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Ocena
rozprawy doktorskiej Pani mgr Martyny Kozlowskiej
pt. "Effects of saponins from fresh and ansiled alfalfa (Medicago sativa L.)

on enteric methane emission and biohydrogenation in dairy cows”

Niniejsza ocene wykonano na podstawie pisma Pani prof. dr hab. Agnieszki
Wierzbickiej, Dyrektora Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzebcu
z dnia 1.12.2021 r. (SRN-0001/1/2022) informujgcego o powolaniu mnie na recenzenta
rozprawy doktorskiej mgr Martyny Koztowskiej. Recenzja odnosi sie do oceny osiggnieé
naukowych Kandydatki w zakresie dziedziny nauk rolniczych, dyscypliny zootechnika
1 rybactwo, w oparciu o ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 22017 r. poz. 1789), w zwiazku
z ustawa z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U z 2018 r. poz. 1669) oraz rozporzadzeniem Ministra Nauki
1 Szkolnictwa Wyzszego z 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegGlowego trybu i warunkéw
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz
W postgpowaniu o nadanie tytulu profesora (Dz. U. z2018r. poz. 261).

Przedstawiong do oceny rozprawe doktorska Pani mgr Martyna Kozlowska wykonala
w Instytucie Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzgbcu oraz w Katedrze
Zywienia Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniy pod kierunkiem dr hab. inz.
Artura J6zwika, prof. IGiBZ oraz prof. dr hab. inz. Malgorzaty Szumacher.

W swojej rozprawie Doktorantka zajeta sie lucerna, ktéra ze wzgledu na wysoka
zawarto$¢ bialka i przydatnosé paszows, bardzo chetnie stosowana Jest w zywieniu wysoko
wydajnych przezawaczy. Oprécz wysokiej zawartosci sktadnikow odzywezych, lucerna jest
bogatym zrédlem takze wtornych metabolitow roslinnych, ktérych rodzaj oraz ilo§¢ w

materialne paszowym uzaleznione sg od odmiany, fazy rozwojowej, miejsca wystepowania w



roslinie czy wreszcie sposobu konserwacji zielonek. Do najbardziej znanych substancji tego
typu wystepujacych w lucernie zalicza si¢ saponiny, uwazane za zwigzki antyodzywcze,
a nawet szkodliwe dla zwierzat. W niektérych okolicznosciach saponiny mogg jednak
wykazywaé korzystne dziatanie przeciwzapalne, przeciwwirusowe, antybakteryjne,
przeciwgrzybiczne, czy wreszcie modulujgce sklad mikroorganizméw zwacza. W tym
ostatnim przypadku ograniczajacy wplyw saponin na populacje pierwotniakéw w zwaczu
posrednio zmniejsza liczbe organizméw metanogennych a przez to moze powodowaé
zmuiejszenie emisji metanu do $rodowiska, W Zywieniu przezuwaczy zmniejszenie produkcji
metanu w zwaczu przektada sie na zmniejszenie strat skladnikow odzyweczych z dawki
pokarmowej a to z kolei moze ogranicza¢ niedobér energii, np. u kréw we wezesnej laktacji.

U kré6w mlecznych zmiana skladu mikroorganizméw zasiedlajgcych zwacz skutkuje
zmiang przebiegu proceséw trawiennych w tym odcinku przewodu pokarmowego i zmiang
sktadu koricowych produktéw fermentacji. W efekcie obserwowano powigzane z tym réznice
w prozdrowotnych wiasciwosciach fizyko-chemicznych mleka, zwhaszcza w profilu kwaséw
thuszczowych spowodowane r6zng intensywnoscig przebiegu procesu biouwodorowania
nienasyconych kwasow tluszczowych. Dlatego uwaza sig, Zze przydatno$é zywieniowa
i technologiczna mleka uzalezniona Jest nie tylko od ilosci i wartosci pokarmowej skarmianej
paszy, ale takze od obecnosci w niej wtérnych metabolitéw roslinnych.

