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Streszczenie

Jeleniowate to grupa ssakow o stosunkowo wysokich wymaganiach zywieniowych ze
wzgledu na wazne potrzeby zwigzane z ich strategiami zyciowymi. Zwlaszcza najmlodsze
osobniki powinny przed okresem zimowym osiggna¢ odpowiednig mas¢ ciala, jednak ta
niekoniecznie odzwierciedla korzystny sktad kwasow tluszczowych w szpiku kostnym.
Podczas rozwoju szkieletu jeleniowatych rownie wazna jest odpowiednia podaz
niezbednych sktadnikow mineralnych. Zmiany metaboliczne wskazuja, ze pierwiastki
sg nie tylko zuzywane na potrzeby biezace zwierzat, ale moga tez by¢ magazynowane
w organizmie 1 mobilizowane w przypadku ich niedoboréw.

Hodowla jeleniowatych, mimo funkcjonowania w Polsce od ponad 40 lat, nadal
nie zostata w pelni zoptymalizowana, szczegdlnie w aspekcie zywieniowym, wynikajacym
z dynamicznych zmian klimatu. Badania sktadu mineralnego szpiku kostnego oraz osocza,
kosci 1 poroza jeleniowatych dostarczajg cennych informacji na temat stanu odzywienia,
zdrowia i funkcjonowania fermowych jeleniowatych.

Celem gltéwnym badan byla analiza profilu kwasow tluszczowych 1 sktadu
mineralnego szpiku kostnego fermowych 1 dzikich jeleniowatych. Gioéwna hipoteza
badawcza zaktadala, ze warunki zycia lub utrzymania jeleniowatych determinujg profil
kwasow ttuszczowych i sktad mineralny szpiku kostnego. Posrednie hipotezy badawcze to:
profil kwasow ttuszczowych jeleniowatych dzikich i fermowych réznit si¢ znaczaco
ze wzgledu na warunki zycia, wraz z wiekiem koncentracja i sktad kwasow thuszczowych
ulega zmianie oraz warunki utrzymania w chowie fermowym oraz zywienie wywieraja
wplyw na profil kwaséw tluszczowych i sklad mineralny szpiku kostnego mtodych
jeleniowatych.

W celu zweryfikowania przyjetych hipotez przeprowadzono niezalezne trzy badania.
W pierwszym z nich przeanalizowano wpltyw warunkéw zycia jeleni europejskich
(Cervus elaphus) (dziekie vs. fermowe) oraz wieku zwierzat (cieleta vs. doroste osobniki)
na profil kwaséw thuszczowych szpiku kostnego. Najczesciej wystepujacym kwasem
thuszczowym byl kwas oleinowy, ktory stanowit okolo 37% wszystkich kwasow
thuszczowych. Szpik kostny dzikich cielgt jelenia charakteryzowat si¢ istotnie wyzsza
zawartoscig thuszczu 1 udziatem nasyconych kwasow thuszczowych, natomiast fermowych
cielat jelenia wigkszg zawarto$cig wody i suchej masy beztluszczowej, a takze wigksza
zawartoscig jednonienasyconych kwaséw thuszczowych. U dzikich cielat stwierdzono

istotnie wyzszy poziom sumy kwasdéw n-3 1 n-6 oraz korzystniejszy stosunek n-6/n-3. Profil



kwasow tluszczowych dzikich dorostych tan wynikal z nizszego udzialu kwasow
thuszczowych nasyconych i wyzszego udzialu kwasow nienasyconych.

W drugim badaniu analizowano sktad kwaséw ttuszczowych w szpiku cielat danieli
fermowych (Dama dama) po okresie pastwiskowym 1 po zywieniu zimowym.
W badaniach wykazano, ze profil kwaséw thuszczowych w szpiku kostnym zwierzat
zmienial si¢ z wiekiem oraz ze wzgledu na odmienne zywienie. Szpik kostny po okresie
pastwiskowym wykazywat istotnie wyzszy udzial nasyconych kwasow ttuszczowych,
zawierat takze istotnie wigksze ilosci kwasow thuszczowych trans i sprzezonego kwasu
linolowego. Stan odzywienia zwierzat po okresie zimowym byl korzystniejszy poniewaz
szpik kostny sktadat si¢ z wyzszego poziomu jednonienasyconych kwasow ttuszczowych,
co wynikato z zapewnienia odpowiednich warunkéw zimowania i zbilansowanej paszy.

Celem trzeciego badania byta analiza zawartosci 21 pierwiastkow (makroelementow:
Ca, P, Mg, K, Na; pierwiastkow §ladowych: Li, Cr, Mn, Co, Cu, Zn, Se, Mo; oraz
pierwiastkdw potencjalnie toksycznych: Be, Al, As, Cd, Sb, Ba, Pb, Ni) w szpiku kostnym
oraz w wybranych tkankach tj. osoczu, kosciach 1 pierwszym porozu danieli fermowych
(Dama dama). Poréwnujac tkanki migkkie, wykazano wyzsze stezenia Ca, P, Mg, Cr, Zn,
Se, Al, Ba i Ni w szpiku kostnym niz w osoczu. Wyniki te sg zgodne z badaniami
dotyczacymi obiegu mineraldéw w organizmie w zalezno$ci od spozywanego pozywienia
oraz przemian metabolicznych wynikajg gtownie z tego, ze krew nie gromadzi sktadnikow
mineralnych, a jedynie je transportuje 1 odzwierciedla ich ilo§¢ w danym momencie.

Przeprowadzone badania potwierdzily hipotezg gléwng oraz hipotezy poboczne.
Stosowana w hodowli fermowej dieta wptywa na sktad kwasow tluszczowych w szpiku
kostnym mtodych jeleniowatych. Mtode dzikie zwierzgta wydaja si¢ lepiej przystosowane
do nadchodzacej zimy niz zwierzeta fermowe. Daniele fermowe w pierwszym roku zycia
byly lepiej odzywione po okresie zimowym. Profil kwasow thuszczowych w szpiku kostnym
zmieniat si¢ wraz z wiekiem jeleniowatych 1 po wiaczeniu odpowiedniego zZywienia miat
pozytywne znaczenie na przezycie niekorzystnych warunkéw takich jak zima czy okresy
gtodu. Wyniki badan pierwiastkow potwierdzity mozliwos$¢ migracji mineraldéw pomigdzy
szpikiem kostnym, krwig, ko§¢mi 1 porozem oraz akumulowania si¢ ich w tkankach

kostnych poprzez procesy wymiany kationdéw dwuwarto§ciowych.

Stowa kluczowe: kwasy tluszczowe; szpik kostny; makroelementy; pierwiastki §ladowe;

hodowla jeleniowatych



Summary

Cervidae is a family of ruminant mammals with high nutritional requirements due to
essential needs related to their life strategies, primarily during antler growth. Especially
the youngest should reach the appropriate body weight before winter. Adequate body weight,
however, does not necessarily reflect the favorable composition of fatty acids in the bone
marrow. Bone marrow is regarded as an indicator of health status because it is not only a fat
source but also contains minerals, vitamins, and fatty acids. It is critical during the skeletal
growth and development of young deer to have an adequate supply of essential minerals.
Moreover, metabolic changes indicate that the elements are used for current needs and can
be stored and mobilized.

The knowledge about deer nutrition is still insufficient. Despite operating in Poland
for 40 years, deer breeding has not been fully optimized yet, especially in the nutritional
aspect, resulting from dynamic climate changes. Studies of the bone marrow, plasma, bones,
and antlers provide valuable information on the nutritional status, health and future
functioning of farmed deer.

The study's main aim was to analyze the content of minerals and the profile of fatty
acids in the bone marrow of farmed and wild cervids. The main hypothesis was that
the fatty acid profile and mineral composition of the bone marrow and selected tissues reflect
the living or breeding conditions of cervids. Indirect hypotheses were that the fatty acid
profile of the bone marrow of wild and farmed cervids differed significantly due to the living
conditions; concentration and composition of fatty acids depend on age of animals; breeding
conditions influence the fatty acid profile and mineral composition of young deer bone
marrow.

Three studies were conducted independently. In the first of them, the impact of the
living conditions of red deer (Cervus elaphus) and the age of wild animals on the fatty acid
profile in the bone marrow was examined. Oleic acid (18:1 ¢9) was the most abundant
in deer bone marrow and comprised approximately 37% of total FAs. The bone marrow
of young wild deer was characterized by a significantly higher fat content and saturated FAs
proportion. In contrast, the bone marrow of farmed calves contained more moisture and
fat-free dry matter, as well as more monounsaturated FAs cis, branched-chain FAs
and monounsaturated FAs trans. A significantly higher level of -3 and n-6 FAs and a more

favorable n-6/n-3 ratio in the bone marrow of wild calves were determined. Due to the lower



proportion of saturated fatty acids and the higher proportion of monounsaturated fatty acids,
a more favorable fatty acid profile was found in adult animals.

In the second study, the composition of fatty acids in the marrow of farmed fallow deer
(Dama dama) calves after summer and winter feeding was analyzed. After the pasture
period, the bone marrow showed a significantly higher amount of saturated fatty acids.
In addition, the bone marrow after the grazing period contained significantly higher amounts
of trans fatty acids and conjugated linoleic acid and higher levels of monounsaturated fatty
acids after the winter-feeding period. The results obtained in the study indicate that providing
the animals with appropriate housing conditions on the farm and their optimal feeding
resulted in better condition and nutritional status of the animals, which is indicated by a more
favourable composition and profile of fatty acids in the bone marrow.

The third study aimed to analyze the content of 21 mineral elements (including bulk
elements: Ca, P, Mg, K, Na; trace elements: Li, Cr, Mn, Co, Cu, Zn, Se, Mo; and toxic
elements: Be, Al, As, Cd, Sb, Ba, Pb, Ni) in bone marrow, plasma, bones and first antlers
of farmed fallow deer (Dama dama). When comparing soft tissues, higher concentrations
of Ca, P, Mg, Cr, Zn, Se, Al, Ba and Ni were found in the bone marrow than in the plasma.
These results are consistent with studies on the circulation of minerals in the body depending
on metabolic changes and consumed feed. The blood does not accumulate minerals but only
transports them and reflects their amount at a given moment. Between Ca and Cd, Ca
and Pb, and P and Pb in the tissues.

The conducted research confirmed all hypotheses. The diet used in deer farming can
affect the composition of fatty acids in the bone marrow of young deer. Young wild animals
seem better adapted to winter than farm animals. Farmed fallow deer in the first year of life
were better nourished after the winter period, which they spent in good living conditions
with controlled access to roughage, concentrate and water. The fatty acid profile in the bone
marrow changed positively with the age of cervids and, after incorporating appropriate
nutrition, positively impacted surviving unfavorable conditions such as winter or famines.
The results confirmed the possibility of the migration and concentration of minerals in the

bone tissue by the exchange processes of divalent cations.

Keywords: fatty acids; bone marrow; macroelements; trace elements; deer farming



Zastosowane skroty w pracy doktorskiej

F- tluszcz,

M- woda,

FFM- sucha masa beztluszczowa,

SFA- suma nasyconych kwasow ttuszczowych,
OCFA- nieparzyste kwasy tluszczowe,

BCFA- rozgatgzione kwasy tluszczowe,

MUFA cis- suma jednonienasyconych kwasow cis,
LA- kwas linolowy 18:2 n-6,

PUFA- suma wielonienasyconych kwaséw thuszczowych,
LC PUFA- dlugotancuchowe wielonienasycone kwasy tluszczowe
MUFA trans- suma jednonienasyconych kwasow ttuszczowych trans,
TFA- suma kwaséw thuszczowych trans,

CLA- suma sprzgzonego kwasu linolowego

ALA- kwas a-linolenowy

DPA- kwas dokozapentaenowy

FAME- estry metylowe kwasow ttuszczowych
PCA- analiza glownych sktadowych

LOD- granica poziomu wykrywalnosci

Ca- wapn

P- fosfor

Mg- magnez

K- potas

Na- s6d

Li- lit

Cr- chrom

Mn- mangan

Co- kobalt

Cu- miedz

Zn- cynk

Se- selen

Mo- molibden

Be- beryl

Al- glin

As- arsen

Cd- kadm

Sb- antymon

Ba- bar

Pb- otow

Ni- nikiel



Wprowadzenie teoretyczne na podstawie publikacji

Jeleniowate to grupa ssakow o stosunkowo wysokich wymaganiach zywieniowych ze
wzgledu na wazne potrzeby zwigzane z ich strategiami Zyciowymi. Muszg one
zrownowazy¢ alokacje zasobéw migdzy rozwojem poroza a zachowaniem dobrej kondycji
1 zdrowia, poniewaz tylko najlepsze samce beda miaty znaczacy wkiad genetyczny
w nastgpne pokolenie (Gomez i in., 2006; Gémez i in., 2012; Ceacero, 2016).

Oceniajac stan zdrowia jeleniowatych, zaleca si¢ okre$lenie procentowej zawartosci
thuszczu w szpiku kostnym (Silberstein 1 Anastasi, 2018). Szpik kostny to migkka, dobrze
ukrwiona ggbczasta tkanka wystepujaca w jamach szpikowych kosci dtugich. Dzieli si¢ na
szpik kostny czerwony, w ktorym zachodzi hematopoeza (powstawanie elementéw
morfotycznych krwi) oraz szpik kostny zolty, skladajacy si¢ gléwnie z komorek
thuszczowych. Szpik czerwony wypelnia wszystkie kosci u plodéw i1 noworodkéw
oraz wystepuje w nasadach kosci ptaskich i dtugich w okresie poporodowym (Silberstein
1 Anastasi, 2018). Wykazano, ze kwasy tluszczowe lipidow szpiku kostnego
sa wykorzystywane jako zrodto energii i przyczyniaja si¢ do tworzenia nowych komoérek
(Dorshkind, 1990), zwtaszcza u mlodych zwierzat (Tajchman 1 in., 2020a,b).
U przezuwaczy lipidy tkankowe w okresie prenatalnym oraz u miodych organizméw
zawierajg niewielkie ilo$ci kwasu linolowego i linolenowego (Leat, 1966; Scott i in., 1967;
Noble i in., 1971). Dlatego najmtodsze zwierzeta moga wykazywac niedobdr niezbednych
nienasyconych kwasow tluszczowych (Payne, 1978).

Wazne jest, by cieleta byty dobrze odzywione, aby osiggna¢ odpowiednig mase ciata
przed zima (Janiszewski i in., 2008). Przezycie najmtodszych jeleniowatych w kolejnych
miesigcach zycia, a takze dalszych latach zalezy od prawidlowego Zywienia i wlasciwej
kondycji w pierwszym roku zycia (Bartos i in., 2016). Dzigciotowski i in. (1996) wykazali,
ze cieleta dzikich jeleniowatych, niezaleznie od pici, miaty takg samg mas¢ ciala
do 6 miesigca zycia. Istotne roznice w opisywanej cesze obserwowano u zwierzat w wieku
1,5 roku, kiedy to samce osiggaly wigksze przyrosty. U starszych tan masa ciata
stabilizowala si¢ w wieku 2,5 roku, natomiast u samcow w wieku 4,5 roku. Ponadto
u dorostych samic, biorgcych udziat w rozrodzie, nie stwierdzono istotnych réznic w masie
ciala (Dzigciotowski 1 in., 1996). Opisywana cecha jednak niekoniecznie odzwierciedla
korzystny sktad kwasow thuszczowych czy stezenie mineralow w szpiku kostnym.

Nalezy pamigta¢ o tym, ze szpik kostny u mtodych zwierzat jest nie tylko Zroédlem

thuszczu, ale takze miejscem, w ktorym magazynowane sg mineraty, witaminy i kwasy
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thuszczowe majace wplyw na funkcjonowanie mlodego organizmu zwtaszcza w najmniej
sprzyjajacych warunkach $rodowiskowych tj. w okresie zimowym (Irving i in., 1957).
Szpik kostny to niezwykta tkanka, w ktorej namnazane sg komorki i kolejno wraz z krwia
transportowane po organizmie, przyczyniajac si¢ tym samym do jego wzrostu 1 przebudowy
(Turner, 1979). Nie sg znane optymalne stezenia kwasow thuszczowych i innych zwigzkow,
ktére powinny by¢ obecne w szpiku zdrowych jeleniowatych. Wydaje si¢ jednak zasadne,
ze dla ich organizmu korzystne jest posiadanie odpowiedniego stezenia, by mdc sprawnie
porusza¢ si¢ i utrzymywac¢ odpowiednig podaz tkanki zapasowej w okresie zimowym
(Soares, 1995; Kiarie i Nyachoti, 2010). Efektywno$¢ wchtaniania substancji odzywczych
z przewodu pokarmowego moze by¢ modyfikowana, aby sprosta¢ zmieniajacym
si¢ wymaganiom (NRC, 2005, 2007).

Zawartos¢ kwasow thuszczowych mozna modyfikowaé réznymi dodatkami
zywieniowymi, a problem ten zostal stosunkowo dobrze przeanalizowany u zwierzat
gospodarskich. Badania koncentrowaty si¢ gltéwnie na skladzie lipidow w produktach
zwierzecych (migso, mleko, jaja), ktorych sktad odzwierciedlat zarowno biosyntezg kwasow
thuszczowych w tkankach, jak i1 sktad kwasow thuszczowych w spozywanych lipidach
(Hoz i in., 2003; Kouba i Mourot, 2011; Serrapica i in., 2020). Wykazano, ze zwiazek
pomiedzy zawartoscig kwasow thuszczowych w tkankach a dietg jest silniejszy u zwierzat
monogastrycznych niz u przezuwaczy, u ktorych kwasy tluszczowe zawarte w pozywieniu
podlegaja uwodornieniu w zwaczu (Christie, 1981; Bruckner, 1992). Z tych powodow
u zwierzat poligastrycznych wielonienasycone kwasy ttuszczowe (PUFA) sg zwykle obecne
w duzych ilosciach w tkance tluszczowej (Stender i in., 2008). Ta grupa kwasow
prawdopodobnie jest mobilizowana z diety ro§linnej, poniewaz organizm nie potrafi ich sam
syntetyzowac¢ (Jackson, 1926). Wykazano réwniez, ze tluszcze trans obecne w thuszczu
przezuwaczy powstaty w wyniku przemian metabolicznych PUFA przeprowadzanych przez
mikroorganizmy w zwaczu. Zwykle stezenie kwasow trans w tluszczu przezuwaczy
nie przekracza 6% (Stender i in., 2008).

Zawartos¢ thuszczu w szpiku kostnym wigze si¢ réwniez ze stanem fizjologicznym
zwierzat (Jackson, 1926; Nieminen i Soppela, 1990; Soppela i Nieminen, 2001). Selektywne
odktadanie si¢ nienasyconych kwasow tluszczowych w szpiku kostnym moze ulatwiad
mobilizacje tych kwasow w niesprzyjajacych warunkach srodowiskowych takich jak niska
temperatura otoczenia. Zbadano, ze podczas lipolizy tkanki tluszczowej uwalniane

sg gtownie dlugotancuchowe i1 nienasycone kwasy tluszczowe (Gavino 1 Gavino, 1992;
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Raclot i in., 1995). Nalezy zaznaczy¢, ze tluszcz magazynowany jest najpierw w szpiku
kostnym, potem w okolicy nerek, a na samym koncu pod skora. Wielu badaczy uwaza szpik
kostny za wskaznik stanu zdrowia zwierzat kopytnych, poniewaz jest to rOwniez ostatnia
tkanka thuszczowa mobilizowana w okresie gtodu (Ransom, 1965; Davis i in., 1987; Wolkers
1in., 1994).

Sktad kwaséw tluszczowych w szpiku kostnym jest waznym miernikiem stanu
odzywienia zwierzat, zwlaszcza mitodych. Jednak dotychczas przeprowadzono
niewystarczajaca ilos¢ badan dotyczacych zalezno$ci pomigdzy skladem kwasoéw
thuszczowych a kondycja 1 zdrowiem zwierzat. Badanie tych zalezno$ci mogloby pozwoli¢
lepiej zrozumie¢ rolg szpiku kostnego w metabolizmie thuszczoéw i wptyw diety na jego
sktad. Okreslono, ze u bardzo mtodych zwierzat ssacych mleko matki wystepuje niski
poziom kwasu linolowego i linolenowego w lipidach tkankowych (Leat, 1966; Scott i in.,
1967; Noble i in., 1971). Na podstawie tych danych, wywnioskowano, ze mtode zwierzeta
mogg by¢ narazone na ryzyko niedoboru niezb¢dnych kwasow ttuszczowych (Payne, 1978).

Warto podkresli¢, ze u reniferow, gatunku nalezacego do rodziny jeleniowatych,
w skladzie kwasow thuszczowych kosci proksymalnych (ko§¢ udowa) dominujg nasycone
kwasy tluszczowe (SFA), natomiast w ko$ciach dystalnych (ko$ci $rodstopia) dominuja
nienasycone kwasy tluszczowe, glownie kwas oleinowy (C18:1 n9); (Meng i in., 1969; Pond
1 in., 1993). Wyzszy poziom jednonienasyconych kwasoéw tluszczowych (MUFA) niz
wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA) w lipidach szpiku kostnego
jest korzystniejszy dla jeleniowatych, gdyz zapewnia ptynno$¢ adipocytow w niskich
temperaturach. Wysoki udzial kwasu oleinowego zwigzany jest z niska temperaturg
topnienia thuszczu szpiku kostnego, a tym samym poprawia jego ptynnos¢ 1 funkcjonowanie
konczyn zwierzgcia podczas mrozow (Christie, 1981). Mechanizm utrzymywania migkko$ci
thuszczow poprzez zwigkszenie stopnia ich nienasycenia zaobserwowano w dystalnych
ko$ciach r6znych gatunkow ssakéw (Nieminen i Soppela, 1990; Gavino i Gavino, 1992;
Soppela 1 Nieminen, 2001; Kiarie i Nyachoti, 2010). Zmiany temperatury topnienia szpiku
kostnego wykryto zarowno u ssakéw arktycznych, jak i tropikalnych (Irving i in., 1957;
Irving, 1972). Potwierdzono, ze lipoliza tkanki thuszczowej prowadzi do preferencyjnego
uwalniania dhugotancuchowych wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (LC PUFA);
(Gavino i Gavino, 1992; Raclot i in., 1995).

