoé¢ bioaktywnych saponin i zmienia ich sktad. Wykazano, ie
saponiny dzieki swoim wilasciwosciom antypierwotniaczym, antymetanogennym i antybakteryjnym
modulujg procesy zachodzace w 2Zwaczu, zmieniajagc miedzy innymi sktad lotnych kwaséw
ttuszczowych i profil kwaséw ttuszczowych ptynu zwacza oraz ograniczajg produkcje metanu.

Witaczenie do dawek dla kréw mlecznych kiszonki z lucerny bogatej w saponiny poza tym, ze
ogranicza emisje metanu, wptywa réwniez na profil kwasow ttuszczowych mleka. Sposrod badanych
odmian Doktorantka wskazuje odmiane Kometa jako te, ktéra ma silny potencjat ograniczania emisji
metanu bez negatywnego wplywu na fermentacje w zwaczu i korzystniejszy wptyw na sktad kwasow
ttuszczowych mleka. Doktorantka podsumowauje, ze kiszonka z lucerny odmiany Kometa, jako zrédto
saponin moze by¢ z powodzeniem stosowana jako wartosciowy sktadnik dawek pokarmowych,

ktéry dodatkowo ogranicza metanogeneze.

4. Korzystajac z przywileju recenzenta chciatbym poprosi¢ Doktorantke o krétki komentarz do
nastepujacych zagadnien:

— Interesujacy jest wzrost oznaczanej catkowitej zawartosci saponin w materiale zakiszanym
w poréwnaniu do swiezego. Co prawda Doktorantka przedstawia dwie hipotezy, ktére moga
to ttumaczyé, ale chciatbym zapytaé, do ktérej z nich sktania sie Pani bardziej.

— Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen i uzyskanych wynikéw badan, jaki poziom
saponin w dawkach dla kréw mlecznych uwaza Doktorantka za optymalny, biorgc pod uwage
efektywnos¢ oddziatywania na przebieg fermentacji w zwaczu oraz bezpieczeristwo z punktu
widzenia ich potencjalnie negatywnego oddzialywania na zwierze.

— Wyniki badan przeprowadzonych przez Doktorantke wskazuja na efekt zmniejszenia
liczebnosci pierwotniakéw pod wptywem dziatania saponin. Czy mozliwe jest, ze w diuzszej
perspektywie czasowej pierwotniaki mogq sie przystosowywa¢ do obecnosci saponin
i uodparniac na ich dziatanie.

~ Chciatbym rdéwniez zapytaé, jakie Pani zdaniem s3 obecnie najbardziej obiecujace

i efektywne strategie Zywieniowe obnizenia metanogenezy?



Podsumowanie

Rozprawe doktorska Pani mgr Martyny Koztowskiej pod tytutem ,Swieza i zakiszana lucerna
siewna (Medicago sativa L.,) jako irédio saponin oddziatywujacych na poziom produkcji metanu
oraz proces biouwodorowania u kréw mlecznych” oceniam wysoko. Podjety przez Kandydatke
temat jest bardzo istotny zaréwno z naukowego jak i aplikacyjnego punktu widzenia. Stwierdzam,
ze wykorzystane techniki eksperymentalnej metody analiz laboratoryjnych i obliczen statystycznych,
umozliwity uzyskanie ciekawych i wiarygodnych wynikéw. Wysoko oceniam réwniez poprawnos¢
prowadzenia dyskusji i wnioskowania.

Chciatbym réwniez podkresli¢, ze wykonane badania byly pracochtonne i trudne, wymagaty
od Doktorantki wiedzy, duzych umiejetnosci i doswiadczenia eksperymentalnego. lestem te:
przekenany, ze ich wykonanie nie bytoby mozliwe bez zaangazowania i pomocy ze strony Paristwa
Promotoréw oraz zespotu wspétpracownikow.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr Martyny Koztowskiej pod tytutem ,Swieza i zakiszana lucerna siewna (Medicago sativa L.,)
jako Zrédto saponin oddziatywujgcych na poziom produkcji metanu oraz proces biouwodorowania
u kréw mlecznych” odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r.: o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule z zakresu sztuki (Dz. U. Nr 65, z 2003 r.,
poz. 595, z p6éz. zm.) oraz przepisom wprowadzajagcym ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z p6z. zm.) i tym samym spetnia wymogi stawiane pracom
doktorskim wg w/w ustaw. Zwracam sig¢ do wysokie] Rady Naukowej Instytutu Genetyki
i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk, o przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr

Martyny Koztowskiej i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.