Badania podjete przez mgr Martyne Kozlowska uwazam za aktualne 1 uzasadnione.
Wyniki  zaplanowanych eksperymentéw moga przyczyni¢ si¢ bowiem zardwno
do poszerzenia wiedzy z zakresu mozliwosci regulowania procesami biouwodorowania
W zwaczu, jak réwniez do lepszego poznania procesdw metanogenezy zachodzacych w
zwaczu, w aspekcie zmniejszania strat energii z dawki pokarmowej oraz ograniczania emisji
metanu do srodowiska. Z naukowego, ale réwniez praktycznego punktu widzenia
szczegblowe poznanie wplywu procesu zakiszania zielonki z lucerny na zawarto$é, sktad
1 aktywnos$¢ biologiczng saponin wydaje sie wiec interesujace. Wszystkie te zagadnienia sg
przedmiotem rozprawy doktorskiej mgr Martyny Kozlowskiej, ktéra zawiera oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego zdefiniowanego w hipotezach badawczych. Rozprawe
przygotowano w formie spojnego tematycznie zbioru 3 prac tworczych opublikowanych w
czasopismach naukowych zaliczanych do dyscypliny zootechnika i rybactwo. Od strony
technicznej rozprawa sklada si¢  z kserokopii wspomnianych wyzej publikacii
przygotowanych w jezyku angielskim oraz poprzedzajagcego je omodwienia badaf
sporzadzonego réwniez w jezyku angielskim. Dodatkowo umieszczono 3 oswiadczenia

podpisane przez autora korespondencyjnego kazdej z prac, ktéry w imieniu wspotautorow



okresla indywidualny (procentowy) wktad Doktorantki w ich powstanie oraz zakres

wykonanych przez nig czynnosci.

Na rozprawe doktorska sktadaja si¢ nastepujace publikacje:

1. Szumacher-Strabel M., Stochmal A., Cieslak A., Kozlowska M., Kuznicki D.,
Kowalczyk M., Oleszek W. 2019. Structural and quantitative changes of saponins
in fresh alfalfa compared to alfalfa silage. Journal of the Science of Food and Agriculture,
99, 2243-2250. doi:10.1002/jsfa.9419. 100 pkt MEiN. IF 3.638.

2. Kozlowska M., Cieslak A., Jézwik A., El-Sherbiny M., Stochmal A., Oleszek W.,
Kowalczyk M., Filipiak W., Szumacher-Strabel M. 2020. The effect of total
and individual alfalfa saponins on rumen methane production. Journal of the Science
of Food and Agriculture, 100, 1922-1930. doi:10.1002/jsfa.10200.1002/jsfa.9419.
100 pkt MEiN, IF 3.638.

3. Kozlowska M., Cieslak A., J6zwik A., El-Sherbiny M., Gogulski M., Lechniak D., Gao a
M., Rizki Yanza Y. Vazirigohar M., Szumacher-Strabel M. 2021. Effects of partially

replacing grass silage by lucerne silage cultivars 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, 277, 114959. doi:
10.1016/j.anifeedsci.2021.114959. 200 pkt MEiN. IF 3.247.

W publikacji nr 1 Pani mgr Martyna Koztowska jest czwartym autorem (na 7.
wspolautoréw) a Jej wkiad w powstanie tej pracy Autor korespondencyjny okreslit na 15%.
Z informacji zawartych w o$wiadczeniu wynika, ze aktywno$é Doktorantki dotyczyla przede
wszystkim wspétudzialu w przygotowaniu koncepcji i metodyki badan, wykonania
wybranych analiz chemicznych, zbierania literatury, opracowania rozdziatu dyskusja oraz
przygotowania manuskryptu do wymagan redakcyjnych czasopisma. Pomimo stosunkowo
niewielkiego zaangazowania mgr Martyny Koztowskiej w powstanie tej publikacji uwazam,
ze jest ona waznym elementem zbioru 3 prac twérczych, tematycznie mocno powigzanym
z zakresem przeprowadzonych badan. Publikacja ta pozwala lepiej zrozumieé cigg
przyczynowo-skutkowy poszczegdlnych etapéw badan i zapozna¢ si¢ ze strukturalnymi oraz
iloSciowymi zmianami w zawartodci saponin w $wiezej 1 zakiszonej zielonce pochodzgcej
7 10 odmian lucerny.