W przeciwienstwie do hodowli fermowej, w ktorej mozna modyfikowa¢ warunki

bytowe i1 zywieniowe, jeleniowate dzikie najczes$ciej narazone sg nie tylko na braki w bazie
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pokarmowej, ale rowniez na niskie temperatury w okresie zimowym. Wykazano jednak,
ze jeleniowate majg szereg przystosowan, ktore pomagaja im przetrwaé najbardziej
wymagajace okresy, np. potrafia spowolni¢ metabolizm zimg lub oszczedzal energi¢
poprzez ograniczanie aktywnosci (Thouzeau i in., 1997; Arnold 1 in., 2004; Turbil i in.,
2011). Nalezy tez podkresli¢, ze dzikie osobniki potrafig intuicyjnie odnalez¢ i zaspokoic
ewentualne niedobory zywnos$ciowe (Tajchman i in., 2021).

Profil sktadu szpiku kostnego oprdcz np. zywienia (Nagy i in., 2019; Razmaité
1in., 2020; Hoz 1 in., 2003; Nguyen i in., 2004), warunkéw klimatycznych (Irving i in., 1957;
Turner, 1979), stanu fizjologicznego (Nieminen i Laitinen, 1986; Jackson, 1926; Nieminen
i Soppela, 1990; Soppela i Nieminen, 2001) zmienia si¢ rowniez wraz z wiekiem zwierzat
(Soppela 1 Nieminen, 2001; Razmaité 1 Pileckas, 2019). U starszych osobnikow szpik
czerwony zmienia si¢ w szpik zotty, a jego udzial w kosciach wzrasta wraz z wiekiem
(Silberstein i Anastasi, 2018). Ze wzgledu na przemiany szpiku kostnego interesujace
wydaje si¢ poznanie sktadu kwasoéw thuszczowych szpiku kostnego jeleniowatych
mtodszych 1 starszych.

Zmiany metaboliczne wskazuja, ze w organizmach zywych zachodzi réwniez ciagta
wymiana pierwiastkow niezbednych do zycia, ktore sa wykorzystywane do budowy
komorek i tkanek. Niektore sa okresowo usuwane wraz z wydzielinami i wydalinami,
podczas gdy inne mogg by¢ magazynowane w organizmie i mobilizowane w przypadku ich
niedoboréw w diecie. Sytuacja mobilizacji rezerw moze mie¢ miejsce u jeleniowatych
w okresie wzrostu poroza. Poroze jako tkanka ro$nie bardzo szybko i w trakcie budowy
wymaga znacznego transferu mineralow ze szkieletu poprzez krwiobieg. Adaptacyjna
przebudowa szkieletu poprzez ciaggla biomineralizacj¢ zachodzi przez cale zycie
jeleniowatych, w przeciwienstwie do poroza, ktére co roku jest zrzucane (Landete-
Castillejos 1 in., 2010). Jednakze, wzrost mtodych jeleniowatych jest najszybszy
od urodzenia do po pierwszego roku zZycia, natomiast kolejne cztery lata charakteryzuja si¢
nizszym tempem wzrostu (Zannése i in., 2006). Pierwsze poroze ros$nie $rednio 1,95 +0,05
cm/tydzien przez okoto 14 tygodni (Gémez i in., 2008). Warunki panujace we wczesnych
miesigcach zycia mlodego samca majg istotny wplyw na jego ostateczng wielkos$¢
i sprawno$¢. Poroze, ktore jest drugorzgdowa cecha ptciowa, a zwtaszcza jego wielkos$¢, ma
duze znaczenie w ustalaniu hierarchii oraz wplywa na atrakcyjno$¢ byka wsrod samic

(Gémezi in., 2012).
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Zywienie, ktore w petni zaspokaja potrzeby mtodych zwierzat, warunkuje prawidtowy
wzrost 1 rozw6j organizmu, a co za tym idzie odpowiednie st¢zenia pierwiastkow i ich
wlasciwe proporcje w tkankach 1 plynach ustrojowych. Substancje odzywcze
transportowane przez uktad krazenia s3 wbudowywane w uktad kostny w tym w poroze
jeleniowatych. Niemniej jednak krew, podlegajaca cigglym zmianom poprzez funkcje
transportowa 1 komunikacyjng, stanowi gléwny wskaznik zmian zachodzacych
w organizmie (Weiss 1 Wardrop, 2010; Tajchman 1 in., 2019; Tajchman i in., 2020a). Tkanka
ta jednak nie jest dobrym wskaznikiem odpowiedniej podazy wszystkich mineratow,
ukazujac jedynie ich zawarto§¢ w momencie przeptywu. Szpik kostny mtodych zwierzat
sktada si¢ gléwnie z tkanki aktywnej hematopoetycznie (z niedojrzatych komorek moga
rozwing¢ si¢ wszystkie typy krwinek) oraz ze stosunkowo niewielkiej zawartosci thuszczu.
Jest on odpowiedzialny za produkcje krwinek, ktore peinig kluczowe role w organizmie.
Kazdego dnia szpik kostny wytwarza miliardy nowych komorek krwi na kilogram masy
ciala dorostego organizmu, a proces ten nazywany jest hematopoeza. Co wigcej
hematopoeza jest bardzo pochlaniajagcym procesem ze wzgledu na szybki obrot uktadu
krwiotworczego 1 wynikajace z tego zapotrzebowanie na sktadniki odzywcze. Powszechnie
wiadomo, ze makro- i mikroskladniki maja znaczenie dla produkcji krwinek, chociaz
niektore mechanizmy modulowania hematopoezy przez pierwiastki §ladowe pozostaja
nieznane (Oliveira 1 in., 2018). Uktad krwiotworczy znajduje si¢ pod znakomitg kontrolg
lokalng 1 ogdlnoustrojowa oraz reaguje szybko 1 przewidywalnie na rézne bodzce
(Silberstein 1 Anastasi, 2018). W rezultacie spodziewaé si¢ mozemy, iz niekorzystne
warunki bytowania jeleniowatych przektada¢ si¢ beda stosunkowo szybko na dysfunkcje
fizjologiczne zwigzane z niedoborem, nadmiarem lub zaburzong homeostazg mineralng
(Cygan-Szczegielniak, 2021). Odpowiednia podaz makroelementow jest szczegolnie wazna
w okresie wzrostu 1 rozwoju szkieletu mtodego zwierzgcia (Gracia i in., 1999; Gémez i in.,
2008; Tajchman 1 in., 2020a). Najwazniejsza rolag mineralow jest ich funkcja dotyczaca
prawidlowego rozwoju i utrzymania uktadu kostnego. Akumulacja mineralow w tkankach
jest wspotzalezna, gdyz jeden pierwiastek nie bedzie si¢ kumulowat bez drugiego. Roéwnie
wazna jest synergia z niektorymi witaminami (zwlaszcza rozpuszczalnymi w ttuszczach)
1 kwasami tluszczowymi (zwlaszcza z niezbednymi nienasyconymi kwasami
thuszczowymi); (Nagy i in., 2019; Razmaité i in., 2020).

Niedobory makro- 1 mikroelementow u przezuwaczy moga prowadzi¢

do powaznych problemow z reprodukcja, utrudnia¢ wzrost i powodowac¢ osteochondroze,
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czyli martwice chrzestno-kostng (Kudrnacova i in., 2018). Gléwnym czynnikiem mogacym
prowadzi¢ do zaburzen homeostazy organizmu jest zanieczyszczenie srodowiska jego
bytowania poprzez skazenie, gleby, ros§lin, wody czy powietrza (Bakowska 1 in., 2018).
Hodowlane jeleniowate, szczegdlnie te utrzymywane w regionach o matym zaludnieniu
1 stosunkowo nierozwinigtym przemysle, nie sg tak narazone na dziatanie szkodliwych
substancji, jak wolnozyjace. Dzikie zwierzgta przemieszczaja si¢, czg¢sto wzdhuz drog
1 autostrad, a ich pasza i woda nie pochodzi z kontrolowanych zrodet, jak ma to miejsce w
przypadku hodowli fermowej. Mimo tego, ze jeleniowate hodowlane maja dostep
do zamknigtych pastwisk i sg zywione odpowiednio zbilansowang pasza, w ich tkankach
stwierdzono kumulacje¢ substancji toksycznych (Tajchman i in., 2020b).

Nalezy podkresli¢, ze wplyw sktadu 1 zmian kwasow ttuszczowych w szpiku kostnym
na stan odzywienia nie zostat doktadnie zbadany, zwlaszcza u najmtodszych i najbardziej
podatnych na niekorzystne warunki klimatyczne zwierzat. Badania te sg istotne z punktu
widzenia hodowli fermowej jeleniowatych, gdzie ograniczona przestrzen wigze si¢
z ograniczonymi zasobami i koniecznos$cig zapewnienia odpowiedniego zywienia zimowego
(Flgjgaard 1 in., 2017). Hodowla jeleniowatych wymaga zatem stalego doskonalenia
1 dostosowywania do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych i rynkowych. Badania
nad zywieniem jeleniowatych, takie jak opisane ponizej, moga przyczynicé
si¢ do zoptymalizowania zasad Zywienia i opracowania standardow zywienia jeleniowatych
fermowych. Znajomos¢ profilu kwasow ttuszczowych i sktadu mineralnego szpiku kostnego
jeleniowatych dostarcza cennych informacji na temat stanu odzywienia, zdrowia
1 przyszlego funkcjonowania fermowych jeleniowatych. Dotychczas prowadzone badania
na jeleniach (Tajchman 1 in., 2021) i reniferach (Hassan i in., 2013) wskazywaty,
1z zawarto$¢ sktadnikow mineralnych roznita si¢ w zaleznosci od warunkéw utrzymania
zwierzat, jednak daniele, ktore nalezg do najczesciej hodowanego gatunku jeleniowatych

w Europie zostaly niezbadane w tym zakresie.
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Hipoteza i cel badan

Glowna hipoteza badawcza

e Warunki zycia lub utrzymania jeleniowatych determinujg profil kwasow

thuszczowych i sktad mineralny szpiku kostnego.

Posrednie hipotezy badawcze
e Profil kwasow tluszczowych szpiku kostnego jeleniowatych dzikich
1 fermowych réznit si¢ znaczaco ze wzgledu na warunki zycia.
e Wraz z wiekiem jeleniowatych koncentracja i sklad kwaséw tluszczowych
ulegaja zmianie.
e Warunki utrzymania w chowie fermowym oraz zywienie wywieraja wpltyw
na profil kwasow thuszczowych i1 sktad mineralny szpiku kostnego mtodych

jeleniowatych.
Cel badan

Celem glownym pracy byla analiza profilu kwaséw tluszczowych i sktadu mineralnego

szpiku kostnego fermowych i dzikich jeleniowatych.

Cele szczegolowe

e Porownanie profilu kwasow tluszczowych w szpiku kostnym dzikich
1 hodowlanych cielat jelenia europejskiego (wptyw warunkéw bytowania),
oraz dzikich cielat i tan (wptyw wieku).

e Analiza profilu kwaséw thuszczowych szpiku cielgt danieli fermowych po okresie
pastwiskowym i1 po dokarmianiu zimowym.

e Okreslenie stezenia 5 makroelementow: wapnia (Ca), fosforu (P), magnezu (Mg),
potasu (K), sodu (Na), 8 pierwiastkéw sladowych: litu (Li), chromu (Cr), manganu
(Mn), kobaltu (Co), miedzi (Cu), cynku (Zn), selenu (Se), molibdenu (Mo)
oraz 8 pierwiastkoéw o potencjalnym dziataniu toksycznym: berylu (be), glinu (Al),
arsenu (As), kadmu (Cd), antymonu (Sb), baru (Ba) otowiu (Pb) i niklu (Ni)
w szpiku kostnym, osoczu, kosciach 1 pierwszym porozu mtodych danieli

fermowych.
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Material i metody

Dla  przejrzystoSci  zastosowano umowny podzial zaréwno metodyki,

jak 1 wynikow zgodnie z pracami, w ktérych zostaty opublikowane (Tabela 1).

Tabela 1. Prace, w ktorych opublikowano prezentowane wyniki badan

Dane bibliograficzne

Steiner-Bogdaszewska Z., Tajchman K., Domaradzki P., Florek M.
(2022) Composition of fatty acids in bone marrow of red deer from
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DOI: 10.3390/molecules27082511.

Steiner-Bogdaszewska Z., Tajchman K., Domaradzki P., Florek M.
(2022) Composition and fatty acid profile of bone marrow in farmed
fallow deer (Dama dama) depending on diet. Animals, 7;12(8): 941.
DOI: 10.3390/ani12080941.

Steiner-Bogdaszewska 7. Tajchman K., Ukalska-Jaruga A., Florek
M., Pecio M. (2022) The mineral composition of bone marrow, plasma,
bones and the first antlers of farmed fallow deer. Animals, 12, 2764.
DOI: 10.3390/ani12202764.

Praca 1

Praca 2

Praca 3

Projekty eksperymentow
Materiat do badan pobrano od 40 fermowych i dzikich jeleniowatych w r6znym wieku,
w tym 19 hodowlanych danieli zwyczajnych (Dama dama) i 21 jeleni europejskich (Cervus
elaphus); (6 hodowlanych i 15 dzikich). Lacznie pobrano 40 prébek szpiku kostnego z kosci
srodstopia (ossa metatarsalia) oraz po 6 probek:
- krwi z zyly szyjnej (vena jugularis externa),
- calkowicie skostniatego poroza
- kosci $rodstopia.
W pracy 1 material pobrano w listopadzie 2019 r. od 21 jeleni europejskich,
w tym 6 samcow utrzymywanych fermowo i1 9 dzikich w wieku 6-7 miesiecy oraz
6 dzikich nieci¢zarnych tan w wieku 3-6 lat. W pracy 2 badania przeprowadzono
w listopadzie 2019 r. oraz w kwietniu 2020 r. na 13 bykach danieli fermowych
w pierwszym roku zycia, tj. 6 osobnikach w wieku 6-7 miesi¢cy po okresie pastwiskowym
(listopad) 1 7 samcach w wieku 11-12 miesiecy po okresie zimowym (kwiecien).
W pracy 3 badania zrealizowano w kwietniu (po zywieniu zimowym) 2021 r.

na 6 hodowlanych bykach daniela zwyczajnego w wieku 16 miesiecy.

17



Jeleniowate fermowe utrzymywano w Stacji Badawczej Instytutu Parazytologii PAN
w Kosewie Gornym (woj. warminsko-mazurskie; Polska; N: 53°48°; E: 21°23”), ktéra
prowadzi hodowlg 1 wypas jeleniowatych na swoich terenach od 1986 r. System zywienia
obejmowat rotacyjny wypas pastwiskowy o powierzchni zgodnej z DEFRA (2022)
1 FEDFA (2022), na ktorym zwierzgta przebywaty w okresie od kwietnia do listopada.
Roslinnos¢ wystepujaca w zagrodach, w ktérych utrzymywane byly zwierzgta, byla
zroznicowana. Ws§rdd traw najczesciej spotykano Dactylis glomerata, Poa pratensis
1 Lolium perenne, ktére zapewnialy jeleniowatym wysokowarto§ciowy pokarm. Rosliny
stragczkowe, takie jak Trifolium repens, uzupelialy ich diet¢ o biatko i azot.
Nie obserwowano wystgpowania roslin niechcianych lub szkodliwych dla zdrowia zwierzat.
Na pastwiskach rosty takze drzewa (gléwnie Betula pendula, Malus sylvestris, Malus
domestica, Prunus domestica 1 Pinus sylvestris), ktore stanowity dodatkowe zrdédto
mineratow oraz ochrong przed stoncem i deszczem (Kulik 1 in., 2023).

W okresie zimowym (od grudnia do marca) jako pasz¢ objetoSciowsg zwierzetom
zadawano sianokiszonke z traw (ad libitum) oraz siano. Pasza tresciwa podawana byla
do koryt o takiej dtugosci, by zapewnialy dostep wszystkim osobnikom do pozywienia.
Dzienna dawka paszy treSciwej wynosita 260 g. Jej sklad byt nastepujacy:
70% sprasowanego owsa, 15% koncentratu sojowego (zawierajacego 33 % biatka surowego;
Eco-pasz) i 15% koncentratu rzepakowego (zawierajacego 45% bialtka surowego; Eco-pasz).
Zwierzeta mialy wolny dostep do $wiezej wody oraz wielosktadnikowych lizawek Josera
Phosphoreimer (Josera, Polska) przez caty rok (Tabela 2) (Tajchman i in., 2022).

Uboj samcéw fermowych jeleniowatych odbywal sie¢ w wieku 6-7 miesigcy
lub 16 miesigcy zgodnie z praktykag hodowlang. Zwierzgta dzikie pochodzity
z Nadle$nictwa Strzatowo, lezacego w bezposrednim sgsiedztwie Stacji Badawczej
w Kosewie. Dzikie osobniki zostaly pozyskane w sezonie towieckim zgodnie
z obowigzujacymi w Polsce Zasadami Selekcji Osobniczej i Populacyjnej Zwierzat
Lownych (Dz. U Zatacznik do uchwalty NRE nr 57/2005 z dnia 22 lutego 2005 r.).

Ferma od potnocnej czesci graniczyla z Jeziorem Kuc, z pozostatych stron otoczona
byta lasami administrowanymi przez Nadle$nictwo Strzalowo i Spychowo, wchodzace
w sklad Kompleksu Promocyjnego ,Lasy Mazurskie”. Nadle$nictwa te polozone
sa na terenie Puszczy Piskiej. Ich powierzchnia ogdlna to 82 392 ha, w tym lasy, ktore
stanowig 43 336 ha (https://kosewopan.pl/pl/home/). Nadle$nictwo Strzatowo, skad

pochodzity jelenie europejskie do badan, charakteryzowato si¢ duzym zroéznicowaniem
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siedliskowym 1 gatunkowym. Dominujacym gatunkiem drzew byla sosna, ktora stanowita
okolo 85% powierzchni lesnej. Wsrod cennych siedlisk przyrodniczych na terenie
nadlesnictwa wyr6zniono m.in.: grady subkontynentalne, zmiennowilgotne taki trzeslicowe,
suche wrzosowiska, legowe lasy, w sktad ktorych wchodzily deby, wigzy 1 jesiony
(https://strzalowo.olsztyn.lasy.gov.pl/). Wedtug danych inwentaryzacyjnych
w Nadles$nictwie Strzalowo i Spychowo, bytowato okoto 1500 jeleni europejskich, a
zageszczenie tego gatunku bylo na poziomie 19,4 szt./1000 ha (2023 r.). Obszar
Nadles$nictwa 1 otaczajacych go terendw rolnych, w tym obszernych tak 1 pastwisk, zapewnia

doskonate warunki zycia dla dzikich zwierzat (https://strzalowo.olsztyn.lasy.gov.pl/).

Tabela 2. Sktad wielosktadnikowych lizawek Josera Phosphoreimer (Josera, Polska)

Skladniki Zawartos¢ (na 1 kg)
Ca % 5,00
P % 10,00
Na % 7,00
Mg % 7,50
Ca/P 0,5:1
Witamina A j.m. 650 000,00
Witamina D3 j.m. 120 000,00
Witamina E mg 1 500,00
Zn (jako tlenek cynku) mg 8 000,00
Mn (jako uwodniony glicynowy chelat manganu) mg 4 000,00
Mn (jako tlenek manganu (II)) mg 4 000,00
Cu (jako pentahydrat siarczanu miedzi) mg 1 200,00
I mg 100,00
Co mg 22,00
Se (jako selenin sodu) mg 40,00

Pobieranie prob

Mase ciata zwierzat gospodarskich mierzono przed ubojem, kiedy zwierzeta
przebywaly w poskromie. Za pomocag zestawu czujnikow MP 800 w potaczeniu
z czytnikiem ci¢zaru Tru-Test DR 3000 LNB (producent: Tru-Test Group, Auckland, Nowa
Zelandia). Zgodnie z deklaracja producenta dokladno$¢ tego zestawu wynosita
+/- 1%, a minimalna rozdzielczos¢ to 100 g. za pomoca czujnikéw MP 800 sprzezonych
z czytnikiem masy Tru-test DR 3000. Mas¢ tusz jeleni dzikich okreslano po uboju
1 patroszeniu. Masg ciata jeleni dzikich szacowano na podstawie masy tuszy, ktora stanowi
ok. 67% masy ciala jeleniowatych (Neiland, 1970).

Kosci srodstopia (ossa metatarsalia) oraz poroze (catkowicie skostniate) gromadzono

od zwierzat bezposrednio po uboju. Swieze kosci otwierano dentystycznym wiertlem
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tytanowym, ostroznie tak, by nie zanieczysci¢ szpiku kostnego pytem kostnym. Szpik kostny
po usuni¢ciu szpiku czerwonego byl gteboko mrozony w -80°C. Kosci i poroza rozdrabniano
tytanowym wierttem dentystycznym, ktore przechowywano zamrozone.

Krew pobierano z zyly szyjnej zewnetrzne] (vena jugularis externa) w objetosci
5 ml do prozniowych probowek z heparyng jako koagulantem. Sktad mineralny analizowano
w osoczu krwi uzyskanym przez wirowanie krwi w 3000 obr./min przez 10 minut (wir6wka
laboratoryjna MPW-350R, MPW Medical Instruments) w temperaturze 4°C. Wszystkie
analizy przeprowadzono zgodnie z uzyskanym pozwoleniem Lokalnej Komisji Etyki nr 069,

Uchwata nr 24/2021.

Zastosowane metody badawcze

® Analiza zawartosci tluszczu, wody i suchej masy beztluszczowej w szpiku
kostnym

Probke szpiku kostnego o przyblizonej masie 1,5 g (doktadnos¢ do 1 mg) przeniesiono

do wstepnie zwazonego celulozowego naczynka. Procentowg utrat¢ masy (wody) obliczano
zgodnie z PN-ISO 1442 (2000) przy uzyciu metody suszenia w 103°C za pomoca
uniwersalnego pieca Memmert UF30 (Schwabach, Niemcy). Nastgpnie thuszcz ze szpiku
kostnego ekstrahowano metodg Soxhleta z uzyciem aparatu Biichi-B-811 (Flawil)
1 n-heksanu jako rozpuszczalnika. Na koniec obliczono procentowy udziat tluszczu.
Naczynko celulozowe z pozostala suchg masg beztluszczowa suszono dalej okoto godziny,

schtodzono do temperatury pokojowej i obliczono procentowy udziat suchej masy.

e Analiza profilu kwaséw tluszczowych w szpiku kostnym

Ekstrakcje tluszczu do oznaczenia profilu kwaséw tluszczowych (FA)
przeprowadzono metodg Folcha 1 in. (1957). Estry metylowe kwaséw tluszczowych
(FAME) otrzymano w procesie transmetylacji 50 mg probek thuszczu przy wykorzystaniu
mieszaniny stezonego H2SO4 (95%) 1 metanolu, zgodnie z oficjalng metodg AOCS (2000)
Ce 2-66. Analizy metoda chromatografii gazowej (GC) przeprowadzono wedtug
Domaradzki i in. (2019) przy uzyciu chromatografu gazowego Varian CG 3900 (Walnut
Creek, USA) z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (FID). FAME rozdzielano
w kolumnie kapilarnej CP 7420 (Agilent Technologies, USA) o dtugosci 100 m, $rednicy
wewnetrznej 0,25 mm 1 grubos$ci warstwy 0,25 um. Analize przeprowadzono w warunkach

wzrastajgcej temperatury w nastepujgcym programie: 50°C przez 1 min, nastepnie
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wzrastajacg temperatur¢ 30°C/min az do 120°C. Po przekroczeniu 120°C tempo wzrastania
temperatury wynosito 2°C/min do 160°C, a po przekroczeniu tej temperatury nastgpito
wstrzymanie w 160°C na 30 minut, kolejno zmiana tempa na 1°C/min do 200°C, nast¢pnie
5°C/min do 250°C, czas wstrzymywania wynosil 1 minute. Temperatura wtryskiwacza
1 detektora wynosita odpowiednio 260°C i1 270°C. Natezenie przeptywu gazu nosnego
(wodoru) wynosito 2ml/min, obj¢tos¢ wprowadzanych probek wynosita 1p, a stosunek
podziatu wynosit 1/50. FAME zidentytfikowano i okreslono ilo$ciowo, bazujac na czasie
retencji w poréwnaniu do mieszaniny referencyjnej (Supelco 37 Component FAME Mix
CRM 47885 Supwlco Inc., Bellefonte, PA, USA; ester metylowy CLA 05632-Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA; mieszanina FAME o rozgal¢zionym lancuchu BR2, BR3,
BR4 - Larodan AB Solna, Szwecja). Do przedstawienia sktadu kwaséw ttuszczowych uzyto
oprogramowania Sar GC Workstation (Varian Inc., Walnut Creek, USA). Sktad kwaséw
thuszczowych wyrazono jako procent wszystkich zidentyfikowanych FA. Analizy
przeprowadzono dwukrotnie.

Zidentyfikowane kwasy tluszczowe przedstawiono w nastepujacy sposob: liczba
atomoéw wegla w tancuchu (liczba przed dwukropkiem), liczba wigzan nasyconych (liczba
po dwukropku), konformacja przestrzenna (cis lub trans). Zidentyfikowano nastgpujace
grupy kwaséw thuszczowych i1 obliczono procentowy udzial: SFA - nasycone kwasy
thuszczowe; OCFA - nieparzyste kwasy tluszczowe; BCFA - kwasy tluszczowe
o rozgatezionym tancuchu; MUFA cis- jednonienasycone kwasy tluszczowe, PUFA -
wielonienasycone kwasy tluszczowe, n-3 1 n-6, TFA - trans- suma jednonienasyconych
kwasow tluszczowych trans, > C18:2 trans, > C18:3 trans; Y CLA - sprzezony kwas
linolowy: suma 18:2 c9, t11 1 18:2 t9c11; > C18:2 trans- suma niesprz¢zonych izomerow
18:2 t,c/ct/t,t; Y C18:3 trans- suma izomeréw 18:3 z nieznang pozycja przestrzenng

podwdjnego wigzania; wspotczynnik PUFA/SFA oraz wspotczynnik n-6/n-3.

® Analiza zawartosci mineralow w szpiku kostnym oraz wybranych tkankach
Stezenia mineraléw w szpiku kostnym, osoczu, kosciach i porozach okreslono poprzez
trawienie probek o masie 0,5 g w wodzie krélewskiej (mieszanina st¢zonego kwasu solnego
1 azotowego w proporcji 3:1), a nastgpnie wytrawieniu z wykorzystaniem promieniowania
mikrofalowego $rednioci$nieniowego (32 bary) (Mars Xpress CEM Corp., Matthews, NC,
USA). Otrzymane ekstrakty analizowano metoda spektrometrii mas ze wzbudzeniem

w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (Agilent quadrupole 7500CE ICP-MS wyposazony

21



w palnik, nebulizator mikro mgty, probnik niklu i stozki odpieniacza oraz dwuprzebiegowa
komore natryskowa). Jako gaz no$ny zastosowano argon, a wodor i hel jako gazy reakcyjne
do eliminacji zakidcen. Aby zminimalizowa¢ efekt matrycy i zapewni¢ dtugoterminowa
stabilno$¢, wszystkie oznaczenia wykonywano w obecno$ci standardu wewnetrznego
sktadajacego sie z 1 mg/L *Sc, ¥Y i 'Tb. Ponadto w celu kontroli jakosci do analiz
wlaczono $lepa probe i certyfikowany material odniesienia (CRM028-050). Odzysk
analizowanych pierwiastkow §ladowych wahat si¢ od 90 do 97%, natomiast precyzja metody
okreslona jako wzgledne odchylenie standardowe (RSD) wynosita <3%. Wartosci granicy
wykrywalnosci (LOD) ksztattowaly si¢ na poziomie od 0,007 mg/kg do 0,099 mg/kg.

e Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono w programie Statistica ver. 13. Wyniki
wyrazono jako warto$¢ srednig 1 odchylenie standardowe. Istotno$¢ réznic poszczegdlnych
zmiennych (jelenie hodowlane - jelenie dzikie, mtode jelenie - doroste jelenie - daniele
zywienie letnie - zywienie zimowe) okre$lano za pomoca testu z-Studenta (rozkiad
normalny), lub testu Kotmogorowa-Smirnowa (brak rozktadu normalnego). Do oceny
wzajemnego oddziatywania zmiennych (r6znice miedzy osoczem, szpikiem kostnym,
ko$¢mi 1 porozem) wykorzystano test ANOVA Kruskala-Wallisa na rangach.

Analize Glownych Sktadowych PCA  (Principal Component Analysis)
przeprowadzono w celu uproszczenia struktury danych i wskazania zaleznosci pomigdzy
zmiennymi charakteryzujacymi profil 1 sktad kwaséw ttuszczowych w szpiku kostnym
roznych grup jeleni europejskich; zmiennymi charakteryzujagcymi profil i sktad kwaséw
thuszczowych w szpiku kostnym danieli a ich dietg; lub wykazania zalezno$ci pomig¢dzy
pierwiastkami wystgpujacymi we wszystkich badanych tkankach. Analiza ta pozwala
na przeksztalcenie danego zbioru cech (zmiennych pierwotnych), ktére sg wzajemnie
skorelowane w nowy uktad cech (gidwne sktadowe) wzajemnie ze sobg nieskorelowanych,
ktory nastepnie jest porownywany z ukladem wyj$ciowym.

Zwigzek migdzy masg ciata a cechami szpiku kostnego lub zwigzek pomigdzy
poszczegbdlnymi pierwiastkami a zawarto$cig wybranego pierwiastka w réznych tkankach
okreslano przy pomocy wspdiczynnika korelacji Pearsona (rozklad normalny) lub
wspofczynnika rang Spearmana (brak rozktadu normalnego). Dla wszystkich testow

przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.
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Omowienie wynikow i dyskusja

Poréwnano warunki bytowania cielat jeleni europejskich dzikich i fermowych oraz
kategorie wolnozyjacych zwierzat: cielat 1 tan nieciezarnych w wieku 3-6 lat.
W tabeli 3 przedstawiono poréwnanie sredniej masy ciata, a takze cech charakteryzujacych
szpik kostny tj. zawarto$¢ ttuszczu, zawarto$ci wody i suchej masy beztluszczowej migdzy
cieletami fermowymi i dzikimi a takze dzikimi cielgtami i taniami. Pomimo tego, ze nie
wykazano statystycznie istotnych réznic pomig¢dzy masg ciata cielagt dzikich i fermowych,
cieleta fermowe byly o 3,64 kg ciezsze. Szpik kostny dzikich cielat charakteryzowat si¢
wyzszg zawartoscig thuszezu (o 29,62%; p < 0,001), za$ szpik kostny fermowych cielat
zawieratl wiecej wody i1 suchej masy bezttuszczowej (0 9,34% 120,67%; p < 0,005). Z kolei
porownujac sktad szpiku kostnego w zalezno$ci od wieku (cieleta - lanie) istotng
statystycznie roznice odnotowano jedynie w przypadku wiekszej zawartosci suchej masy

beztluszczowej (0 6,15%; p <0,01) w szpiku kostnym dorostych tan.

Tabela 3. Poréwnanie $redniej masy ciata, sktadu szpiku kostnego dzikich i hodowlanych jeleni
europejskich

Cieleta jelenia europejskiego Dzikie jelenie europejskie

Analizowana Fermowe Dzikie Wartosé Cieleta Lanie
Zmienna

Wartos¢ p

M SD M SD M SD M SD t*/K-SP

4
t*/K-SP

49,42 | 5,12 | 45,78 | 6,79 >0,05* | 45,78 | 6,79 | 80,83 | 30,53 | <0,001°

Masa ciata
(kg)

Sklad szpiku kostnego (%)

N
Q
§ 53,52 | 13,71 | 83,14 3,43 <0,001° | 83,14 | 3,43 | 77,33 9,19 >0,05%
=
S
§ 21,01 | 10,07 | 11,66 1,77 <0,005° | 11,66 1,77 11,01 4,07 >0,05%
s S
2 3
§§ 2548 [ 11,78 | 4,81 2,53 <0,001° 4,81 2,53 10,96 | 7,19 <0,01°
e

M-érednia, SD- odchylenie standardowe, 2 - Test t-Studenta, ° - Test Kolmogorova-Smirnova
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Zastosowany rozdzial chromatograficzny pozwolit zidentyfikowaé 47 réznych
kwasow thuszczowych, przy czym udziat jednostkowy 35 z nich nie przekraczat 1% (Tabela
5). Sladowe ilosci C12:0 wykryto w szpiku kostnym fermowych cielat jelenia europejskiego,
za$ u dzikich cielgt nie wykryto C17:1 ¢7. Najwyzszy poziom SFA stwierdzono w szpiku
kostnym dzikich cielat jeleni w poréwnaniu z innymi grupami jeleniowatych (p <0,001).
Ponadto $redni odsetek sumy nasyconych kwaséw ttuszczowych (SFA) (z wyjatkiem C10:0)
byl znacznie wyzszy w szpiku kostnym mtodych dzikich zwierzat (Tabela 4). Thuszcz
w szpiku kostnym dzikich jeleni zawieral znacznie wigcej C14:0, C16:0, C18:0 1 C20:0
(p <0,001), podczas gdy procentowy udzial jednonienasyconych kwasow thuszczowych cis
w tym Cl16:1 c13, C18:1 ¢9, C18:1 c12, C20:1 ¢13 byt istotnie nizszy (p < 0,001).
Stwierdzono takze nizszy udziat rozgatezionych kwasow ttuszczowych (BCFA) (p <0,001)
1 jednonienasyconych kwaséw ttuszczowych trans (p < 0,001), w tym C18:1 191 C18:1 ¢11
(VA) (Tabela 4). Chociaz nie uzyskano statystycznie istotnych réznic w $rednim stezeniu
OCFA, PUFA i TFA pomie¢dzy cieletami dzikimi i fermowymi (Tabela 5), to biorac pod
uwage udzial poszczegolnych kwaséw thuszczowych w wyzej wymienionych grupach, szpik
kostny dzikich cielat zawierat istotnie statystycznie wigcej C17:0, XC18:2 trans, £ZC18:3
trans 1 wielonienasyconych kwaséw thuszczowych, takich jak: C18:2 n-6 (LA), C20:2 n-6
1 prawie dwa razy tyle C18:3 n-3 (ALA) i C18:2 cis (p < 0,003). Z kolei szpik kostny
fermowych cielat jelenia zawierat dwa razy wiecej sprzgzonego kwasu linolowego (CLA)
(»<0,001)1C22:5 n-3 DPA (p <0,005) (Tabela 4). Skutkiem zaobserwowanych zaleznosci
byt istotnie wyzszy poziom sum wszystkich kwaséw thuszczowych n-3 i n-6 (p <0,001) jak
rowniez korzystniejszy stosunek n-6/n-3 w szpiku kostnym dzikich cielat jeleni europejskich

(Tabela 5).
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Tabela 4. Sktad kwasow ttuszczowych (% wszystkich kwasow thuszczowych) w szpiku kostnym

fermowych i dzikich cielat oraz tan jelenia europejskiego.

Cieleta jelenia Dzikie jelenie
Analizowana Fermowe Dzikie Wartos¢ Cieleta Lanie | Wartos¢
Zmienna p p
(%) M |[SD| M |SD /K-SP M |[SD| M |SD /K-SP
C10:0 0,06 {0,02] 0,07 [0,02| >0,05* | 0,07 {0,02| 0,08 |0,07| >0,05"
C12:0 tr - 10,62 10,14 — 0,62 10,14| 0,11 |0,05] <0,001*
C14:0 5,18 [ 1,08 5,94 |0,64| <0,018 | 5,94 |0,64| 2,23 |0,82] <0,001*
C16:0 15,8710,78119,39]0,89| <0,001* |19,39/0,89|13,623,57| <0,001°
C18:0 4,58 10,73 ] 5,58 [0,94| <0,003* | 5,58 (0,94 3,85 | 1,08 | <0,001*
C20:0 0,12 10,03| 0,17 |0,03| <0,001* | 0,17 |0,03] 0,13 |0,04| <0,008
Cl15:0 0,90 [0,08] 0,89 [0,08] >0,05* | 0,89 [0,08| 0,53 |0,16| <0,001°
Cl15:1 0,46 10,05| 0,37 10,09| <0,05* | 0,37 10,09] 0,36 [0,09| >0,05*
C17:0 0,49 10,07| 0,57 |0,06| <0,003* | 0,57 |0,06| 0,33 0,08 | <0,001?
Cl17:1c¢7 0,09 10,03| - - - - - - - -
C17:1¢9 0,73 10,08| 0,77 10,07 >0,05* | 0,77 10,07] 0,77 [0,07| >0,05*
C21:0 0,09 {0,02| 0,06 |0,02| >0,05* | 0,06 |0,02]| 0,11 0,04 <0,001?
C13:0iso 0,13 [0,05] 0,07 [0,01| <0,001° | 0,07 |0,01| tr - >0,05*
C13:0 anteiso 0,12 10,03| 0,11 |0,02| >0,05* | 0,11 |0,02| tr - >0,05%
C14:0 iso 0,14 10,02| 0,07 |0,02| <0,001* | 0,07 |0,02] 0,06 [0,02| >0,05*
C15:0 iso 0,33 {0,06] 0,18 |0,03| <0,001° | 0,18 |0,03| 0,16 |0,04| >0,05°
C15:0 anteiso 0,52 10,07| 0,33 10,07 <0,001* | 0,33 10,07] 0,28 |[0,11| >0,05*
C17:0 iso 0,37 {0,05] 0,27 [0,03| <0,001° | 0,27 {0,03| 0,23 | 0,03 | <0,001°
C17:0 anteiso 0,49 10,05] 0,48 10,07] >0,05* | 0,48 10,07] 0,43 |0,08| >0,05*
C18:0 iso 0,12 {0,03] 0,14 [0,03| >0,05* | 0,14 {0,03| 0,19 |0,05| <0,025°
Cl14:1 ¢9 3,62 10,86 3,15 |0,46| >0,05* | 3,15 |0,46| 2,67 |0,95| >0,05°
Cl6:1 cl1 0,06 {0,01| 0,06 |0,01| >0,05 | 0,06 |0,01] 0,05 [0,01| >0,05*
Cl16:1 cl3 0,28 10,05| 0,18 10,03| <0,001* | 0,18 |0,03] 0,14 0,04 | <0,008
Cl6:1 c7 0,63 [0,08] 0,57 [0,05] >0,05° | 0,57 {0,05| 0,51 |0,03| <0,001°
Cl16:1 ¢9 12.09(2,2211,35|1,48| >0,05* |[11,35]1,48|14,96|1,71] <0,001*
C18:1 ¢9 38,81[1,15(34,98[1,21| <0,001* [34,98|1,21|37,51|2,48| <0,005"
C18:1 cl1 4,19 10,49 4,46 | 0,88 >0,05* | 4,46 |0,88|10,335,66| <0,001°
C18:1 c12 0,09 10,01] 0,14 10,03 <0,001* | 0,14 10,03] 0,15 [0,04| >0,05*
C18:1 13 0,37 [0,05] 0,42 [0,09| >0,05* | 0,42 {0,09| 0,89 |0,42| <0,005°
C20:1 ¢9 0,18 {0,03| 0,24 10,05| >0,05* | 0,24 |10,05] 0,19 [0,05| >0,05*
C20:1 cl11 0,45 10,09| 0,46 |0,11| >0,05* | 0,46 |0,11| 0,74 |0,32| >0,05°
C20:1 13 0,16 {0,02| 0,12 |10,03| <0,001* | 0,12 |10,03] 0,12 [0,02| >0,05*
C18:2 n-6 LA 1,21 10,22] 1,59 |0,18| <0,001* | 1,59 [0,18| 1,66 [0,32| >0,05"
C18:2 cis 0,19 {0,04] 0,36 |0,09| <0,001° | 0,36 |0,09| 0,42 |0,04| >0,05°
C18:3 n-3 ALA 0,62 (0,12| 1,15 {0,26| <0,001* | 1,15 ]|0,26| 1,14 |0,44| >0,05*
CLA 1,73 10,29 0,83 |10,21| <0,001* | 0,83 |0,21| 0,87 [0,28| >0,05*
C20:2 n-6 0,09 10,02] 0,13 ]10,02] <0,022* | 0,13 ]10,02] 0,09 0,03 | <0,033"
C20:4 n-6 AA 0,09 {0,04| 0,09 |10,04| >0,05* | 0,09 |0,04] 0,07 [0,02| >0,05*
C20:3 n-3 0,07 {0,01| 0,12 10,03 <0,006* | 0,12 ]10,03] 0,15 |0,05| <0,024*
C22:5 n-3 DPA 0,19 {0,10] 0,06 |0,04| <0,005° | 0,06 |0,04]| 0,06 |0,01| >0,05°
C18:1 16/7 0,20 {0,02] 0,19 {0,02| >0,05* | 0,19 {0,02| 0,17 |0,04| >0,05"
C18:1 19 0,40 {0,07] 0,21 {0,03| <0,001° | 0,21 {0,03| 0,21 |0,02| >0,05*
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C18:1¢10 0,16 {0,02] 0,17 {0,03| >0,05* | 0,17 {0,03| 0,21 |0,07| >0,05°
Cl18:1¢11 VA 1,51 10,30] 0,84 |0,18]| <0,001* | 0,84 ]0,18] 0,65 |0,22| <0,011?
Cl18:1¢16 0,18 [0,02] 0,34 [0,07| <0,001° | 0,34 {0,07| 0,32 |0,09| >0,05"
>C18:2 trans 1,05 10,20| 1,39 |0,24| <0,001* | 1,39 10,24| 1,85 |0,37| <0,001?
XC18:3 trans 0,36 10,05] 0,45 10,09 <0,007* | 0,45 10,09] 0,58 0,03 | <0,001?

M-érednia, SD- odchylenie standardowe, tr — §ladowe ilosci < 0.05%, 2 - test t-Studenta, ® - test Kolmogorowa-Smirnowa,
C18:2 cis - moze obejmowac kilka izomerdw 18:2 cis o nieznanej pozycji wigzan podwdjnych

Tabela 5. Procentowy udziat (% wszystkich kwasow tluszczowych) i1 stosunek PUFA/SFA oraz
n-6/n-3 w szpiku kostnym fermowych i dzikich cielat jelenia europejskiego.