Zdecydowanie wiekszy wklad Pani mgr Martyna Koziowska miata w powstanie 2
pozostatych publikacji wehodzacych w skiad cyklu monotematycznego. W publikacjinr 2 i 3

Doktoranta jest pierwszym autorem a Jej udziat w opracowanie manuskryptéw oceniano



odpowiednio na 59 i 61%, przy lacznej liczbie wspélautoréw publikacji wynoszacej
odpowiednio 9 i 10 oséb. Zaangazowanie Doktorantki w powstanie tych publikacji dotyczylo
migdzy innymi przygotowania koncepciji i metodyki badan, zbierania literatury, napisania
pierwszej wersji manuskryptu i jego dostosowania do Wymogow czasopisma, wykonania
analiz chemicznych czy wreszcie przygotowania odpowiedzi na uwagi recenzentéw
redakcyjnych. Warto podkreslié, ze informacje zawarte w o$wiadczeniach swiadcza o wiedzy
i dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki do prowadzenia eksperymentow
badawczych oraz do zbierania i interpretacji danych na tle dostepnej literatury naukowe;.

Podsumowujac te czesé recenzji nalezy stwierdzié, ze z dolgczonych o$wiadczen
wynika, iz wklad mgr Martyny Kozlowskiej w powstanie wymienionych wyzej publikacji
naukowych byt dominujacy. Sumaryczny ich IF wynosi 10,523, za$ suma punktéw MEIN
400. Dodatkowo Doktorantka samodzielnie przygotowata oméwienie publikacii wchodzacych
w sklad rozprawy doktorskiej. Dlatego w $wietle powyzszych faktéw nalezy stwierdzié,
ze rozprawe doktorskg stanowi samodzielna i wyodrebniona cze$é pracy zbiorowej, ktéra
zgodnie z obowigzujacymi przepisami moze stanowié podstawe do oceny merytorycznej
wartoSci rezultatdéw badah przeprowadzonych w celu uzyskania stopnia naukowego doktora
nauk rolniczych. Znaczaca wartosé naukows przeprowadzonych badan potwierdzaja wysokie
wartosci wskaznikow bibliometrycznych opublikowanych prac.

Omoéwienie publikaciji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej liczy lacznie 43
strony i posiada uklad typowy dla dysertacji naukowych. Kolejnos¢ poszczegbinych
rozdziatéw jest logiczna i nie budzi zastrzezen. Tekst jest napisany starannie, jezykiem
bogatym w specjalistyczne terminy i wyrazenia. Tytut rozprawy: ,,Effects of saponins from
fresh and ensiled alfalfa (Medicago sativa L) on enteric methane emission and
biohydrogenation in dairy cows” - w thimaczeniu polskim ,,Swieza i zakiszana lucerna
siewna (Medicago sativa L.) jako zrodlo saponin oddziatywujgcych na poziom produkgc;ji
metanu oraz proces biouwodorowania u kréw mlecznych” w pelni odzwierciedla zagadnienia
poruszane w opracowaniu.

W maszynopisie przekazanym do oceny wyodrebniono gcznie 8 rozdzialdw wraz
z podrozdziatami, poprzedzonych streszczeniem w Jjezyku angielskim i polskim, wykazem
recenzentdw oraz wykazem prac naukowych wchodzacych w sktad cyklu monotematycznego.
W bardzo starannie przygotowanym opracowaniu pominieto podrozdziat 4.4. lub tez nastgpita
pomyika w przyjetej numeracji. W dalszej czgsci pracy Doktorantka umiescila krétki wstep
wprowadzajacy czytelnika w podej mowang tematyke badawcza.



Zawarty we wstepie przeglad literatury zredagowano zwigzle na 4 stronach
maszynopisu. Zawiera on wiele cennych informacji wprowadzajacych w szczegbty dotyczgce
Znaczenia lucerny w  Zywieniu kréw mlecznych oraz zagrozen wynikajacych
z antropologicznych Zrddet emisji metanu do srodowiskowych, w tym pochodzacych
z produkcji zwierzecej. Doktorantka wiele miejsca poswiecita na oméwienie mozliwosci
ograniczania tworzenia sie metanu w zwaczu przy wykorzystaniu czynnikow zywieniowych
oraz znaczenia W tym procesie widmnych metabolitéw roslinnych, zwlaszcza saponin,
obecnych w réznych czesciach botanicznych lucerny. Oméwiono takze wplyw procesu
zakiszania zielonek za zawartosé saponin w uzyskanych kiszonkach. Warto podkreslié, ze
przeglad literatury przygotowano w taki sposob, aby merytorycznie uzasadnié prawidtowo$é
kolejnych etapéw badan, ktérymi Doktorantka zajmowata si¢ w swojej dysertacji.

W kolejnych rozdziatach mgr Martyna Kozlowska sformutowata 6 hipotez oraz 7
celow badawcezych, $cidle powiazanych z przedstawionymi wezesniej hipotezami. Dotyczyty
one okreslenia: i/ wptywu procesu zakiszania na zawarto$¢ sktadnikéw pokarmowych oraz na
rodzaj i zawarto$é saponin w zielonkach i kiszonkach z lucerny réznych odmian, ii/ wplywu
saponin pozyskanych ze Swiezej lub zakiszonej lucerny na wskazniki fermentacji w zwaczu
metoda Hohenheim gas-test oraz na produkcje metanu i populacje mikroorganizméw przy
wykorzystaniu metody in vitro batch culture, iii/ wplywu zastapienia kiszonki z traw kiszonkg
z lucerny w dawkach pokarmowych sporzadzonych na bazie kiszonki z catych roglin
kukurydzy na wskazniki fermentacji w zwaczu metodg RUSITEC, iv/ wplywu udzialu
kiszonki z lucerny w dawkach pokarmowych dla krow wyposazonych w kaniule do zwacza
na pobranie paszy, wskazniki fermentacji w zwaczu oraz strawno$é w catym przewodzie
pokarmowym, a takze v/ wplywu saponin zawartych w kiszonce z lucermny na wydajnosé
mleka oraz na sklad kwaséw thuszczowych thuszczu mleka krow utrzymywanych
w warunkach produkcyjnych. Zaréwno hipotezy jak i cele badan sformulowano logicznie
1 precyzyjnie, chociaz pewng watpliwos¢ moze budzié ostatni cel badawczy, poniewaz
w trakcie dos$wiadczenia produkcyjnego na krowach mlecznych badano wplyw na
analizowane wskazniki udzialn w dawce pokarmowej nie saponin z lucerny a kiszonki z
lucerny. Badania z tego zakresu, opisane w publikacji nr 3 (eksperymenty 3. i 4.)
przeprowadzono na 6 krowach przetokowanych do zwacza oraz dodatkowo na 54 krowach
produkcyjnych z udzialem kiszonki z lucerny o nieznanej zawartosci saponin oraz nieznane;j
czytelnikowi technologii zakiszania (faza rozwojowa roslin, wielkogé rozdrobnienia, rodzaj

zastosowanych dodatkéw kiszonkarskich itp.). Z duzym prawdopodobienstwem mozna



zalozy¢, ze nie byly to te same kiszonki eksperymentalne, ktére uzyto do przeprowadzenia
badan opisanych w publikacii 1. i 2.