Cieleta jelenia Dzikie jelenie
Analizowana | Fermowe Dzikie Wartos¢ | Cieleta Lanie Warto$é
Zmienna p p
(%) M |SD| M SD (9/K-SP M SD M SD (9/K-SP

XSFA 26,27(1,73 (31,76 | 1,90 | <0,001® [31,76 | 1,90 | 19,93 | 5,39 | <0,001°
OCFA 2,79 10,23 2,65 | 0,23 | >0,05* | 2,65 | 0,23 | 2,07 | 0,36 | <0,001*

XBCFA | 2,24 10,29 1,65 | 0,22 | <0,001* | 1,65 | 0,22 | 1,39 | 0,25 | <0,004*

YMUFA cis | 60,91 [1,92]56,08| 2,29 | <0,001* | 56,08 | 2,29 |68,25] 6,99 | <0,001°
YPUFA 3,94 10,55] 4,26 | 0,46 | >0,05* | 426 | 0,46 | 4,37 | 0,89 | >0,05"

Zl;fgiA 245 [038] 1,75 | 0,22 | <0,001° | 1,75 | 0,22 | 1,56 | 0,39 | >0,05"
STFA | 3.86 |0.49] 3.60 | 039 | >0.05* | 3.60 | 0.39 | 3.99 | 0.68 | >0.05°
Pglf/f/ 0,15 [0,03] 0,13 | 0,02 | >0,05* | 0,13 | 0,02 | 0,23 | 0,05 | <0,001°
73 | 0,71 [020] 132 | 0.30 | <0,001° | 1,32 | 0,30 | 1,33 | 0,48 | >0.05°
n6 | 1,32 [025] 1,74 | 0,17 | <0,001° | 1,74 | 0,17 | 1,76 | 0,34 | 0,05"
O 195 (045|137 | 029 | <0001* | 137 | 029 | 139 | 025 | >005°

M-érednia, SD- odchylenie standardowe, , ?- test t-Studenta ® - test Kolmogorowa-Smirnowa

Analiza zalezno$ci pomigdzy wiekiem a sktadem kwaséw tluszczowych u dzikich
jeleni wykazata istotne réznice w 21 sposrod wszystkich 47 zidentyfikowanych kwasow
thuszczowych (Tabela 5). Doroste osobniki charakteryzowaly si¢ znacznie nizszym
odsetkiem nasyconych kwasow ttuszczowych (o 12.46 %; p < 0,001) z powodu nizszego
udziatu kwasu palmitynowego C16:0 i stearynowego C18:0, a takze wyzszym udziatem
jednonienasyconych kwasow thuszczowych cis (o 12,17 %; p < 0,001), szczegbélnie kwasu
oleopalmitynowego C16:1 ¢9 i oleinowego C18:1 ¢9, C18:1 cl11. Istotnie roznice wykazano
roOwniez w grupie nieparzystych i rozgatezionych kwasow thuszczowych (OCFA 1 BCFA),
ktorych udzial u dzikich cielgt byt wyzszy niz u osobnikéw dorostych, cho¢ ich zawartos¢
w calej puli kwasow tluszczowych byta niewielka (odpowiednio 3% i 2%). Co ciekawe nie

wykazano zadnych istotnych réznic pomi¢dzy grupami dziko zyjacych jeleni w zawarto$ci
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PUFA (w tym n-6 i n-3), MUFA trans 1 kwasow tluszczowych trans TFA. Istotne
statystycznie rdznice stwierdzono jedynie w stezeniu C20:2 n-6 (p < 0,033) i C18:1 ¢11
(VA; p<0,011), ktorych byto wiecej w szpiku kostnym dzikich cielat jelenia, za§ mniej byto
C20:3 n-3 (p < 0,024). Niskie proporcje PUFA/SFA u dzikich cielat wynikaly z wysokiego
poziomu nasyconych kwasow ttuszczowych (Tabela 5).

Niezaleznie od rdznic wystepujacych w szpiku kostnym badanych jeleni europejskich
dominujaca frakcja byly jednonienasycone kwasy ttuszczowe (MUFA cis, max. 60%),
nastepnie nasycone kwasy thuszczowe (SFA, max. 25%), wielonienasycone kwasy
thuszczowe (PUFA, max. 4%) i kwasy tluszczowe trans (max. 4%). Nieparzyste
i rozgalgzione kwasy thuszczowe (OCFA i BCFA) stanowity mniejszo$¢ (2—3%). Najliczniej
wystepujacym w szpiku kostnym jeleni kwasem byt kwas oleinowy (C18:1 ¢9) i zawierat
ponad 34% sumy wszystkich kwasoéw tluszczowych 1 okoto 60% sumy wszystkich MUFA
cis. Posréd nasyconych kwasdéw tluszczowych najczes$ciej wystepujacym byt kwas
palmitynowy C16:0 (max. 64%). W odniesieniu do PUFA dominujacymi kwasami
thuszczowymi (86% wszystkich PUFA) byly kwas linolowy (C18:2 n-6; $rednio 1,49%),
sprzezony kwas linolowy (CLA; $rednio 1,14%) 1 kwas a-linolenowy (ALA, 18:3 n-3;
srednio 0,97%) (Tabela 3, 4).

W celu przeprowadzenia bardziej rozbudowanej analizy zalezno$ci pomigdzy masa
ciala zwierzat a udziatem kwasow thuszczowych w szpiku kostnym jeleni przeprowadzono
analize gtownych sktadowych (PCA) z 18 zmiennymi (17 aktywnymi i 1 dodatkowa)
1 z 30 przypadkami. Trzy gtéwne sktadowe o wartosciach wlasnych przekraczajacych
1 wyjasnity 88,51% calkowitej wariancji. PC1, PC2 i PC3 stanowity odpowiednio 45,06%,
33,10% 1 10,35% wariancji (Tabela 6).
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Tabela 6. Wariancje gtdéwnych sktadowych i ich procentowy udzial w zmiennosci zestawu danych.

Glowne skladowe m‘Z:il;Ozé;ikvgl{zls::ji Udzial % Lacznie
1 7,66 45,06 45,06
2 5,63 33,10 78,16
3 1,76 10,35 88,52
4 0,66 3,85 92,37
5 0,39 2,32 94,69
6 0,30 1,74 96.44
7 0,24 1,39 97,83
8 0,15 0,91 98,73
9 0,10 0,61 99,73

10 0,07 0,39 99,89
11 0,03 0,15 99,94
12 0,01 0,05 99,26
13 0,00 0,03 99,97
14 0,00 0,02 99,98
15 0,00 0,01 99,99
16 0,00 0,00 99,99
17 0,00 0,00 100,00

Rycina 1 przedstawia zmienne w plaszczyznie dwuczynnikowej. Pierwsza sktadowa
(PC1) wykazuje bardzo wysoka dodatnig korelacj¢ (0,710 < r < 0,810) z 8 zmiennymi
w tym z thuszczem (%), C16:0, C18:0, SFA, C18:2 n-6 LA, C18:3 n-3 ALA, kwasami n-3
1 n-6 oraz negatywng korelacje z C18:1 n-9 (r=—0,860), MUFA cis (r=—0,740) i suchg masg
beztluszczowa (%) (r=—0,732) (Tabela 7). Z kolei druga sktadowa (PC2) byta dodatnio
skorelowana z C14:0 (r=0,912) i negatywnie skorelowana z PUFA/SFA (r=—0,925), C18:1
cll (r=—0,778), oraz masg ciata (r=—0,722). Trzecia sktadowa (PC3) wykazywatla tylko

jedng ujemng korelacje¢ z kwasami ttuszczowymi trans (r=—0,897).
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Tabela 7. Korelacje migdzy gldéwnymi sktadowymi a zmiennymi pierwotnymi.

Zmienna PC1 PC2 PC3
C14:0 0,392 0,854 0,129
C16:0 0,793 0,570 —-0,019
C18:0 0,727 0,459 —0,231

C18:1 n-9 —-0,860 —-0,002 —-0,227

C18:1 cl1 —0,454 —-0,778 0,205

C18:2 n-6 LA 0,714 —0,635 0,002
C18:3 n-3 ALA 0,810 —-0,450 —-0,100
SFA 0,710 0,694 —0,004

MUFA cis —0,740 —0,648 0,145

PUFA 0,698 —-0,470 —0,442

TFA 0,266 —-0,239 —0,897

n-3 0,779 —-0,520 —0,097

n-6 0,768 -0,579 —-0,019

PUFA/SFA —-0,329 —-0,925 —-0,105

Thuszez (%) 0,752 —-0,376 0,474

Woda (%) —0,469 0,577 —-0,137
Sucha masa

beztluszczowa (%) 0,732 0,192 0,549

Masa ciata (kg) —0,393 -0,722 0,011

Na podstawie tadunkow 1 dlugosci wektoréw kierunkowych mozna wyrdznié
trzy grupy parametrow (Rycina 1). Przedstawienie zmiennych na plaszczyznie
dwuczynnikowej (PC1 x PC2), pierwsza grupa zmiennych obejmowata SFA, C14:0, C16:0
i C18:0 ulokowanych w gérnym prawym kwadrancie wykresu (Q1) w obu dodatnich
obszarach (PC1 1 PC2). Druga grupa obejmowata ttuszcz (Fat %) 1 C18:3 n-3 ALA, n-3,
n-6, C18:2 n-6 LA, i PUFAs, ktore znajdowaly si¢ w prawym dolnym kwadrancie (Q2)
okreslonym przez dodatnie wartosci PC1 i ujemne PC2. Trzecia grupa, ktora obejmowata
MUFA, PUFA/SFA, C18:1 c11 i masg ciata, znajdowala si¢ w lewym dolnym kwadrancie
(Q3) okreslonym przez negatywne wartosci obu gidéwnych sktadowych (PC1 and PC2).

Rycina 2 przedstawia projekcje przypadkéw w zaleznosci od warunkéw zycia jeleni
(dzikie/fermowe) i wieku (cieleta/tanie) w uktadzie wspotrzednych okreslonym przez

PC1 x PC2. Na rysunku mozna wyraznie wyrdzni¢ dwie grupy danych o wysokim indeksie
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skupienia. Pierwsza grupa sklada si¢ z dzikich cielat jelenia zlokalizowanym w prawym

gornym kwadrancie. Na rycinie 1 obszar ten odpowiadat na wysokie stezenie nasyconych

kwasow tluszczowych. Druga grupa sktada si¢ z fermowych cielat jelenia zlokalizowanych

w lewym gornym kwadrancie (Q4). Obszar ten na rycinie 1 odpowiadat za wode w szpiku

kostnym 1 suchg mas¢ beztluszczowa. Probki pochodzace od dzikich tan byly bardziej

rozproszone i rozktadaly si¢ gtownie w kwadratach Q2 i Q3 skorelowanych z masg ciala

oraz jedno i wielonienasyconymi kwasami thuszczowymi.

1.0 ¢

PC2: 33.10%

-1.0 t

Q4

Moisture (%)

..............

[SFA
[C16:0]
{C18:0]

C18:1 c11

-1 [C1B3n-3ALA

TC18:2n-6 LA

o Active variables
o Additional variable

Q3 X Q2
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
PC1: 45.06%

Rycina 1. Przedstawienie zmiennych na ptaszczyznie dwuczynnikowej (PC1xPC2) (Moisture (%) —
zawarto$¢ wody, FFM (%) - sucha masa beztluszczowa, Fat (%) - zawarto$¢ thuszczu; TFA - kwasy
tluszczowe trans).
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Rycina 2. Rzut przypadkéw w zaleznosci od przynaleznosci do grupy w plaszczyznie
dwuczynnikowej (PC1 x PC2) (FF - fermowe cielgta, WF- dzikie cieleta, WD- dzikie lanie).

Analiza rozktadu zmiennych wskazuje na to, ze ze wzgledu na bliskie sgsiedztwo masa
ciata jest silnie dodatnio skorelowana z C18:1 c11, MUFA cis i PUFA/SFA ale negatywnie
skorelowana z C14:0, C16:0, C18:0 i SFAs (znajdujacych si¢ po przeciwnych stronach na
Rycinie 1). Z kolei prostopadte utozenie danych wskazuje, ze nie ma zwigzku pomiedzy
masg ciata a PUFA, TFA, n-6, n-3 1 innymi elementami. Wszystkie zaleznos$ci
przedstawione na rycinie 1 zostaly tez potwierdzone przez obliczone dla analizowanych

zmiennych wspotczynniki korelacji (Pearsona lub Spearmana) przedstawione w tabeli 8.
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Tabela 8. Korelacje pomigdzy masg ciata a cechami szpiku kostnego.

Zmienna Wsp()lczy?rﬂisl)( korelacji Istotnos¢
C14:0 —0,698 " ooxk
C16:0 —0,759 " ok
C18:0 —0,581" ok

C18:1 n-9 0,297 * ns

Cl18:1 cl1 0,601 ™ *

C18:2n-6 LA 0,129 ns
C18:3 n-3 ALA 0,081 " ns
SFA —0,767 " ok

MUFA cis 0,762 " *kk
PUFA 0,011°" ns
TFA 0,083 " ns

n-3 0,140 ns

n-6 0,046 ns
PUFA/SFA 0,400 *
Thtuszez (%) -0,12278 ns

Woda (%) —-0,39 S ns

Sucha masa((k))/f)zttuszczowa 0,284 ns

Wspdlczynnik korelacji: r — Pearsona, rS — Spearmana; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; ns- brak
istotnosci

Badania szpiku kostnego dzikich i1 fermowych jeleni europejskich wykazaly duze
zréznicowanie zawartosci thuszczu, wody 1 suchej masy bezttuszczowej. U fermowych jeleni
stwierdzono nizsza zawarto$¢ tluszczu i wigkszg zawarto§¢ wody, cho¢ masa ciata byta
wyzsza niz dzikich cielgt. Warto$ci takie mogg wskazywa¢ na niedozywienie (Ransom,
1965; Neiland, 1970; Thouzeau i in., 1997) jednak biorac pod uwage rowniez wiek zwierzat
roznic nalezy upatrywac si¢ w zwiekszonej ilosci szpiku kostnego czerwonego wzgledem
z6ltego, co thumaczy wigksza zawarto$¢ wody w analizowanej tkance. Wtasnie ze wzgledu
na duzy udzial szpiku czerwonego u mtodych zwierzat, uwaza si¢, ze sa one slabiej
przygotowane do sezonu zimowego (Tajchman i in., 2020a). Ponadto w warunkach
fermowych suplementacja diety nie zawsze skutkuje korzystnymi proporcjami kwasow

thuszczowych (np.: niski stopien nasycenia) co moze podnosi¢ ich temperature topnienia
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1 uposledzac ich plynnos¢ w okresie zimowym (Soppela i Nieminen, 2001). Dolne czesci
konczyn fermowych zwierzat, ze wzglgdu na obnizong ptynno$¢ adipocytow moga by¢
niewystarczajaco chronione przed niskimi temperaturami. Pomimo tego, ze najwyzsza
zawartos¢ kwasu oleinowego (C18:1 ¢9) stwierdzono w szpiku kostnym fermowych cielat
jelenia, szpik kostny cielat z obu grup charakteryzowat si¢ wigkszym udziatem nasyconych
kwasow tluszczowych niz jednonienasyconych kwaséw tluszczowych w poréwnaniu
do dzikich tan jelenia.

Uwolnione z rezerw  wielonienasycone  kwasy  tluszczowe  (PUFA)
sa prawdopodobnie wykorzystywane do syntezy fosfolipidow dla nowych komorek
1 moga bra¢ udziat w procesie tworzenia limfocytow i elementdw morfotycznych krwi
w czerwonym szpiku kostnym (Dorshkind, 1990). Adipocyty szpiku kostnego moga rowniez
wspomaga¢ uktad odpornosciowy poprzez uwalnianie PUFA jako prekursorow do
tworzenia retikulum endoplazmatycznego oraz eikozanoidow, petnigcych wiele istotnych
metabolicznie funkcji w tym tworzenia prostaglandyn, hormonoéw o dziataniu miejscowym
(Sugér i Nagy, 1992).

Srednia zawarto$é kwasu mirystynowego (C14:0) i pentadekanowego (C15:0)
u wszystkich badanych jeleni byta dwa razy wyzsza niz u reniferow, za§ zawarto$¢ kwasu
palmitynowego (C16:0), margarynowego (C17:0) i stearynowego (C18:0) byla ponad
dwukrotnie nizsza (Soppela i Nieminen, 2001). Sredni udzial kwasu linolowego
(C18:2 n-6) byl nizszy w szpiku kostnym cielat jelenia i1 zblizony do udzialu w szpiku
kostnym dorostych osobnikéw w poréwnaniu do reniferéw. Procentowy udzial nasyconych
kwasow tluszczowych w szpiku kostnym wszystkich badanych jeleni byt znacznie nizszy
niz u reniferow, za$§ udzial kwasow BCFA, MUFA 1 PUFA byl wyzszy
(Soppela 1 Nieminen, 2001). Tak duze réznice w udziale r6znych kwasow ttuszczowych
moga wynika¢ z wielu czynnikéw jak chocby specyfiki gatunkowej reniferow,
w szczegblnosci wieku, dlatego ze probki szpiku od reniferow byly pobierane
od jednomiesiecznych cielat.

Wielu badaczy wykazato, ze sktad kwasow tluszczowych w szpiku kostnym, réznit
si¢ w zalezno$ci od wystgpowania w réznych kosciach. Szpik kostny kosci udowej byt
zdominowany przez nasycone kwasy tluszczowe, za$ nienasycone kwasy tluszczowe
w szczegblnosci kwas oleinowy dominowal w kosci $rddstopia (Meng i in. 1969; Pond i in.
1993; Sugar i Nagy 1992). Duze stezenie kwasu oleinowego w kosci §rddstopia zostato

rowniez stwierdzone we wszystkich badanych grupach jeleni. Sugar i Nagy (1992) wykazali,
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ze w porownaniu do udziatu kwasow tluszczowych w ko$ciach proksymalnych jeleni
europejskich, zawarto§¢ kwasow thuszczowych w kosciach $§rodstopia zmniejszyta sig,
w przypadku kwasu palmitynowego do 14%, stearynowego do 4%, za§ w przypadku kwasu
oleopalmitynowego 1 oleinowego wzrosta odpowiednio do 25% 1 56%. Udziat kwasu
stearynowego we wszystkich badanych grupach byt podobny, za$§ kwasu oleinowego, mimo
ze wysoki nadal byt nizszy niz warto$ci podane w badaniach przeprowadzonych przez Sugar
1 Nagy (1992).

Wykazano, ze kwasy tluszczowe trans u przezuwaczy produkowane sg z PUFA
w wyniku aktywno$ci metabolicznej bakterii w zwaczu 1 w zwigzku z tym s3a obecne
w tkance tluszczowej tej grupy zwierzat (zwykle do 6% udzialu w tkance tluszczowej).
W mleku przezuwaczy znajduje si¢ do 4% kwasow ttuszczowych trans wyprodukowanych
ta droga (Stender i in., 2008). W wyniku bakteryjnego metabolizmu wielonienasyconych
kwasow thuszczowych pochodzacych z pokarmu roslinnego w zwaczu powstaja podwojne
wiazania trans, z wyrazng preferencja do tworzenia wigzania podwojnego przy 11 atomie
wegla, w 18 weglowym kwasie, tak jak w przypadku kwasu wakcenowego. W zwaczu
sg tez wytwarzane niewielkie ilosci kwasow trans z kwasu linolowego 1 a-linolenowego.
Z powodu powyzszych przemian tluszcz przezuwaczy moze zawieraé nawet
do 20% kwaséw tluszczowych trans (Stender i in., 2008), jednakze udziat kwasow
thuszczowych trans we wszystkich badanych grupach nie przekraczat 3,9%.

Izomery sprzezonego kwasu linolowego (CLA) byty znajdowane w szpiku kostnym
antylop (1,5%), tosi (1,0%) oraz jeleni (1,0%) (Cordain i in., 2002). W badanych grupach
jeleni stgzenie CLA w szpiku kostnym bylo duzo wyzsze i wynosito do 1,73%
u fermowych cielat jelenia. Wyzsze stgzenie CLA u cielgt fermowych w poréwnaniu
do cielat dzikich moglo wynika¢ z dluzszego okresu karmienia mlekiem matki,
lub z dostarczania bardziej wartosciowej paszy w warunkach hodowlanych.
Cordain i in. (2002) podali rowniez, ze stosunek PUFA/SFA u badanych przez nich zwierzat
miescit si¢ w zakresie od 0,24 do 0,33. Zalezno$¢ ta byta podobna do PUFA/SFA dzikich
fan, ale wyzsza niz u dzikich i fermowych cielat jelenia. W badaniach na antylopach
1 jeleniach réwniez stosunek n-6/n-3 mieszczacy si¢ w zakresie pomiedzy 2,24 - 2,88, byt
wyzszy niz u wszystkich badanych grup jeleni (Cordain i in., 2002).

W zwigzku z uzyskanymi roznicami w profilu kwasow tlhuszczowych cielat
jeleniowatych dzikich 1 fermowych w okresie przedzimowym dokonano analizy

poréwnawcze] miodych samcoéw danieli fermowych po okresie pastwiskowym
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(przed zima) 1 po okresie Zywienia zimowego. Zestawiono $rednie stezenie ttuszczu, wody,
suchej masy bezttuszczowej 1 kwasow tluszczowych w szpiku kostnym danieli pomig¢dzy
sezonami zywieniowymi (Tabela 9). Masa ciata zwierzat réznita si¢ istotnie pomigdzy
okresem po pastwiskowym i po zywieniu zimowym (p < 0,001), co bylo zwigzane z ré6znym
wiekiem zwierzat (jesien: 6-7 miesigcy; wiosna 11-12 miesiecy) (Tabela 9). Stwierdzono
rowniez istotne réznice w zawartosci thuszczu, suchej masy beztluszczowej w szpiku
kostnym (p < 0,05) w zaleznos$ci od pory roku. Wyzszg §rednig zawartos¢ thuszczu w szpiku
kostnym danieli zwyczajnych stwierdzono po okresie zywienia zimowego (kwiecien) niz po
okresie pastwiskowym (listopad). Odwrotng zalezno$¢ wykazano w przypadku zawarto$ci
suchej masy beztluszczowej w szpiku kostnym, ktora byta wyzsza po okresie wypasu
(Tabela 9).

Analiza chromatografii gazowej pozwolita na zidentyfikowanie
47 estrow metylowych kwasow thuszczowych (FAME). W tabeli 9 przedstawiono FAME,
ktére byly obecne we wszystkich probkach szpiku kostnego w ilo$ci >1%. Jednocze$nie
ze wzgledu na sladowe ilosci nastgpujacych nie we wszystkich tkankach FAME: C10:0,
C12:0, C13:0, C20:0, C21:0, C16:1 c11, C17:1 ¢7, C20:1¢c13, C20:2 n-6, C20:5 n-3 EPA
1 C22:4 n-6 nie umieszczono ich w tabeli 9.