Kolejny rozdzial dysertacji Materialy i metody Autorka przedstawita na 9 stronach
maszynopisu. Rozdzial ten zredagowano z duzg dbatoscig o szczegOly przeprowadzonych
eksperymentéw. Zawarto w nim informacje dotyczace pochodzenia materiahy ro$linnego
i sposobu jego konserwacji, nastgpnie sposobu ekstrakcji saponin, przebiegu eksperymentow
in vitro (Hohenheim gas test, Batch culture experiment i Rumen simulation technique
(RUSITECQ)) i in vivo (na krowach wyposazonych w kaniule do zwacza oraz na krowach
produkcyjnych). Precyzyjnie przedstawiono metodyk¢ wykonanych analiz chemicznych pasz,
w tym skladu i zawartosci saponin, nastepnie sktadu chemicznego mleka i ptynu zwacza oraz
oznaczen koncentracji metanu. Uzyskane wyniki poddano wiadciwie dobrane;j
1 przeprowadzonej analizie statystycznej wykonanej przy wykorzystaniu procedur programu
komputerowego SAS (SAS Institute Inc.). Doswiadczenia wykonano zgodnie
z obowigzujacymi  procedurami prowadzenia badan fizjologiczno-zywieniowych,
zatwierdzonymi przez Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczesi na Zwierzetach (decyzja nr
25/2012).

Wyniki przeprowadzonych analiz i eksperymentéw przedstawiono na 3 stronach
maszynopisu. W rozdziale tym postuzono si¢ wylacznie tekstem, odwotujgc czytelnika do
tabel i opiséw umieszczonych w poszczegllnych publikacjach. Rozdziat Wyniki podzielono
na logicznie nastepujace po sobie akapity, w ktérych analizowano uzyskane dane ze
wszystkich prac. Do najwazniejszych osiggni¢¢ eksperymentéw opisanych w publikacji nr 1
nalezy zaliczy¢ wykazanie 2-3 krotnego zwiekszenia zawartosci saponin ogotem w kiszonce z
lucerny w poréwnaniu z ich zawarto$cig w zielonce oraz ujemne;j korelacji pomiedzy
zawartoscig biatka i saponin w suchej masie kiszonek z lucerny. W kontekscie tego odkrycia
w trakcie publicznej obrony uprzejmie prosze Panig Doktorantke o wyjasnienie, co jest
przyczyng obserwowanych réznic w koncentracji i skiadzie saponin w zielonce i kiszone
z lucerny i czy mégt mieé na to wplyw rodzaj inokulantu uzytego w trakcie zakiszania.
Wydaje si¢, ze niedoskonato$é metod analitycznych uzywanych do oznaczeri zawartosci
saponin w materiatach roglinnych nie jest jedynym logicznym uzasadnieniem tego faktu,
podobnie jak zwickszenie zawartogci suchej masy w kiszonkach.

Do znaczacych osiggnieé Doktorantki opisanych w publikacji nr 2 nalezy zaliczen
przede wszystkim wykazanie réznic w zawartosci saponin w kiszonkach sporzadzonych
z zielonek réznych odmian lucerny siewnej, ktére dodatkowo wykazuja r6zng zdolnosé

ograniczania produkcji metanu w zwaczu, bez negatywnego wplywu na przebieg pozostatych



procesow fermentacyjnych. Ponadto stwierdzono, ze efektywnosé dziatania poszczegdlnych
form saponin uzalezniona byta od czesci rosliny, z ktérej dokonano ich ekstrakcji.
W warunkach in vitro najbardziej widoczne efekty obserwowano po zastosowaniu saponin
uzyskanych z korzenia. Ich ograniczajace dzialanie na wytwarzanie metanu w zwaczu
tlumaczono efektem bezposrednim lub posrednim wynikajagcym ze zmnmiejszania udziatu
mikroorganizméw Zwacza zaangazowanych w proces metanogenezy, zwlaszcza
pierwotniakéw. W tym kontekscie rodzi si¢ kolejne pytanie, czy saponiny zawarte w lucernie
mogg zmniejszaé warto$é biologiczng biatka mikroorganizméw przeptywajacego do jelit
zwierzat przezuwajacych (poprzez zmniejszenia populacji pierwotniakoéw w zwaczu), a tym
samym ogranicza¢ produkcyjnos¢ zwierzat najbardziej wydajnych?

Innym ciekawym zagadnieniem byla interpretacja wynikéw eksperymentow
przeprowadzonych na zwierzetach produkcyjnych (publikacja nr 3). W do$wiadczeniu na
krowach mlecznych wykazano, ze najlepsze efekty w zakresie zmniejszania produkcji metanu
W zwaczu 1 jego emisji do Srodowiska uzyskano po zastosowaniu w dawce pokarmowej
kiszonki z lucerny odmiany Kometa. Niezaleznie od odmiany, zastosowanie kiszonki
z lucerny w miejsce kiszonki z traw w dawkach pokarmowych sporzadzonych na bazie
kiszonki z kukurydzy powodowato jednak niekorzystne zmiany w profilu kwaséw
tluszczowych thiszczu mleka polegajace na zwiekszeniu udziatu nasyconych kwasow
ttuszezowych.

Dobre przygotowanie merytoryczne do prowadzenia badad Pani mgr Martyna
Koziowska wykazata przygotowujac rozdzial Dyskusja. Ta liczaca 4 strony cze$é pracy
oparta jest na glebokiej znajomosci podjetej tematyki badawczej, popartej wlasciwie dobrana,
wykorzystang i starannie zestawiong bibliografia liczacg tgcznie 51 pozycji. Dyskusje
podziclono na akapity, ktére w swoim brzmieniu odpowiadajg tresciom zawartym
w kolejnych publikacjach wchodzacych w skiad monotematycznego cyklu publikacji. Takie
podejscie ulatwito Doktorantce interpretacje wynikéw badan wilasnych na tle osiggnieé
uzyskanymi przez innych autoréw.

W kolejnym rozdziale Wnioski Doktorantka na jednej stronie maszynopisu dokonata
podsumowania najwazniejszych osiggnieé¢ naukowych, ktére uzyskala w swojej pracy.
Sformulowane przez Pania mgr Martyne Kozlowska wnioski sg prawidlowe i majg
uzasadnienie w wynikach przeprowadzonych eksperymentéw. Doktorantka stwierdzita
w nich, ze proces zakiszania zwigksza koncentracje saponin w kiszonce z lucerny a kiszonka
sporzgdzona z roslin odmiany Kometa charakteryzuje si¢ najwyzszym, spo$rod badanych

odmian, potencjatem do ograniczania emisji metanu do $rodowiska. Ten ostatni efekt odbywa



si¢ jednak kosztem zmniejszenia sumy wielonienasyconych kwaséw thuszczowych, natomiast
zwigkszenia udziatu nasyconych kwaséw ttuszczowych w thuszczu mileka. Wyzej opisane
osiggnigcia z pewnoscia majg charakter utylitarny i wnosza wazny wklad w rozwoj
dyscypliny zootechnika.

Podsumowujac przeprowadzong oceng dysertacji nalezy podkreslié, ze uzyskane przez
Doktorantke osiagniecia dotyczace oceny przydatnosci kiszonek z lucerny, jako zrédta
aktywnych saponin, w procesach modulowania przebiegu fermentacji w zwaczu u kréw
mlecznych i ograniczania emisji metanu do $rodowiska wnoszg nowe wartosci poznawcze do
aktualnego stanu wiedzy w dyscyplinie zootechnika i rybactwo i maja charakter poznawczy.
Jednoczesnie zwracam uwage, ze zakres przeprowadzonych badan i uzyskanych osiggnied
jest zgodny z wytycznymi zaréwno dla oceny osiggnie¢ naukowych Doktorantki w zakresie
dotychczasowej dyscypliny i dziedziny nauki (nauki rolnicze, dyscyplina zootechnika),
w zakresie ktérej wszezeto przewédd doktorski, jak i osiagnie¢ wg nowej klasyfikacji (nauki
rolnicze, dyscyplina zootechnika i rybactwo), w zakresie ktérej moze zostaé nadany stopien
naukowy doktora nauk rolniczych. Zatem stwierdzam, ze przedlozona do oceny dysertacja
Pani mgr Martyny Kozlowskiej odpowiada warunkom okreslonym w ustawie z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. 22017 r. poz. 1789). Na tej podstawie wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzgbcu wniosek
0 dopuszczenie mgr Martyny Kozlowskiej do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.