Thuszez szpikowy danieli po okresie pastwiskowym wykazywat istotnie wyzszy udziat
nasyconych kwasow tluszczowych, wynikajacy z istotnie wyzszego udzialu C16:0
(p <0,001) oraz C18:0 (p < 0,05) w pordwnaniu ze szpikiem zwierzat po okresie zywienia
zimowego. Ponadto szpik kostny mtodych samcoéw zawieral istotnie wigksze ilosci kwasow
thuszczowych trans ) TFA (p < 0,005) i CLA (p < 0,01) po sezonie pastwiskowym oraz
wyzszy poziom jednonienasyconych kwasow tluszczowych Y MUFA (p < 0,001)
w tym C16:1 ¢9 (p <0,05), C17:1c9 (p <0,05)1C18:1 c11 (p <0,001) po okresie zywienia
zimowego (Tabela 9). Wzrost masy ciata mtodych cielat wigzat si¢ ze wzrostem poziomu
nienasyconych kwasow thuszczowych kosztem kwasow ttuszczowych nasyconych i trans.

Nie stwierdzono istotnych ro6znic w udziale kwasow wielonienasyconych
w szpiku kostnym w zalezno$ci od sezonu zywieniowego. Zaobserwowano wyzsze
zawartosci ) PUFA 1 Y n -3 oraz korzystniejszy stosunek n-6/n-3 u zwierzat po sezonie
pastwiskowym jednak z powodu wyzszej zawarto$ci kwasow thuszczowych nasyconych
stosunek PUFA/SFA nie zmienit si¢ i byl praktycznie taki sam w obu badanych grupach
(Tabela 9).
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Tabela 9. Masa ciala, sktad i zawartos¢ procentowa kwasow ttuszczowych w szpiku kostnym danieli

w zaleznosci od diety.

. Analiza statystyczna
Zmienna Zywienie letnie Zywienie zimowe B
M D M SD Wartos¢ p| Test
Masa ciata (kg) 32,17 3,10 41,57 4,31 0,001* t
Sktad szpiku kostnego (%)
Thuszcz 75,09 6,60 83,11 5,32 0,034* t
Woda 11,15 1,53 11,24 1,45 0,914 t
bs;fgjzgiﬁa 13,76 | 6,48 5,61 3,69 0,016* t
Procentowa zawarto$¢ kwasow ttuszczowych (%)
C14:0 2,59 0,34 2,68 0,37 0,637 t
Cl16:0 17,44 0,58 15,95 0,53 <0,001* t
C18:0 3,18 0,32 2,80 0,26 0,039* K-S
SFA 23,34 0,87 21,60 0,61 0,001* t
C15:0 1,06 0,07 0,98 0,09 0,140 t
OCFA 11,42 1,80 10,03 0,61 0,079 t
C18:0 iso 1,33 0,23 1,32 0,21 0,938 t
BCFA 3,70 0,39 3,48 0,18 > (0,100 K-S
Cl14:1¢9 1,72 0,18 1,96 0,27 0,101 t
Cl5:1 814 | 1,70 6,67 0,51 0,052 t
Cl16:1¢9 11,84 0,80 13,26 0,89 0,012* t
C17:1¢9 1,45 0,10 1,61 0,10 0,020* t
C18:1n9 37,74 1,67 39,14 0,76 0,070 t
Cl18:1cll 1,77 0,12 2,75 0,26 <0,001* t
MUFA cis 54,65 1,33 58,90 0,95 <0,001* t
Cl18:2n-6 LA 1,44 0,11 1,46 0,09 0,776 t
PUFA 3,88 0,43 3,63 0,29 0,243 t
n-3 0,98 0,18 0,92 0,10 > 0,100 K-S
n-6 1,65 0,15 1,66 0,13 0,831 t
MUFA trans 1,60 0,20 1,21 0,08 <0,005%* K-S
>C18:2 trans 1,07 0,12 0,77 0,05 <0,001* t
TFA 2,99 0,34 2,34 0,07 <0,005%* K-S
CLA 1,04 0,13 0,83 0,10 0,008* t
n-6/n-3 1,71 0,21 1,81 0,18 0,379 t
PUFA/SFA 0,17 0,02 0,17 0,02 0,834 t

M- érednia, SD- odchylenie standardowe, K-S- test Kolmogorova-Smirnowa; t- test t-Studenta, F- ttuszcz, M- woda, FFM-
sucha masa beztluszczowa, SFA- suma nasyconych kwaséw ttuszczowych, OCFA- nieparzyste kwasy tluszczowe, BCFA-
rozgatezione kwasy ttuszczowe, MUFA cis- suma jednonienasyconych kwasow cis, LA- kwas linolowy 18:2 n-6, PUFA-
suma wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, MUFA trans- suma jednonienasyconych kwasow tluszczowych trans,
TFA- suma kwasow tluszczowych trans, CLA- suma sprzgzonego kwasu linolowego, * p istotno$¢ statystyczna
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W celu przeprowadzenia bardziej rozbudowanej analizy zalezno$ci pomig¢dzy
powyzszymi 17 zmiennymi charakteryzujagcymi profil i sklad kwaséw tluszczowych
a masg ciata jako dodatkowa zmienng przeprowadzono analiz¢ gléwnych skladowych
(PCA). W tabeli 10 zestawiono warto$ci wlasne macierzy korelacji, bg¢dace wariancja
glownych sktadowych oraz ich procentowy udzial w zmienno$ci zbioru danych.
Z przedstawionych danych wynika, Ze stosujac kryterium warto$ci wiasnych wigkszych
od 1 (krytertum Kaisera) do opisu zalezno$ci wystarczg trzy pierwsze sktadowe wyjasniajace
facznie 89,95 % zmiennosci zawartej w danych, przy czym PC1, PC2, PC3 stanowily
odpowiednio 50,34 %, 31,88 % 17,73 % zmiennosci.

Tabela 10. Wariancje gtéwnych sktadowych i ich procentowy udziat w zmiennosci zestawu danych.

Glowne skladowe m‘Z;Z?f;LZ:Z;::J.i Udzial % Lacznie
1 8,56 50,34 50,34
2 5,42 31,88 82,22
3 1,31 7,73 89,95
4 0,63 3,72 93,67
5 0,40 2,34 96,01
6 0,29 1,73 97,74
7 0,17 1,02 98,76
8 0,13 0,76 99,52
9 0,05 0,30 99,82
10 0,02 0,12 99,94
11 0,01 0,06 99,99
12 0,00 0,00 100,00

W tabeli 11 przedstawiono, ktére zmienne sg najbardziej istotne dla danej gldwne;j
sktadowe;j. Pierwsza sktadowa (PC1) wykazywata bardzo silng dodatnig korelacje zZEMUFA
cis (r=0,922), C18:1 c1 (r= 0,919), masa ciata (r= 0,847), i C16:1 ¢9 (r= 0,764), zas ze
zmiennymi XC18:2 trans (r=—0,919), TFA (r=—0,913), ZMUFA trans (= —0,882), C18:1
t11 VA (= —0,875), C16:0 (= —0,830) i SFA (r= —0,829) silng ujemng korelacj¢. Z kolei

druga sktadowa (PC2) charakteryzowata si¢ silng korelacjg ze zmiennymi opisujacymi
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wielonienasycone kwasy tluszczowe: PUFA (r= 0,855), n-3 (r= 0,882), n-6 (r= 0,836),
stosunku PUFA/SFA (r=0,885) oraz ujemng zaleznoscig z C15:1 (r= —0,755). Trzecia
sktadowa (PC3) wykazywata korelacj¢ w stopniu umiarkowanym z SFA (r= 0,471) 1 C16:0
(r=0,412) oraz umiarkowang ujemng korelacj¢ z stosunkiem PUFA/SFA (r=-0,442).

Tabela 11. Korelacje miedzy gtownymi sktadowymi a zmiennymi.

Zmienne PC1 PC2 PC3
Masa ciata (kg) 0,847 —-0,073 0,398
Thuszez (%) 0,621 0,460 0,264
bezttuszezowa () | 003 0,560 0252
SFA —-0,829 —-0,013 0,471
C16:0 —0,830 —-0,273 0,412
MUFA cis 0,922 0,343 0,019
Cl16:1 ¢9 0,764 —0,339 —0,402
C18:1 cl1 0,910 0,218 0,142
C18:1 n-9 0,496 0,732 0,339
Cl15:1 —0,491 —0,755 —-0,326
MUFA trans —0,882 0,429 0,035
Cl18:1¢11 VA —-0,875 0,372 0,119
C18:2 trans —-0,919 0,093 —0,191
TFA —0,913 0,334 —0,063
PUFA —0,454 0,855 —0,156
n-3 —-0,353 0,882 —0,038
n-6 —-0,112 0,836 —-0,330
PUFA/SFA —-0,017 0,885 —0,442

Biorac pod uwage wartosci tzw. tadunkéw czynnosciowych, na podstawie ktérych
mozna okresli¢, ktore zmienne s3 najbardziej istotne dla danej glownej sktadowej oraz
dtugos¢ wektorow kierunkowych przedstawionych na rycinie 3 mozna wyrdznic¢ trzy
widoczne powigzane ze sobg grupy parametréw. Pierwsza grupa zmiennych do ktorej
zaliczaja si¢ jednonienasycone kwasy tluszczowe (XMUFA cis, C18:1 c11 i C16:1 ¢9)
1 dodatkowo masa ciala znajduje si¢ w dodatnim obszarze PC1 w prawym goérnym

1 dolnym kwadrancie (Q1 1 Q2). Druga grupe stanowig nasycone kwasy tluszczowe (SFA
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1 C16:0) oraz kwasy tluszczowe trans (TFA, XMUFA trans, C18:1 t11 VA i ZC18:2 trans)
znajdujace si¢ w dodatnim obszarze PC2 w lewym gornym i dolnym kwadrancie (Q4 1 Q3).
Trzecia grupa sktadajaca si¢ z PUFA, n-3, n-6 i stosunku PUFA/SFA (Q4) znajduje si¢
dodatnim obszarze PC2 i ujemnym PC1. Podsumowujac analiza osi PC1 wykazala, ze
wzrost masy ciata wigzal si¢ ze wzrostem poziomu sumy nienasyconych kwasow
thuszczowych (MUFA) takich jak izomery cis kwasu oleinowego (C18:1 c11) czy kwasu
oleopalmitynowego (C16:1 ¢9) kosztem nasyconych kwasow ttuszczowych (SFA) 1 kwasow
thuszczowych trans (ujemne wartosci w strefie Q3, Q4). Analiza osi PC2 wykazata obecno$¢
silnej korelacji dodatniej pomiedzy czterema zmiennymi: PUFA, n-3, n-6 i1 stosunek

PUFA/SFA kosztem suchej masy beztluszczowej (FFM) i C15:1.

1.0 n-3]
‘ 4 [PUFA] . >~ 3
a :I .. & ~ a1
C181 n-
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' ©  Additional variable
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PC1: 50.34%

Rycina 3. Przedstawienie zmiennych na plaszczyznie dwuczynnikowej (PC1xPC2) (Moisture (%)
- zawarto$¢ wody, Fat (%) - zawarto$¢ ttuszczu, FFM (%) - zawarto$¢ suchej masy beztluszczowej;
TFA - kwasy tluszczowe trans).

Rycina 4 przedstawia rzut przypadkow na plaszczyznie dwuczynnikowej
w zaleznosci od diety. Z rzutu przypadkoOw na plaszczyzne czynnikéw wyodrebniono
dwa zasadnicze podzbiory symboli punktow, na podstawie ktorych mozna byto od siebie
odrozni¢ zywienie zimowe 1 letnie. Probki szpiku kostnego pochodzace od zwierzat
z okresu zywienia zimowego znajduja si¢ w dodatnich wartosciach PC1 (prawa strona)

1 s3 wyraznie odseparowane od prob pochodzacych z zywienia letniego. Jednoczesna analiza
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rysunku 3 i1 4 wskazuje, iz probki szpiku kostnego po zywieniu zimowym znajduja si¢
w obszarze reprezentujacym najwyzsze wartosci XMUFA cis, C18:1 c11, Cl16:1 ¢9
1 masy ciata. Drugg grup¢ stanowig probki szpiku kostnego od zwierzat po zywieniu letnim,
ktore znajduja si¢ z lewej strony wykresu w ujemnych wartosciach PC1 1 reprezentuja
nasycone kwasy thuszczowe oraz kwasy frans takie jak SFA, C16:0, TFA, XMUFA trans,
C18:1 ¢11 VA i ZXC18:2 trans, dla ktorych istotnie wyzsze warto§ci odnotowano w
przypadku szpiku kostnego zwierzat po zywieniu letnim (Tabela 9). Trzecia grupa
zmiennych, obejmujaca kwasy wielonienasycone znajdujace si¢ w kwadrancie Q4
(Rycina 3) wydaje si¢ neutralna ze wzgledu na brak istotnych réznic zwigzanych z typem

diety badanych danieli.

3l / F'a%ure \
I-n;jéof'm
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Rycina 4. Rzut przypadkow w zalezno$ci od diety (zywienie letnie/zimowe) w plaszczyznie
dwuczynnikowej (PC1 x PC2). Pasture — zywienie letnie, pastwiskowe, Indoor — utrzymanie zwierzat
W pomieszczeniach, zywienie zimowe.

Badania przeprowadzone na mtodych samcach danieli wykazaty, ze zmiany
w sktadzie kwasoéw tluszczowych w szpiku kostnym zwierzat sg zwigzane z wiekiem
1 odmiennym sposobem zywienia. Stwierdzona w badaniach niska zawarto$¢ thuszczu

1 wyzsza zawarto$¢ suchej masy bezthuszczowej moze swiadczy¢ o niedozywieniu (Ransom,
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1965; Neiland, 1970; Thouzeau i in., 1997), aczkolwiek bioragc pod uwage milody wiek
zwierzat, przyczyny nalezy si¢ raczej doszukiwa¢ w duzej zawartos$ci szpiku kostnego
czerwonego za czym przemawia tez wysoka zawarto§¢ wody w badanych tkankach w obu
okresach zywieniowych. Proporcja pomiedzy tluszczem a suchg masa beztluszczowa
zmieniata si¢ u danieli wraz z wiekiem, kiedy to szpik kostny czerwony ulegat przemianom
do szpiku kostnego z6ttego, bedacego rezerwuarem kwasow ttuszczowych.

Srednia zawarto$¢ kwasu mirystynowego C14:0 w obu okresach badan byta wyzsza
niz wyniki uzyskane u niedozywionych cielgt reniferéw w okresie zimowym (Soppela
i Nieminen, 2001). W poréwnaniu do reniferow zawarto$¢ kwasu palmitynowego (C16:0)
1 kwasu stearynowego (C18:0) byta o ponad polowe¢ nizsza (Soppela i Nieminen, 2001).
Srednia zawarto$é¢ kwasu linolowego (C18:2 n-6) réowniez byla nizsza niz u reniferow,
za$ S$rednie stgzenie kwasu o-linolenowego (18:3 n-3) 1 (18:4 n-6) bylo wyzsze
(Soppela i Nieminen, 2001). Szpik kostny badanych danieli w obu okresach charakteryzowat
si¢ dwukrotnie nizszg $rednig zawartoscig SFA i dwukrotnie wyzszg zawarto$cia BFCA
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi u cielgt reniferow. Poziom MUFA u danieli
zwyczajnych byl wyzszy niz u cielat renifera. Srednie stezenia PUFA i n-3 u badanych
jeleniowatych byly nieco wyzsze, za$ poziom n-6 nizszy. Réznice te moga by¢ zwigzane
z r6éznicami miedzy gatunkami jak i réznicami w wieku badanych danieli 1 reniferow
(Soppela i Nieminen, 2001).

U przezuwaczy wielonienasycone kwasy tluszczowe (PUFA) sa obecne w duzych
ilosciach w tkance tluszczowej ze wzgledu na wydajny proces uwodornienia
przeprowadzany przez mikroorganizmy zwacza (Christie, 1981), co zostalo rowniez
potwierdzone w niniejszych badaniach. Zawarto§¢ PUFA u badanych danieli byta podobna
lub wyzsza, niz u niedozywionych reniferow, co prawdopodobnie wskazuje na duza
mobilizacje tych kwasoéw tluszczowych z diety roslinnej, zwlaszcza w okresie wypasu, gdyz
proces syntezy tych kwaséw przez organizm jest niemozliwy (Bruckner, 1992).

Istotnie statystycznie wyzsze stgzenie CLA w szpiku kostnym mtodych danieli
wskazywalo, ze w badanym czasie miode karmione byly jeszcze mlekiem matki, ktore
zawiera znaczne ilosci CLA. W listopadzie mlode daniele sg juz catkowicie odsadzone
od matek i nie majg z nimi kontaktu (Janiszewski i in., 2014).

Wyzszy poziom MUFA w poréwnaniu z PUFA jest korzystniejszy dla jeleniowatych,
zapewniajac im ptynnos$¢ adipocytéw szpiku kostnego w niskich temperaturach. Nalezy

podkresli¢, ze dominujgcym kwasem w szpiku kostnym byt kwas oleinowy, ktory stanowit
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prawie 40% sumy kwasow ttuszczowych. Wysoki udziat kwasu oleinowego determinowat
niska temperaturg topnienia thuszczu w szpiku kostnym, co zwigkszalo jego ptynnos¢, a tym
samym funkcjonowanie konczyn w czasie mrozu (Irving i in., 1957; Turner, 1979).
Mechanizm utrzymywania migkkosci tlhuszczow poprzez zwigkszenie stopnia ich
nienasycenia zaobserwowano w dystalnych kosciach lub konczynach réznych gatunkow nie
tylko arktycznych, ale réwniez tropikalnych ssakow (Turner, 1979; Meng i in., 1969; West
1 Shaw., 1975; Kikeld 1 Hyviérinen., 1996). Nienasycone kwasy tluszczowe dominujg
w dystalnych czesciach ciata, takich jak kosci $rddstopia, obnizajac w ten sposob
temperatur¢ topnienia thuszczow (Sugér 1 Nagy, 1992). Udzial kwasu palmitynowego
(C16:0) 1 stearynowego (C18:0) w kosciach $rodstopia w czasie zimy spadt do 14 %
12,5 %, za$ udzial kwasu oleopalimitynowego (C16:1) i oleinowego (C18:1 cis n-9) wzrost
odpowiednio do 21% 1 43 %. Stezenie kwasu palmitynowego i oleinowego byto wyzsze
u danieli fermowych niz te podawane przez Sugér i Nagy (1992) za$ st¢zenie kwasu
oleopalmitynowego i oleinowego byto nizsze. Wiosna w szpiku kostnym badanych zwierzat
obnizatlo si¢ stezenie nasyconych kwasow thuszczowych, za§ wzrastala koncentracja
jednonienasyconych kwasow tluszczowych. Srednie stezenie kwasu oleinowego
odpowiedzialnego za ptynnos$¢ adipocytow szpiku kostnego bylo nieco nizsze przed
okresem zimowym, ale bardzo zblizone do wynikow uzyskanych w kwietniu.

Wykazano, ze kwasy tluszczowe ftrans wytwarzane przez przezuwacze
sa wynikiem bakteryjnego metabolizmu wielonienasyconych kwasow tluszczowych
w zwaczu 1 w zwigzku z tym sg obecne we wszystkich tkankach thuszczowych tych zwierzat.
Kwasy tluszczowe o konfiguracji trans w zywnosci pochodzg z dwoéch roznych zrodet -
produkowanego przemystowo tluszczu czesciowo uwodornionego (IP-TFA) stosowanego
w olejach do smazenia, margarynach, smarowidtach i1 produktach piekarniczych oraz
thuszczu przezuwaczy w produktach mlecznych 1 migsnych (RP-TFA). Pierwsze zrodio
moze zawiera¢ do 60% kwasow ttuszczowych w formie frans w stosunku do zawartosci
thuszczu przezuwaczy, ktora na ogédt nie przekracza 6% (Stender i in., 2008). Zawartos$¢
kwasow tluszczowych trans u badanych zwierzat w obu okresach badawczych byta istotnie
nizsza i wynosita 2,280-2,989%.

Szpik kostny to nie tylko magazyn kwasow ttuszczowych, ale réwniez pierwiastkéw
1 witamin. Organizm bgdacy w homeostazie powinien mie¢ odpowiedni profil kwasow
thuszczowych w szpiku kostnym, ale takze odpowiednie stezenie mineratlow w tkankach

pomiedzy ktérymi zachodzi wymiana, transport i akumulacja pierwiastkow. W zwiagzku
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z tym przeanalizowano $rednie st¢zenia 21 pierwiastkow w 4 badanych tkankach: szpiku
kostnym oraz wybranych tkankach tj. osoczu, kosciach i pierwszym porozu fermowych
danieli zwyczajnych po okresie zimowym 1 pastwiskowym (Tabela 12). Zgodnie
z oczekiwaniami, najwyzszy poziom wapnia (Ca), fosforu (P), magnezu (Mg) i sodu (Na)
oraz najwyzszy stosunek Ca:P stwierdzono w porozu i ko$ciach. Osocze zawierato
najmniejsze ilosci Ca, P 1 Mg, natomiast najnizszy stosunek Ca:P, oraz najnizsza zawartos$¢
potasu (K) i Na stwierdzono w szpiku kostnym.

Najwyzsze stezenie wszystkich niezbednych pierwiastkow §ladowych wykazano
w porozu (Tabela 12). Test Kruskala-Wallisa H nie potwierdzit istotnych rdznic zawarto$ci
pierwiastkéw sladowych w ko$ciach (z wyjatkiem Se), a pordwnywalne poziomy uzyskano
tylko dla Zn (kosci 69,79 mg/kg w poréwnaniu z porozem 78,60 mg/kg). Bardzo niskie
stezenia lub wartos$ci ponizej granicy wykrywalnosci w tkankach migkkich uzyskano dla
kobaltu (Co), molibdenu (Mo), litu (Li) i chromu (Cr). Poroze byto tez miejscem akumulacji
wigkszosci toksycznych pierwiastkow, zwiaszcza glinu (Al) 1 niklu (Ni), a st¢zenie baru (Ba)
1 arsenu (As) byty podobne jak w kosciach. Poroze zawierato rowniez najwigcej berylu (Be),
kadmu (Cd), antymonu (Sb) i otowiu (Pb), ktorych zawartos¢ w pozostatych tkankach byta

znikoma lub ponizej poziomu wykrywalnosci.
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Tabela 12. Stezenie pierwiastkow w §wiezej masie (mg/kg) w zalezno$ci od badanej tkanki danieli zwyczajnych

Szpik kostny Osocze Kos¢ Poroze Test H Wspélezynnik
Pierwiastki (BM) (P (B) (A) Kl‘usk.ala- korelacji Spf:armana
M SD M SD M SD M SD (;f];'l‘;j) () pomiedzy
Makroelementy
Ca 951 4% 970,4 82,5° 11,2 285421,8° | 35052,9 | 242959,3¢ 13771,3 | H=21,600 -
P 691,0™ 4163 60,0? 9,9 109262,9° | 5943,5 87852,1% 51944 H=21,600 B-A=(,83%
Mg 28 4 14,8 16,9* 2,0 4530,2¢ 610,2 5818,6° 732,8 H=20,293 -
K 96,6 23,4 773,3° 94,8 378, 7% 38,1 832,4° 123,1 H=19,867 -
Na 445,0° 80,5 3072,9%° 180,4 7539,4% 877.,8 9204,3¢ 992,1 H=21,117 -
Ca:P 1,1° 0,6 1,42 0,4 2,6¢¢ 0,3 2,8° 0,3 H=17,760 -
Pierwiastki §ladowe
Li <LOD - 0,012 0,00 0,422 0,04 2,26° 1,03 H=20,236 -
Cr 0,09? 0,16 <LOD - 0,15% 0,16 3,07° 2,72 H=16,120 -
Mn 0,032 0,03 0,042 0,50 1,723 0,76 15,30° 8,96 H=19,547 -
Co <LOD - <LOD - 0,06 0,01 0,17 0,13 H=21,026 -
Cu 0,13? 0,02 0,61 0,34 2,42° 1,19 59,05 40,54 H=20,900 P-A=-0,89*
Zn 1,232 0,27 0,36* 0,00 69,79° 9,98 78,60° 30,31 H=19,455 -
Se 0,03% 0.00 0,012 0,00 0,012 0,00 0,06° 0,02 H=19,689 B}i\j[;\]i_,aogjgz*
Mo <LOD - 0,01 0,04 0,08 0,02 0,38 0,52 H=18,169 -
Pierwiastki potencjalnie toksyczne
Be <LOD - <LOD - <LOD - 0,012 0,004 H=22,395 -
Al 3,700% 2,285 0,0382 0,060 13,550 10,124 89,031°¢ 48,346 H=21,239| BM-A=-0,89%
As <LOD - 0,001* 0,001 0,050° 0,013 0,183° 0,027 H=21,675 -
Cd <LOD - <LOD - 0,008 0,017 0,026 0,012 H=20,934 -
Sb <LOD - 0,004 0,001 <LOD - 0,108 0,065 H=22,256 -
Ba 0,380% 0,337 0,039* 0,035 99,470¢ 15,939 85,950 6,182 H=20,333| BM-P=-0,94*
Pb <LOD - <LOD - 0,180 0,116 2,716 1,955 H=21,934 -
Ni 0,020° 0,012 <LOD - 0,260° 0,061 3,037° 2,251 H=21,367 -

M-érednia, SD- odchylenie standardowe, <LOD — ponizej granicy wykrywalnosci, * warto$¢ istotna statystycznie P < 0.05, a, b, ¢ roznice istotne przy P <
0,05 dla poréwnan wielokrotnych (parami).



Oceniono zalezno$ci pomigdzy st¢zeniami poszczegdlnych pierwiastkow w badanych
tkankach (Tabela 143). Stwierdzono istotng statystycznie dodatnig zalezno$¢ pomigdzy
stezeniami P w ko$ciach i porozu zwierzat (rS = 0,83, p < 0,05) oraz istotng statystycznie
ujemng zalezno$¢ miedzy st¢zeniami miedzi (Cu) w osoczu i porozu (rS = —0,89, p < 0,05);
selenu (Se) w szpiku kostnym i kosciach (rS = —0,89, p < 0,05) oraz w osoczu i porozu
(rS =-0,93, p <0,05); Al w szpiku kostnym i porozu (rS = —0,89, p < 0,05); i Ba w szpiku
kostnym 1 osoczu (rS = -0,94, p < 0,05) (Tabela 13).

Wspotczynniki korelacji Spearmana wskazywat na wspotzaleznosci miedzy badanymi
pierwiastkami (Tabela 13). Analizujac zalezno$ci mig¢dzy makroelementami, wykryto
dodatnie, silne i bardzo silne zalezno$ci migdzy wszystkimi pierwiastkami z tej grupy
(0,58 <rS <0,95, p<0,05) zwyjatkiem K. Pierwiastki sladowe byty réwniez silnie dodatnio
skorelowane ze sobg (0,45 < rS < 0,88, p < 0,05), a jedynym wyjatkiem w tej grupie byt
Se, dla ktorego wystapit silny zwiagzek z Cr (1S = 0,70, p <0,05) i stabszy z Zn (rS = 0,46, p
< 0,05). Dodatnie korelacje stwierdzono réwniez wérod pierwiastkow toksycznych (0,50 <
rS <0,94, p <0,05), przy czym jedyne ujemne korelacje stwierdzono migdzy Ba a Cd 1 Pb
(—0,49 <1S <-0,50, p < 0,05).

Wsrod makroelementow Ca i P byly silnie dodatnio skorelowane tylko z Cu (rS = 0,56
1 1S = 0,57, p <0,05) i bardzo silnie skorelowane z Zn (S = 0,86 i rS = 0,88, p < 0,05),
podczas gdy silnie ujemnie skorelowane z Co (1S = —0,74 1 rS = —0,77, p < 0,05).
Stwierdzono rowniez ujemng korelacje dla P 1 Li (rS = —0,69, p < 0,05). Podobnie istotne
dodatnie korelacje zaobserwowano dla wszystkich pierwiastkow toksycznych i wybranych
pierwiastkéw gtownych, takich jak Mg (0,54 <rS < 0,89, z wyjatkiem Cd, Pb i Ni), Na (0,60
<rS <£0,92, z wyjatkiem Se 1 Cd) oraz K (0,51 <rS < 0,88, z wyjatkiem Ca, P, Mg, Zn, Se,
Sb 1 Ba). Z kolei Ca i P byty dodatnio silnie skorelowane z Al i As (0,58 <rS < 0,66, p <
0,05) oraz bardzo silnie skorelowane z Sb 1 Ba (0,74 < 1S < 0,96, p < 0,05). Ujemne i silne
zaleznosci stwierdzono dla Ca i Cd (rS =—0,70, p <0,05) i Pb (rS =-0,80, p <0,05), a takze
dla P iPb (rS =—0,66, p <0,05).

Analizujgc  korelacje pierwiastkow s$ladowych 1 pierwiastkow toksycznych,
stwierdzono silne 1 znaczace zwigzki Al 1 As ze wszystkimi (z wyjatkiem Li) pierwiastkami
sladowymi (0,58 < rS < 0,84, p < 0,05). Podobne silne zalezno$ci stwierdzono dla
Pb i pierwiastkow §ladowych (z wyjatkiem Li i Zn) (0,66 <1S < 0,78, p < 0,05) oraz bardzo
silne korelacje dla Ni i pierwiastkow sladowych (z wyjatkiem Li, Zn i Se) (0,74 <rS <0,87,
p < 0,05). Cd byto dodatnio skorelowane z Cr, Mn 1 Co (0,62 < rS < 0,65, p < 0,05);
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Sb byt dodatnio skorelowany z Mn, Cu, Zn, Se i Mo (0,65 <rS <0,76, p < 0,05); a Ba bylo
dodatnio skorelowane z Zn i Cu (rS = 0,59 1 S = 0,90, p < 0,05). Jedyng ujemng korelacje
miedzy pierwiastkami z tych grup stwierdzono dla Li 1 Cd (rS = —0,60, p < 0,05)
(Tabela 13).
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Tabela 13. ZaleznoS$ci pomiedzy poszczegdlnymi pierwiastkami w badanych tkankach danieli fermowych (N=24).

Zmienne Makroelementy Pierwiastki sladowe Pierwiastki potencjalnie toksyczne

P Mg| K Na | Li ([Cr| Mn | Co | Cu |Zn| Se | Mo | Al | As | Cd | Sb | Ba | Pb | Ni
Ca |0,95*%10,79%-0,08|0,60* (—-0,30|0,03| 0,18 —0,74* 0,56* (0,86* 0,19 |—0,03|0,58*|0,64* |-0,70* 0,74* [ 0,96* |-0,80%* —0,01
P 1,00 10,76*—0,12| 0,8* |-0,69* 0,05 0,19 |-0,77% 0,57*|0,88% 0,20 |—0,13|0,62* | 0,66* | —0,49 | 0,79* | 0,93* |-0,66* 0,02
Mg 1,00 0,28 |{0,77*|0,84*|0,74* 0,55* [ 0,71* | 0,75* [0,84* 0,54* | 0,66* | 0,89* | 0,88* | 0,41 |0,74*|0,83*| 0,52 | 0,39
K 1,00 (0,69*|0,75*(0,78*0,81*|0,87*[0,63*|0,07| 0,09 |0,53*|0,61*|0,51*{0,58* | 0,19 |—0,02|0,65*|0,88*
Na 1,00 |0,71*10,72* 0,80* [ 0,72*|0,92*10,67* 0,31 | 0,63*|0,83*|0,83*| 0,47 [0,84* 0,63* |0,73*|0,73*
Li 1,00 [0,70* 0,72*|0,88* [ 0,84* 0,73* 0,39 [0,69*| 0,52 | 0,45 | 0,47 |-0,60|-0,30| 0,48 | 0,43
Cr 1,00|0,65*|0,76* | 0,64* |0,67* 0,70* | 0,68* | 0,77* | 0,81* | 0,62* | 0,03 | 0,20 | 0,75*|0,85*
Mn 1,00 {0,82*]0,82*|0,41*% 0,33 |0,84*(0,74*0,73*|0,63* [ 0,68* | 0,28 [0,76*|0,87*
Co 1,00 |{0,87*10,72*% 0,33 |0,89*|0,64*|0,80*|0,65* [—0,03(—0,39(0,66* | 0,85*
Cu 1,00 (0,72% 0,37 {0,80*|0,84*|0,83*| 0,35 |0,65*|0,59*|0,69* | 0,76*
Zn 1,00|0,46*|0,45*|0,77*|0,81*|-0,30|0,67*|0,90* | -0,05 | 0,24
Se 1,00 | 023 |0,61*|0,58*| 0,44 |0,73*| 0,27 |0,78* | 0,25
Mo 1,00 {0,58*|0,81*| 0,53 |0,76*| 0,13 |0,71* {0,74*
Al 1,00 {0,94*(0,65*| 0,64 |0,61*|0,83*|0,65*
As 1,00 {0,66*|0,80*|0,67*|0,81*|0,57*
Cd 1,00 | 0,54 |—0,49| 0,51 | 0,50
Sb 1,00 [0,70*| 0,54 |0,75*
Ba 1,00 {-0,50| 0,06
Pb 1,00 {0,71*

*wartosci istotne statystycznie przy p < 0.05
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Analiza gtownych sktadowych (PCA) byla reprezentowana przez 13 zmiennych
124 przypadki. Trzy gléwne sktadowe (PC) o warto$ciach wtasnych >1 (kryterium Kaisera)
wyjasnity 89,69% calkowitej zmiennosci, z czego dominowata gldwnie pierwsza sktadowa

(63.36% zmiennosci) (Tabela 14).

Tabela 14. Korelacje migdzy gtownymi sktadowymi a zmiennymi pierwotnymi

Zmienna PC1 PC2 PC3
Na —-0,94 0,24 0,23
Mg —0,95 0,27 —0,00

K —0,54 —0,41 0,66

Ca —-0,85 0,52 —0,02

P —-0,83 0,55 —0,05
Mn —-0,75 —-0,47 —-0,17
Ni —-0,72 —-0,51 —-0,16
Cu —0,77 —0,45 —0,24
Zn —0,91 0,27 —-0,22
Se —-0,56 —-0,56 —0,44

Al —-0,67 —-0,30 0,42

As —-0,88 —-0,29 0,15
Ba —-0,85 0,51 —0,06
Wartosci wlasne 8,24 2,37 1,05
% zmiennoSci 63,36 18,24 8,09
lacznie % 63,36 81,60 89,69

Na rycinie 5 przedstawiono potozenie zmiennych wzgledem dwoch gléwnych
sktadowych (PC1 x PC2). Kat pomiedzy wskazanymi na rysunku wektorami potwierdzit
wysokie wzajemne zalezno$ci migdzy makroelementami i1 pierwiastkami $ladowymi.
Na podstawie tadunkow i dlugosci wektorow kierunkowych mozna byto wyrdznié
trzy grupy pierwiastkow o podobnych wiasciwosciach zgodnie z Rycing 5. Pierwsza grupa
sktadata si¢ z Mg (r =—-0,95), Na (r =—0,94) 1 Zn (r =—0,91), a druga grupa obejmowata Ba
(r=-0,85), Ca (r=-0,85)1 P (r = —0,83). Obie te grupy miescity si¢ w lewym gérnym
kwadrancie (Q4) okreslonym przez ujemne wartosci PC1 i1 dodatnie PC2, wskazujace

na rézne wzajemne korelacje z prezentowanymi grupami czynnikow. Wszystkie pozostate
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elementy znajdowaly si¢ w lewym dolnym kwadrancie (Q3), okreSlonym przez ujemne
warto$ci obu sktadowych gtéwnych (PC1 1 PC2), ktéry tworzyty Cu (r = —0,77),
Mn (r=—0,75) 1 Ni (r =—0,72), co oznaczalo, ze na zawartos¢ Ba, Ca i P mialy negatywny
wpltyw inne pierwiastki silnie zwigzane z gtéwnymi sktadowymi PC1 i PC2. Zawarto$¢
As (r = —0,88) byla rowniez bardzo silnie skorelowana z pierwsza skladowa, natomiast
korelacja z Al (r = —0,70) byla nieco stabsza. Z kolei Se byl ujemnie skorelowany
ze wszystkimi trzema sktadowymi w zakresie od -0,44 do -0,56. Tylko K byt najsilniej
1 dodatnio skorelowany z PC3 (r = 0,66).

1.0t
Q4 Q1
[P
05 e
Na
0.0 ¢

PC2: 18.24%

o Active

Q2
-1.0

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
PC1: 63.36%

Rycina 5. Potozenie analizowanych zmiennych wzgledem dwoch gléwnych sktadowych (PC1 x
PC2).
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Na rycinie 6 przedstawiono rozklad przypadkéw w zaleznosci od tkanek zwierzgcych
(szpiku kostnego, osocza, kosci, poroza) w uktadzie wspodtrzednych PC1 x PC2, w ktorym
wyraznie mozna bylo wyr6zni¢ trzy grupy. Pierwsza grupa znajdujaca si¢ w prawym dolnym
kwadrancie (Q2), czyli oznaczona dodatnimi wartosciami PC1 1 ujemnymi warto$ciami
PC2, sktadata si¢ z obu tkanek miekkich (szpiku kostnego i osocza). Natomiast obie tkanki
twarde znajduja si¢ po lewej stronie wykresu, z porozem w obszarze Q3 (ujemne wartosci
PC1 1 PC2) 1 ko$¢mi w obszarze Q4 (ujemne wartosci PC1 1 dodatnie wartosci PC2).
To przestrzenne rozmieszczenie probek, w szczegdlnosci poroza i kosci, tkanek potwierdzito

ich znaczne zréznicowanie sktadu mineralnego.
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PC1: 63.36%
Rycina 6. Przedstawienie przypadkow w ptaszczyznie dwuczynnikowej (PC1xPC2) zaleznos$ci od

typu tkanki daniela zwyczajnego; B - kos¢, A - poroze, P - osocze, BM - szpik kostny.

Badania przeprowadzone na danielach fermowych wykazaty duza zmienno$¢ poziomu
pierwiastkéw w tkankach. Bylo to prawdopodobnie spowodowane odmienng budowg tych
tkanek, funkcja fizjologiczna, a co za tym idzie réznym stopniem biotransformacji tych
pierwiastkéw, a takze wptywem czynnikéw srodowiskowych (Hoffman i in. 2007). Ponadto
podano stezenia sktadnikow mineralnych w §wiezej, a nie w suchej masie, ktore rdznig si¢

bardzo silnie pomiedzy badanymi tkankami. Porownujac tkanki migkkie, wykazano wyzsze
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stezenia Ca, P, Mg, Cr, Zn, Se, Al, Ba i Ni w szpiku kostnym niz w osoczu. Wyniki te sg
zgodne z badaniami dotyczacymi obiegu pierwiastkOw w organizmie w zalezno$ci od
spozywanego pozywienia oraz przemian metabolicznych (Tajchman i in., 2020a; Tajchman
1 in., 2021) 1 wynikaja gtownie z tego, ze krew nie gromadzi skladnikéw mineralnych,
a jedynie je transportuje i odzwierciedla ich ilo$¢ w danym momencie. W poréwnaniu
z jeleniami europejskimi zawarto§¢ Mn 1 Se byla podobna do danieli fermowych
(odpowiednio 0,027 mg/kg, 0,036 mg/kg), ale wyzsza niz u dzikich jeleni (0,008 g/kg,
odpowiednio 0,007 mg/kg) (Tajchman 1 in., 2021). Zawarto$¢ Li 1 Co w szpiku kostnym
danieli, podobnie jak w obu grupach jeleni, byly ponizej poziomu wykrywalnos$ci (Tajchman
1 in., 2021). W badaniach Hassana i in. (2013) w szpiku kostnym reniferow wykazano
obecnos¢ Cd, Pb i As, a w przedstawionych badaniach u danieli zawarto$¢ tych pierwiastkow
byla ponizej poziomu wykrywalnosci. W szpiku kostnym jeleni hodowlanych i dzikich
zyjacych na tym samym obszarze wyzsze st¢zenia As, Ba, Pb i Ni stwierdzono tylko
u dzikich zwierzat (odpowiednio: 0,008 mg/kg, 0,969 mg/kg, 0,003 mg/kg i 0,042 mg/kg),
podczas gdy nizsze poziomy Al (2,638 mg/kg) i takie same Be, Cd, Sb (ponizej poziomu
wykrywalnosci) 1 Ni (0,014 mg/kg) stwierdzono u jeleni fermowych w poréwnaniu
z danielami (Tajchman i in., 2020a). Opisane réznice w stezeniach poszczegdlnych
makroelementéw, pierwiastkach sladowych i toksycznych moga wynikaé z réznic miedzy
poréwnywanymi gatunkami, réznic wieku badanych zwierzat, a takze rdznicami

w akumulacji pierwiastkdw w zaleznosci od osobnika.

Stosunek Ca:P w szpiku kostnym daniela wynosit 1,10 1 byt nizszy niz u jeleni
europejskich (1,62) (Tajchman 1 in.,, 2021). Nie s3 =znane optymalne ste¢zenia
makro- 1 mikroelementow, ktére powinny by¢ obecne w szpiku kostnym zdrowych
jeleniowatych. Wydaje si¢ jednak prawdopodobne, ze korzystne dla tych organizmoéw jest
posiadanie przez te organizmy odpowiednich stezen analizowanych substancji do budowy

uktadu kostnego 1 zrzucanych co roku porozy oraz prawidtowego przebiegu hematopoezy.

We weczesniejszych badaniach na danielach hodowlanych (Tajchman 1 in., 2021)
poziom Ca i P w osoczu byt wyzszy w grupie bez suplementéw niz wykazanych przez
Steiner-Bogdaszewska i in. (2022) (odpowiednio 2,27 mmol/L, 2,30 mmol/L). i in. (2013)
oraz Padilla i in. (2000) wykazali nizsze st¢zenia makroelementéw w osoczu jeleni
niz w przedstawionych badaniach u danieli. Nizsze wartosci Ca, P 1 Mg ($rednio

odpowiednio: 1,960 mmol/L, 1,836 mmol/L i 0,606 mmol/L) w osoczu jeleni hodowlanych
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otrzymali rowniez Kuba (2014). Roznice te moga wynika¢ z réznic migdzygatunkowych,
ale takze z braku stabilnosci sktadu chemicznego osocza, ktore dynamicznie reaguje
na dostarczanie sktadnikow pokarmowych i warunki §rodowiskowe (Kucer i in., 2013).
Niedobory tych pierwiastkdOw mogg zaburza¢ proces tworzenia elementow morfotycznych
krwi jak i funkcje krwinek. Makro- i mikroelementy moga prawdopodobnie wptywaé¢ na
funkcje krwiotwoércze; dlatego zapewnienie prawidlowego odzywiania powinno zapobiegac
chorobom uktadu krwiotworczego (Oliveira i in., 2018).

Tkanka kostna byta miejscem o najwyzszym stezeniu Ca, P 1 Ba, co nie jest wynikiem
zaskakujagcym, gdyz sa to podstawowe pierwiastki budujace uktad kostny
(Steiner-Bogdaszewska i in., 2022). Poroze bylo tkanka o najwyzszym stezeniu Mg, K, Na,
Li, Cr, Mn, Co, Cu, Zn, Se, Mo, Be, Al, As, Sb, Pb i Ni. Pierwiastki, takie jak Co, Cd i Pb,
odnotowano tylko w kosciach i1 porozu, Be tylko w porozu, a Sb w osoczu i1 porozu. Wyniki
te potwierdzily mozliwo$¢ akumulacji niektorych pierwiastkow w ramach cigglej wymiany
pierwiastkéw w organizmie. Na przyktad Mg jest potrzebny do utrzymania prawidlowe;j
struktury krysztatow fosforanu wapnia, ktére tworzg strukture poroza. Ponadto przy duzych
niedoborach Ca nie ma mozliwos$ci zastgpienia go, gdyz to wiasnie dwuwartosciowy kation
wbudowuje si¢ w sole fosforanowe, tworzac rzadka posta¢ apatytu wchodzacego w sktad
masy kostnej (Landete-Castillejos i in., 2007a, b, c). Proces ten wystepuje najczesciej, gdy
zapotrzebowanie na Ca nie moze by¢ zaspokojone przez uktad kostny. Mg jest
prawdopodobnie podstawowym budulcem, ale nie jedynym, poniewaz inne pierwiastki, w
tym pierwiastki toksyczne, rowniez maja takie wlasciwosci, zwlaszcza w czasach
krytycznego zapotrzebowania na Ca (Kuba, 2014). Nic dziwnego, ze niektore toksyczne
pierwiastki znaleziono tylko w ko$ciach i porozu. Ponadto odnotowano ich wyzsze st¢zenia
w porozach zwierzat, co potwierdzito teze, ze przemieszczaly si¢ pomigdzy szpikiem
kostnym, osoczem i ko$¢mi, a nastepnie byly wbudowywane do rosngcego co roku poroza.
Ponadto pierwiastki $ladowe tatwo gromadza si¢ w uktadzie kostnym bez mozliwo$ci
biologicznej degradacji.

W badaniach na danielach fermowych, utrzymywanych bez dodatkowej suplementacji
mineralnej, wystepowaty nizsze st¢zenie Ca (205000 mg/kg), P (97000 mg/kg) i Na (5030
mg/kg) oraz zblizone Mg (4410 mg/kg), ale wyzsze stezenie K (460 mg/kg) (Tajchman i in.,
2020b) w pordéwnaniu z wynikami uzyskanymi przez Steiner-Bogdaszewska i in. (2022).
Natomiast zawarto$¢ Ca (175 000 mg/kg), Mg (4090 mg/kg) 1 K (570 mg/kg) w porozach

byla nizsza niz w prezentowanej grupie zwierzat, za$ stezenie P (83500 mg/kg) byto
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podobne, a zawarto§¢ Na (510800 mg/kg) byla wyzsza niz w badaniach Tajchman i in.
(2020b). Mogto to by¢ spowodowane okresowa susza, ktora miata miejsce w 2021 roku
1 tym samym wplyneta na zrdéznicowang zawartos¢ sktadnikéw mineralnych w roslinach
pastwiskowych dostepnych dla zwierzat. Analizy chemiczne gleb 1 traw wykazaly,
ze najwigksze niedobory sktadnikéw mineralnych wystepuja w porze suchej (Kreulen, 1975;
McNaughton, 1988; McNaughton, 1990). Stwierdzono réwniez, ze koncentracja sktadnikow
mineralnych w ro§linno$ci zmienia si¢ bez wyraznego, mozliwego do przewidzenia trendu,
oraz moze przekracza¢ dopuszczalne poziomy okreslone dla pasz gospodarczych (Alldredge
11in., 2002; Rautiainen i in., 2021).

W  badaniach przeprowadzonych na jeleniach hodowlanych zawarto$¢
Ca (273469 mg/kg), Mg (4537 mg/kg) i Na (7082 mg/kg) w kosciach byta podobna jak
u danieli, ale wyzsza u dzikich jeleni, natomiast stezenia P (110062 mg/kg), Cr (0,131
mg/kg), Co (0,065 mg/kg) i Zn (63,343 mg/kg) byly zblizone do wynikow uzyskanych dla
dzikich jeleni i wyzsze u jeleni hodowlanych. Wykazano réwniez, ze poziom K (434-551
mg/kg) w kosciach obu grup jelenia europejskiego byl wyzszy w pordwnaniu z danielami,
ale koncentracja Mn (0,788-1,388 mg/kg) 1 Se (0,003-0,006 mg/kg) byta nizsza (Tajchman
1 in., 2021). K jest waznym makroelementem, poniewaz przyczynia si¢ do zmniejszenia
utraty Ca z moczem oraz do rozwoju poroza poprzez mobilizacj¢ Ca ze szkieletu
(Raferty 1 in., 2005). Z kolei Mn jest bardzo stabo wchtaniany przez przezuwacze i z tego
powodu niektore badania sugeruja, ze wysoki poziom Ca i1 P w diecie moze zmniejszac
wchlanianie tego mikroelementu (Grace i1 in., 2008; Landete-Castillejos 1 in., 2012).
Zawarto$¢ Se w kosciach (0,42 mg/kg) byta nizsza niz podana przez Olguin i in. (2013).
Réznice te wynikaty prawdopodobnie z faktu, ze w obu badaniach analizowano rozne
gatunki jeleniowatych lub z powodu tego, ze selen jest magazynowany glownie
w migsniach, a nie w kos$ciach, a jego niedobor moze prowadzi¢ do pokarmowej dystrofii
migsni (PDM) (McDowell, 2003). W zwigzku z tym najprawdopodobniej poziom Se w
kos$ciach nie odzwierciedla zawartosci Se w diecie.

Stosunek Ca:P w kosciach danieli wynosit 2,62 1 byt wyzszy niz (2,0) zalecany przez
Nowicka 1 in. (2006). Nizszy stosunek Ca:P w kosciach 1 porozu byt zwykle zwigzany
z wyzszym stosunkiem Ca: Mg (Azorit i Oya, 2021).

Chociaz zapotrzebowanie na Na jest wicksze w okresie wzrostu poroza (Berger, 1987),
to suplementacja Na 1 innymi pierwiastkami poprawia buforowanie zwacza

1 jednoczesnie zwigksza spozycie sktadnikow mineralnych (Beede i Collier, 1986). Badania

53



na danielach fermowych wykazaty do§¢ wysokie stezenie Na w tkankach twardych (ko$¢
7539,4 mg/kg, poroze 9204,3 mg/kg). Co wigcej, u badanych zwierzat miatl on istotny
pozytywny wpltyw na wszystkie makroelementy 1 wigkszo$¢ pierwiastkow $ladowych (z
wyjatkiem Se). Spozywanie przez zwierzeta duzych dawek K w diecie jest niebezpieczne,
poniewaz hamuja one wchtanianie Mg, a tym samym zwigkszaja prawdopodobienstwo
tezyczki pastwiskowej (Ram i in., 1998), ale analiza PCA nie wykazata istotnego zwigzku
miedzy tymi pierwiastkami. Wysokie zuzycie Ca 1 P réwniez moze by¢ niekorzystne,
poniewaz zmniejszajg one wchtanianie Mn (McDowell, 2003), ale 1 w tym przypadku nie
wykazano istotnego zwigzku mig¢dzy tymi pierwiastkami. Badana grupa zwierzat miata
dostep do lizawek, co moglo skutkowaé wyzszymi stg¢zeniami niektdrych sktadnikow
mineralnych w ich tkankach.

Koncentracja litu w tkankach badanych danieli zostata oznaczona po raz pierwszy,
dlatego brak jest danych literaturowych dotyczacych optymalnego st¢zenia tego pierwiastka.
Badania dotyczace wptywu litu na mate przezuwacze wykazaly, ze 41% koz z niedoborem
litu umiera w pierwszym roku zycia. Dodatkowo u tych zwierzat obserwowano zmiany
skorne (Anke 1 in., 2005; O’Dell i Sundae, 2019). Niedobor tych pierwiastkéw sladowych
moze mie¢ rowniez konsekwencje w hodowli jeleniowatych, zwlaszcza ze analiza PCA
wykazala istotny zwigzek miedzy Li a wigkszosciag makroelementéw (z wyjatkiem Ca)
1 pierwiastkow sladowych (z wyjatkiem Se).

Chrom jest najobficiej wystepujacym pierwiastkiem w skorupie ziemskiej 1 moze
wystgpowa¢ na wszystkich stopniach utlenienia. Ro6zne badania wykazaly,
ze podstawowa rolg Cr jest aktywacja enzyméw 1 wplywanie na metabolizm
weglowodanow, lipidow 1 biatek. Jest takze integralnym sktadnikiem biologicznie czynnego
chromu czy wskaznika tolerancji glukozy, ktory wzmaga dziatanie waznego hormonu
insuliny. Insulina nie bedzie dziata¢ skutecznie w diecie ubogiej w Cr
(Roy i1 Keshri, 2020). Ten pierwiastek $ladowy jest réwniez niezbedny dla przezuwaczy
do przeciwdziatania stresowi i zwigkszania ich odpornosci (Chang 1995; Moosie-Shageer
1 Mowat, 1993). Potwierdza to jego wptyw na wiele makroelementéw 1 pierwiastkow
sladowych w tkankach danieli.

Najwazniejszymi mikroelementami dla wypasanych przezuwaczy sa Co, Cu, Se
i I (Grace i Wilson, 2002). Ataksja enzootyczna (Xubin, 1996; Mackintosh i in., 1986)
1 osteochondroza (Thompson i in., 1994; Audigé i1 in., 1995) sa obecnie dobrze

rozpoznanymi zespotami niedoboru miedzi u jeleniowatych. Istnieja dowody
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na wystgpowanie osteoporozy zwigzanej z niskim st¢zeniem Cu w tkankach
(Ellison, 1995). W wyniku niedoboréw miedzi wzrost mtodych jeleniowatych moze by¢
rowniez ograniczony (Ellison, 1995, Wilson, 1989), a wzrost poroza moze by¢ obnizony
(Walker i in. 1997; Serrano i in. 2019). Innym skutkiem niedoboru Cu i Zn moze by¢ spadek
funkcji odpornosciowych zwierzat (Bartoskewitz 1 in., 2007). Warto wspomnie¢,
ze suplementacja Cu w diecie jeleniowatych moze modyfikowa¢ jako$¢ migsa poprzez
zwiekszenie zawartosci biatka (Serrano 1 in., 2019).

Zgodnie z normami hodowlanymi stezenie Se w surowicy Odocoileus virginianus
powinno miesci¢ si¢ w przedziale od 0,007 do 0,060 mg/kg (McDowell i in., 1995).
U badanych danieli st¢zenie Se w osoczu wynosito 0,009 mg/kg i miescito si¢ w zalecanym
zakresie. Jednak badania na Dama dama wykazaly nizsze st¢zenie Se niz zalecane przez
Wilson 1 Grace (2001) (Se <130 nmol/L) dla przezuwaczy, podobnie jak wyniki uzyskane
przez Cappelli 1 in. (2015), ktorzy réwniez uzyskali znacznie wyzsza zawarto$¢ tego
pierwiastka $ladowego w porozach jeleni w poréwnaniu z danielami. Wilson i Grace (2001)
wspominajg jednak, ze jesli pojawiajg si¢ niedobory, to najczesciej zimg lub latem, a probki
od zwierzat do§wiadczalnych pobierano pdéznym latem po okresie wypasu. W zwigzku z tym
najprawdopodobniej nie wykazano pozytywnego wplywu Se na blokowanie wchtaniania
toksycznych sktadnikow mineralnych (Pb, As) w tkankach danieli, na co wskazuja badania
Labadz i in. (2017) oraz Vuksi¢ 1 in. (2018). Ponadto dodatek Se i witaminy E w diecie
jeleniowatych spowodowal wzrost liczby erytrocytow i poziomu hemoglobiny (Snarska
1in., 2018). Analizy przeprowadzone na danielach wykazaty dodatnig korelacje Se z Al, As,
Sb i Pb w badanych tkankach. Se z pewnosciag moze zapobiega¢ osteoporozie, poniewaz ma
korzystny wplyw na stezenie Mg, Cr i Zn w tkankach (Liu 1 in., 2010; Liu i in., 2012).

Obecnos$¢ nawet najmniejszych ilosci pierwiastkow toksycznych moze przyczynic¢
si¢ do problemow z ukladem kostnym. Potwierdzity to wyniki uzyskane u danieli
fermowych, u ktérych wykazano istotng ujemna zalezno$¢ migdzy Ca i Cd, Ca i Pb oraz
P i Pb. Wykazano, ze tkanki kosci jeleniowatych moga stuzy¢ jako bioindykatory
zanieczyszczenia srodowiska metalami ci¢zkimi (Cappelli 1 in., 2020), poniewaz gromadza
pierwiastki sladowe przez lata lub dziesigciolecia (Glimcher 1 Bone, 2006). Na przyktad
u ludzi czas potowicznego rozpadu pierwiastkéw sladowych w tkance kostnej wynosi do 30
lat, a ich zawarto$s¢ w kosciach dochodzi do 90% (Zaichick i in., 2011). Ponadto metale
ciezkie, takie jak otow czy kadm, odktadaja si¢ w tkance kostnej gtownie poprzez ich

interakcje z wapniem (Srebocan i in., 2012).
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U danieli, a takze dzikich i hodowlanych jeleni europejskich zyjacych na tym samym
obszarze wykazano obecno$¢ pierwiastkoOw toksycznych w ich tkankach: nizsze st¢zenia Sb,
Ba, Pb, As i Be, wyzsze stezenia Cd 1 podobne As i poziomy Ba (Tajchman i in., 2020a).
Tkanki kostne moga zatem stuzy¢ jako rezerwuar metali cigzkich (Gizejewska i in., 2017).
Nie ma doktadnych danych ilo$ciowych dotyczacych tempa przebudowy uktadu kostnego
jeleniowatych; wigkszo$¢ danych dotyczy przemieszczania si¢ pierwiastkow i innych
substancji z kosci do poroza w miarg jego wzrostu (Dryden, 2016). Godny uwagi jest
znaczacy pozytywny wpltyw Al 1 As na wigkszo$¢ makro- i mikroelementow (z wyjatkiem
Li). Nawet najmniejsze ilosci Al i As moga mie¢ negatywny wptyw na tkanke kostna
zwierzat (Tajchman i in., 2020a; Odstrcil i in., 2010; Hu i in., 2012; Priest, 2004). Zjawisko
to moze by¢ jeszcze bardziej niebezpieczne dla jeleniowatych w trakcie fizjologicznej
tymczasowej osteoporozy wynikajacej z intensywnego wzrostu poroza (Zanngése i in., 2006;
Borsy i in., 2009; Stéger i in., 2010; Ceacero, 2016; Ceacero i in., 2015). Badania in vivo
wykazaly, ze nagromadzenie Al w kos$ciach obniza poziom Ca, Mg i P, hamujac proces

mineralizacji (Li1in., 2011).
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Whioski

Badania potwierdzily zalozong hipotez¢ badawcza.

Profil kwasow tluszczowych 1 sktad mineralny szpiku kostnego odzwierciedlaja

warunki zycia lub bytowania jeleniowatych co moze prowadzi¢ do odpowiedniej

suplementacji na odpowiednim etapie odchowu w hodowli fermowe;.

Whioski szczegotowe

1.

Stosowana w hodowli fermowej dieta moze wptywac na sktad kwasow ttuszczowych
w szpiku kostnym miodych jeleniowatych. Jednakze nie jest to rownoznaczne
z bardziej korzystnym sktadem kwasow thuszczowych w szpiku kostnym. Mtode
dzikie zwierz¢ta wydaja si¢ by¢ lepiej przystosowane do zimy niz zwierzgta
fermowe.

U dzikich jeleniowatych profil kwaséw thuszczowych byt korzystniejszy
u dorostych zwierzat niz u 6-miesi¢gcznych cielat, ktore wydawaly si¢ gorzej
przygotowane do okresu zimowego niz osobniki doroste.

Daniele fermowe w pierwszym roku zycia byly lepiej odzywione po okresie
zimowym, ktéry spedzily w dobrych warunkach bytowych z kontrolowanym
dostgpem do paszy objetosciowej, tresciwej 1 wody. Potwierdza to zasadno$¢
procedur hodowlanych dotyczacych zimowania mlodych jeleniowatych
w odpowiednich pomieszczeniach, ktéore przed okresem zimowym (listopad)
nie majg wystarczajagcych rezerw, czyli odpowiednich proporcji kwasow
thuszczowych w kosciach.

Profil kwasow tluszczowych w szpiku kostnym zmieniat si¢ dodatnio wraz
z wiekiem jeleniowatych i po wiaczeniu odpowiedniego zywienia mial pozytywne
znaczenie na przezycie niekorzystnych warunkéw takich jak zima czy okresy gtodu.
Zawartos¢ mineralow w szpiku kostnym, krwi, kosciach i pierwszym porozu
odzwierciedla stan odzywienia mtodych jeleniowatych.

Wyniki badan stezenia pierwiastkow potwierdzity mozliwo$¢ migracji mineralow
pomiedzy szpikiem kostnym, krwig, ko$§¢mi i1 porozem oraz akumulowania
si¢ ich w tkankach kostnych poprzez procesy wymiany kationow

dwuwarto$ciowych.
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7. Wyzsza zawarto$¢ pierwiastkow toksycznych (Be, Al, As, Cd, Sb, Pb i Ni)
w pierwszym porozu niz w kos$ciach, wskazywata na duze zapotrzebowanie
na sktadniki mineralne podczas procesu formowania si¢ poroza, a takze ich duza

przyswajalno$¢ mimo odpowiedniej suplementacji Ca.
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Abstract: In this study, the influence of the living conditions of red deer (Cervus elaphus) fawns (wild
vs. farmed) and effect of the category of free-living animals (fawns vs. does) on the fatty acid (FA)
profile of the leg bone marrow was assessed. The composition of FAs in the deer bone marrow was
determined by the gas chromatography method. In all groups, oleic acid (18:1 ¢9) was the most
abundant in deer bone marrow and comprised of approximately 37% of total FAs. The bone marrow
of young wild deer was characterized by a significantly (p < 0.001) higher fat content and saturated
FAs proportion, while farmed fawns contained more moisture (p < 0.005) and fat-free dry matter
(p < 0.001), as well as more monounsaturated FAs cis branched-chain FAs and monounsaturated FAs
trans (p < 0.001). Although no significant (p > 0.05) differences were found between fawns, in terms
of partial sums of PUFA, a significantly (p < 0.001) higher level of the sum of n-3 and n-6 FAs and
more favorable 1-6/n-3 ratio in the bone marrow of wild fawns were determined. In general, the
legs of wild fawns were better prepared for wintering than farmed ones. In turn, comparing the
category-related FAs composition in the bone marrow of free-living animals, a more favorable profile
was observed in the adult (does) than in the young (fawns) animals, as the bone marrow of the wild
does was characterized by significantly (p < 0.001) lower percentages of saturated FAs and a higher
percentage of monounsaturated FAs cis.

Keywords: Cervus elaphus; bone marrow; gas chromatography; fatty acids; living conditions; nutri-
tional status

1. Introduction

Bone marrow is a soft, highly blood-supplied spongy tissue present inside medullary
cavities in long bones. It is divided into red bone marrow, in which hematopoiesis takes
place (the formation of morphotic blood elements), and yellow bone marrow, consisting
mainly of adipose cells. The red marrow fills all bones in fetuses and neonates and is
present in flat and long bone epiphyses in the postnatal period [1]. The fatty acids of
bone marrow lipids have been shown to be used as an energy source and contribute to
the formation of new cells [2], especially in young animals [3]. In ruminants, tissue lipids
in the prenatal period and young deer contain small amounts of linoleic and linolenic
acids [4-6]. Therefore, it has been suggested that the youngest animals may be at risk of
deficiency of essential fatty acids [7]. 1t is very important that fawns should be properly
nourished, in order to obtain the appropriate body weight before the winter period [8],
because their condition determines their survival, not only in the next few months, but also
in the following years of adult life [9]. Red deer body weight is a good index of condition
for populations living in various habitats. Dzieciotowski et al. [10] revealed that wild red
deer fawns, irrespective of sex, had the same body weight up to 6 months of age, and sexual
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dimorphism, as a significantly heavier body mass, was significantly marked in 1.5 years
old males. In older hinds, body weight was stabilized at the age of 2.5 years, while, in stags,
it stabilized at the age of 4.5 years. Moreover, in adult hinds participating in breeding,
no significant differences in body weight were found with increasing age up to 9.5 years
and above.

On the farm, the living and nutritional conditions provided to deer can be modified,
unlike in the case of wild animals, which are usually exposed to deficiencies in the food base
and low temperatures in winter. It has been shown that deer have a number of adaptations
to help them to survive the most demanding periods, e.g., they can slow their metabolism
in winter or limit their activity, in order to save energy [11-13]. In addition, with the age
of the animal, the red marrow transformations in yellow, and its proportion in the bones
increases [1]. It has been shown that body fat reserves are initially stored in the bone
marrow, next around the kidneys, and, finally, under the skin. Hence, many researchers
use the content and composition of fat in the bone marrow as an indicator of the condition
and nutritional status of ungulates, due to the fact that it is mobilized as the last energy
reserve during starvation [14-20]. Dzieciotowski et al. [10] observed the decline of stag
conditions, both by the decrease of kidney fat index and percentages of males with high
deposits of visceral fat during and after the rutting season. In turn, does managed their fat
reserves more rationally, which was indicated by the lack of differences in kidney fat index
values, visceral fat, and body weight during and after rut. However, frequencies of females
with a large amount of visceral fat indicate a positive relationship between the proportions
of fatty hinds up to the age of 9.5 years. Similarly to does, the condition of fawns was, in
both sexes, maintained at a roughly equal level.

In reindeer, it has been shown that the fatty acid composition in proximal bones (femur)
is dominated by saturated fatty acids (SFA), whereas unsaturated fatty acids (UFA), mainly
oleic acid (C18:1 n-9), predominate in distal bones (metatarsus) [21,22]. The high content of
this acid contributes to the low melting point of bone marrow fat, increases its fluidity, thus
improving the function of animals’ legs during frosty periods [23,24]. The mechanism of
maintaining the softness of fats by increasing their unsaturation degree has been observed
in the distal bones of various species of mammals [12,16,17]. Irving et al. [23,25] reported
that changes in the bone marrow melting point have been detected in both arctic and
tropical mammals. The selective deposition of unsaturated fatty acids in the bone marrow
may facilitate their mobilization at low temperatures and in periods of famine. It has
been confirmed that adipose tissue lipolysis leads to the preferential release of long-chain
polyunsaturated fatty acids (LC PUFA) [26,27].

It should be emphasized that the composition and changes in fatty acids contained
in bone marrow fat, in relation to nutritional status, have been insufficiently studied,
especially in the case of the youngest animals that are most exposed to adverse climatic
conditions. The bone marrow composition profile, apart from, e.g., nutrition [28-31],
climatic conditions [23,24], and physiological state [15,18-20], also changes with the age of
animals [20,32]. Therefore, it seems interesting to know the fatty acid composition of the
bone marrow in younger and older deer.

The aim of the study was to compare the composition of fatty acids in the bone marrow
of farmed and wild red deer fawns (effect of the living conditions), as well as wild fawns
and 3-6-year-old does (effect of animal category).

2. Results

A comparison of the average body weight, mean concentrations of fat, moisture, and
fat-free dry matter in the bone marrow (BM) between wild and farmed fawns, as well as
between wild fawns and wild does, are shown in Table 1. Although the body mass of the
fawns did not differ significantly, a higher value (by 3.64 kg) was recorded for farm deer.
The bone marrow of wild fawns was characterized by a higher fat content (by 29.62 pp;
p < 0.001), in comparison with the BM of farmed fawns, which contained more moisture
and fat-free dry matter (by 9.34 and 20.67 pp, respectively; p < 0.005). In turn, when
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comparing the category-related proximate composition of the bone marrow of wild deer
(fawns vs. does), a significant difference was noted only for the higher content of fat-free
dry matter (by 6.15 pp; p < 0.01) in the BM of adults (Table 1).

Table 1. Comparison of the mean body weight, bone marrow composition between red deer fawns
and does.

Variable Farmed Fawns Wild Fawns Wild Does Fawns Wild vs. Farmed  Wild Fawns vs. Does
(%) M SD M SD M SD p-Value t /K-S P p-Value t 2/K-S P
Body Mass (kg)  49.42 5.12 45.78 6.79 80.83  30.53 >0.05 2 <0.001 P
Bone Marrow Composition (%)
Fat 53.52 13.71 83.14 343 77.33 9.19 <0.001P >0.05b
Moisture 21.01 10.07  11.66 1.77 11.01 4.07 <0.005 b >0.05 P
Fat-Free Dry 2548 1178 481 253 1096  7.19 <0.001P <0.01P
Matter

M—mean, SD—standard deviation, *—Student’s t-test, and b—Kolmogorov—Smimov test.

The applied chromatographic separation allowed for identifying 47 different fatty
acids, with the unit share of 35 of them not exceeding 1%. A trace amount of FA C12:0
was detected in the bone marrow of the farmed red deer fawns, and no C17:1 ¢7 was
present in the wild fawns (Table 2). The significantly highest level of the total SFAs was
determined in the BM of wild fawns, compared to other deer groups (p < 0.001). Moreover,
the mean percentage of almost SFAs (except C10:0) was significantly higher in the BM of
this group (Table 2). The BM fat of wild fawns, compared to farmed fawns, contained
significantly (p < 0.001) more C14:0, C16:0, C18:0, and C20:0, while significantly (p < 0.001)
less MUFA cis, including C16:1 ¢13, C18:1 ¢9, C18:1 c12, and C20:1 c13, as well as less fatty
acids from the BCFA group (p < 0.001) and MUEFA trans (p < 0.001), including C18:1 t9 and
C18:1 t11 (VA) (Tables 2 and 3). Although no significant differences were found between
fawns in partial sums of groups, such as OCFA, PUFA, and TFA, when considering the
participation of individual FAs in these groups, the bone marrow of wild fawns contained
significantly (p < 0.003) more C17:0, 2C18:2 trans, £.C18:3 trans, and such polyunsaturated
FAs as C18:2 n-6 (LA) and C20:2 n-6, as well as almost twice as many C18:3 n-3 (ALA) and
C18:2 cis (Tables 2 and 3). On the other hand, in the BM of farm fawns, more than two times
more CLA (p < 0.001) and C22:5 n-3 DPA (p < 0.005) were shown (Table 3). The observed
relationships resulted in a significantly (p < 0.001) higher level of the sum of n-3 and n-6
FAs, as well as a more favorable (lower) n-6/n-3 ratio in BM of wild fawns (Table 3).

When analyzing the category-related fatty acid profile of wild deer bone marrow
(does vs. fawns), a large differentiation was also shown. In such a comparison, signif-
icant differences were observed in 21 out of 47 identified FAs. The wild does BM was
characterized mainly by a significantly (p < 0.001) lower percentage of SFAs (by 12.46 pp),
which was a consequence of lower C16:0 and C18:0 proportions (Table 2), as well as a
much higher level of MUFA cis (by 12.17 pp; p < 0.001), especially FAs belonging to this
group, such as C16:1 c9, C18:1 9, and C18:1 c11 (Table 3). Significant differences were also
shown in the smaller groups of FAs, such as OCFA and BCFA, because, in the BM of wild
fawns, their higher proportions were reported; although, in the total pool of identified FAs,
these groups constituted a small percentage, respectively, below 3% and 2% of total FAs
(Table 2). Interestingly, no significant differences in total PUFA (including n-6 and n-3 FAs),
MUFA trans, and TFA were found between the analyzed groups of free-living deer. Only in
individual FAs belonging to these groups were significant differences observed; so, wild
fawns BM contained more C20:2 n-6 (p < 0.033) and C18:1 f11 (VA; p < 0.011), with less
C20:3 n-3 (p < 0.024), in comparison with the BM of wild does. The high level of SFA in
the BM of wild fawns resulted in a significantly (p < 0.001) lower proportion of PUFA /SFA
(Table 3).
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Table 2. Saturated, odd-, and branched-chain fatty acid composition in the bone marrow of red deer
fawns and does.

Variable Farmed Fawns Wild Fawns Wild Does Wild Fawns vs. Farmed Wild Fawns vs. Wild
(%) M SD M SD M SD Fawns p-Value t /K-S®  Does p-Value t 2/K-S P
C10:0 0.06 0.02 0.07 0.02 0.08 0.07 >0.052 >0.05b
C12:0 tr - 0.62 0.14 0.11 0.05 - <0.001°
C14:0 5.18 1.08 5.94 0.64 2.23 0.82 <0.018 @ <0.0012
C16:0 15.87 0.78 19.39 0.89 13.62 3.57 <0.001 4 <0.001"
C18:0 4.58 0.73 5.58 0.94 3.85 1.08 <0.003 @ <0.001°2
C20:0 0.12 0.03 0.17 0.03 0.13 0.04 <0.0012 <0.008 @
2SFA 26.27 1.73 31.76 1.90 19.93 5.39 <0.0014 <0.001 P
C15:0 0.90 0.08 0.89 0.08 0.53 0.16 >0.052 <0.001b
C15:1 0.46 0.05 0.37 0.09 0.36 0.09 <0.052 >0.052
C17:0 0.49 0.07 0.57 0.06 0.33 0.08 <0.003 @ <0.001°
C17:1 c7 0.09 0.03 - - - - - -
C17:1 ¢9 0.73 0.08 0.77 0.07 0.77 0.07 >0.052 >0.052
C21:0 0.09 0.02 0.06 0.02 0.11 0.04 >0.052 <0.001°
OCFA 2.79 0.23 2.65 0.23 2.07 0.36 >0.052 <0.0012
C13:0 iso 0.13 0.05 0.07 0.01 tr - <0.001P >0.052
C13:0 anteiso 0.12 0.03 0.11 0.02 tr - >0.052 >0.052
C14:0 iso 0.14 0.02 0.07 0.02 0.06 0.02 <0.0014 >0.052
C15:0 iso 0.33 0.06 0.18 0.03 0.16 0.04 <0.001 " >0.05b
C15:0 anteiso 0.52 0.07 0.33 0.07 0.28 0.11 <0.0012 >0.052
C17:0 iso 0.37 0.05 0.27 0.03 0.23 0.03 <0.001P <0.0012
C17:0 anteiso 0.49 0.05 0.48 0.07 0.43 0.08 >0.052 >0.052
C18:0 iso 0.12 0.03 0.14 0.03 0.19 0.05 >0.052 <0.025b
YBCFA 2.24 0.29 1.65 0.22 1.39 0.25 <0.0012 <0.004 2

M—mean, SD- standard deviation, tr—trace: values for peaks < 0.05%, * —Student’s t-test, and b—Kolmogorov—
Smirnov test.

Regardless of the differences shown in the bone marrow of the analyzed groups of red
deer (farm fawns vs. wild fawns vs. wild does), the dominant fraction of monounsaturated
fatty acids (MUFA cis; approximately 60%), followed by saturated fatty acids (SFA; ap-
proximately 25%), polyunsaturated fatty acids (PUFA; approximately 4%), and trans-fatty
acids (TFA; approximately 4%), were determined. Among the individual identified FA
groups, the OCFA and BCFA were the minority (2-3%). Oleic acid (C18:1 c9) was the most
abundant in deer bone marrow and comprised of more than 34% of total FA and around
60% of total bone lipid MUFA cis. Within SFAs, palmitic (C16:0) was the most abundant,
showing levels of approximately 64%. With regard to PUFA, linoleic (C18:2 n-6; averaging
1.49%), conjugated linoleic (CLA; averaging 1.14%), and «-linolenic acid (ALA, 18:3 n-3;
averaging 0.97%) were the predominant FAs, with percentages of approximately 86% of
the total PUFA of deer bone marrow (Tables 2 and 3).

For a more comprehensive analysis of the results of the animal body weight and
bone marrow characteristics, a principal component analysis (PCA) was performed with
18 variables (17 active and 1 additional) and 30 cases. Three principal components (PCs)
with eigenvalues exceeding 1 (Kaiser criterion) explained 88.51% of the total variance.
PC1, PC2, and PC3 accounted for 45.06%, 33.10%, and 10.35% of the variance, respectively
(Table 4).

Figure 1 shows the projection of variables as a two-factor plane (PC1 x PC2). The first
component (PC1) exhibits a very high and positive correlation (0.710 < r < 0.810) with eight
variables, including fat (%), C16:0, C18:0, SFA, C18:2 n-6 LA, C18:3 n-3 ALA, n-3, and n-6
acids, as well as a negative correlation with C18:1 n-9 (r = —0.860), MUFA cis (r = —0.740),
and FFM (%) (r = —0.732) (Table 5). In turn, the second component (PC2) is positively
correlated with C14:0 (r = 0.912) and negatively correlated with PUFA /SFA (r = —0.925),
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C18:1 c11 (r = —0.778), and body weight (r = —0.722). The third component (PC3) exhibits

only one negative correlation, i.e., with TFA (r = —0.897).

Table 3. Unsaturated and trans fatty acid composition in the bone marrow of red deer fawns and does.

Variable (%) Farmed Fawns Wild Fawns Wild Does Wild Fawns vs. Farmed Wild Fawns Vs, Wild

M SD M SD M SD Fawns p-Valuet 2/K-S?  Does p-Value t 2/K-S P
C14:1 9 3.62 0.86 3.15 0.46 2.67 0.95 >(0.05 2 >0.05b
Cl6:1 cl11 0.06 0.01 0.06 0.01 0.05 0.01 >0.052 >0.052
C16:1c13 0.28 0.05 0.18 0.03 0.14 0.04 <0.0012 <0.008 2
Cl16:1 c7 0.63 0.08 0.57 0.05 0.51 0.03 >0.05P <0.0012
C16:1 9 12.09 2.22 11.35 1.48 14.96 1.71 >0.052 <0.0012
C18:1 ¢9 38.81 1.15 34.98 1.21 37.51 2.48 <0.0014 <0.005 b
C18:1 c11 4.19 0.49 4.46 0.88 10.33 5.66 >0.05 P <0.001"°
C18:1c12 0.09 0.01 0.14 0.03 0.15 0.04 <0.0014 >0.052
C18:1¢13 0.37 0.05 0.42 0.09 0.89 0.42 >0.052 <0.005 b
C20:1 9 0.18 0.03 0.24 0.05 0.19 0.05 >0.052 >0.05 2
C20:1 c11 0.45 0.09 0.46 0.11 0.74 0.32 >0.052 >0.05P
C20:1¢13 0.16 0.02 0.12 0.03 0.12 0.02 <0.0012 >0.052
>MUFA cis 60.91 1.92 56.08 2.29 68.25 6.99 <0.001 4 <0.001 b
C182n-6 LA 1.21 0.22 1.59 0.18 1.66 0.32 <0.0014 >0.05 2
C18:2 cis 0.19 0.04 0.36 0.09 0.42 0.04 <0.001P >0.052
Clﬁf:ﬁ 0.62 0.12 1.15 0.26 1.14 0.44 <0.0012 >0.052
CLA 1.73 0.29 0.83 0.21 0.87 0.28 <0.0014 >0.052
C20:2 n-6 0.09 0.02 0.13 0.02 0.09 0.03 <0.0224 <0.0332
C20:4 n-6 AA 0.09 0.04 0.09 0.04 0.07 0.02 >0.052 >0.052
C20:3 n-3 0.07 0.01 0.12 0.03 0.15 0.05 <0.006 @ <0.024
C2]:2):1§An—3 0.19 0.10 0.06 0.04 0.06 0.01 <0.005P >0.052
> PUFA 3.94 0.55 4.26 0.46 4.37 0.89 >0.052 >0.05"P
C18:1t6/7 0.20 0.02 0.19 0.02 0.17 0.04 >0.052 >0.05P
C18:119 0.40 0.07 0.21 0.03 0.21 0.02 <0.001P >0.052
C18:1t10 0.16 0.02 0.17 0.03 0.21 0.07 >0.052 >0.05P
C18:1 t11 VA 1.51 0.30 0.84 0.18 0.65 0.22 <0.0014 <0.01172
C18:1t16 0.18 0.02 0.34 0.07 0.32 0.09 <0.001P >0.052
>MUFA trans 245 0.38 1.75 0.22 1.56 0.39 <0.001¢ >0.05P
2.C18:2 trans 1.05 0.20 1.39 0.24 1.85 0.37 <0.0014 <0.001°
>C18:3 trans 0.36 0.05 0.45 0.09 0.58 0.03 <0.007 @ <0.0012
>TFA 3.86 0.49 3.60 0.39 3.99 0.68 >0.052 >0.05P
PUFA /SFA 0.15 0.03 0.13 0.02 0.23 0.05 >0.05 b <0.001 b
n-3 0.71 0.20 1.32 0.30 1.33 0.48 <0.0014 >0.05 2
n-6 1.32 0.25 1.74 0.17 1.76 0.34 <0.0014 >0.052
n-6/n-3 1.95 0.45 1.37 0.29 1.39 0.25 <0.0014 >0.05 4

M—mean, SD—standard deviation, tr—trace: values for peaks < 0.05%, * —Student’s t-test, and b—I(olmogorov—
Smirnov test, and C18:2 cis—this peak may include several 18:2 cis isomers with an unknown position of

double bonds.

Additionally, based on the loadings and length of the directional vectors, three ap-

parent groups of parameters can be distinguished (Figure 1). The first group of variables,
comprising of SFA, C14:0, C16:0, and C18:0, was distributed in the upper right quadrant
(Q1) of the graph, situated in both positive areas of the principal components (PC1 and
PC2). The second group included fat (%), C18:3 n-3 ALA, n-3, n-6, C18:2 n-6 LA, and PUFAs,
which were located in the bottom right quadrant (Q2), as defined by positive PC1 and
negative PC2 values. The third group, which comprised of MUFA, PUFA /SFA, C18:1 c11,
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and body weight, was located in the bottom left quadrant (Q3), as defined by negative
values of both principal components (PC1 and PC2).

Table 4. Eigenvalues and the proportion of variation (%), as explained by the principal components.

Component Eigenvalue Proportion Cumulative
1 7.66 45.06 45.06
2 5.63 33.10 78.16
3 1.76 10.35 88.52
4 0.66 3.85 92.37
5 0.39 2.32 94.69
6 0.30 1.74 96.44
7 0.24 1.39 97.83
8 0.15 0.91 98.73
9 0.10 0.61 99.73
10 0.07 0.39 99.89
11 0.03 0.15 99.94
12 0.01 0.05 99.26
13 0.00 0.03 99.97
14 0.00 0.02 99.98
15 0.00 0.01 99.99
16 0.00 0.00 99.99
17 0.00 0.00 100.00
i B
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Figure 1. Projection of variables in a two-factor plane (PC1 x PC2); FEM (%)—fat-free mass content;
fat (%)—fat content; TEA—trans fatty acids.

Figure 2 shows the projection of cases, depending on the red deer living conditions
and animal category (wild fawns vs. farm fawns vs. wild does) in the coordinate system,
as defined by PC1 x PC2. In general, two groups with high spatial clustering can be
distinguished. The first group consisted of wild deer fawns’ BM, located in the upper right
quadrant (Q1), i.e., designated by positive values of PC1 and PC2, and strongly correlated
with saturated fatty acids (Figure 1). The second group consisted of farmed fawns’ BM,
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located in the upper left quadrant (Q4), which is assigned with negative values of PC1 and
positive values of PC2, which characterize the moisture and fat-free dry matter percentages
(Figure 1). In contrast, samples from the BM of wild does were the most dispersed and
mainly located in both bottom quadrants (Q2 and Q3), which are well-correlated with body
weight, monounsaturated, and polyunsaturated FAs (Figure 1).

Table 5. Correlations between the principal components and original variables.

Variable PC1 PC2 PC3
C14:0 0.392 0.854 0.129
C16:0 0.793 0.570 —0.019
C18:0 0.727 0.459 —0.231
C18:1 n-9 —0.860 —0.002 —0.227
C18:1 c11 —0.454 —0.778 0.205
C18:2n-6 LA 0.714 —0.635 0.002
C18:3 n-3 ALA 0.810 —0.450 —0.100
SFA 0.710 0.694 —0.004
MUFA cis —0.740 —0.648 0.145
PUFA 0.698 —0.470 —0.442
TFA 0.266 —0.239 —0.897
n-3 0.779 —0.520 —0.097
n-6 0.768 -0.579 —0.019
PUFA /SFA —0.329 —-0.925 —0.105
Fat (%) 0.752 —0.376 0.474
Moisture (%) —0.469 0.577 —-0.137
FFM (%) —-0.732 0.192 —0.549
Body weight (kg) —0.393 —0.722 0.011
Q4 Q1
4 A
FF
oo WF
2 wg © & WF
FE WF WF ® o WF
§ FFS o Ve W
S 0 e FE WE
- b
g W
ag
np wp
D
af "o L
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-6 -4 -2 0 2 4 6
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Figure 2. Projection of cases, depending on red deer group, in a two-factor plane (PC1 x PC2);
FF—farm fawns; WF—wild fawns; WD—wild does.

The analysis of the distribution of the variables in Figure 1 indicates that, due to its
close proximity, body weight is strongly positively correlated with C18:1 ¢11, MUFA cis,
and PUFA /SFA, but negatively correlated with C14:0, C16:0, C18:0, and SFAs (located on
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the opposite side). The perpendicular position, on the other hand, indicates that there is
no association between body mass and, e.g., PUFA, TFA, n-6, n-3, and other elements. All
these relationships are confirmed by the correlation coefficients (Pearson or Spearman)
calculated for the analyzed variables, which are presented in Table 6.

Table 6. Correlations between the body weight and bone marrow characteristics.

Variable Correlation Coefficient (VrS) Significance
C14:0 —0.698* ook
C16:0 —0.759* oo
C18:0 —0.581" ot

C18:1 n-9 0.297 * ns

C18:1 cl1 0.601 ™S *

C18:2n-6 LA 0.129 " ns
C18:3 n-3 ALA 0.081* ns
SFA —0.767 i

MUFA cis 0.762* wxE

PUFA 0.011°* ns
TFA 0.083 * ns

n-3 0.140* ns

n-6 0.046 * ns
PUFA/SFA 0.400 ™ *
Fat (%) —0.12218 ns
Moisture (%) —0.3918 ns
FFM (%) 0.284 15 ns

Correlation coefficient: —Pearson, rS—Spearman; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns—not significant.

3. Discussion

The study on red deer has shown a large variation in the content of fat, moisture,
and fat-free dry matter in the bone marrow of the animals. The lower concentration of fat
and higher moisture content were determined in the farmed deer fawns; although, their
body weight was higher than that of the wild young animals. Even so, it may indicate
malnutrition, as suggested by Ransom [14], Neiland [33], and Thouzeau et al. [13]. However,
a high content of fat-free dry matter in the bone marrow in this group of animals is an
indication of a higher level of red, rather than yellow, bone marrow, which explains the
high moisture content in this tissue, especially considering the fact that the red fraction
predominates in animals at an early stage of development; therefore, they are not fully ready
for wintering [3]. In addition, despite the diet supplementation, farmed fawns may have
unfavorable proportions of fatty acids in the bone marrow (low degree of unsaturation),
which may raise the melting point of the fats and impair their fluidity [19]. Therefore, the
legs of farmed fawns could be not sufficiently effective in protecting against the cold.

The highest percentage of oleic acid (C18:1 c9) was detected in the bone marrow of
the farmed animals. However, the bone marrow of farmed and wild fawns exhibited a
much higher proportion of SFAs and lower proportion of MUFAs, compared to wild does.
A similar relationship was reported by Soppela and Nieminen [20]. As demonstrated by
Christie [34], higher proportions of MUFAs in bone marrow lipids, in comparison with
PUFAs, are beneficial for cervids because it contributes to the maintenance of adipocyte
fluidity at low temperatures. In addition, the reduced PUFA C18 content in the metatarsal
bone marrow of the farmed and wild animals was similar or higher than in malnourished
reindeer, which implies high mobilization of these fatty acids from the plant diet, as they
are not synthesized in the body [35]. This may be related to the farmed red deer fawns’
prolonged ingestion of doe’s milk, as well as the plant-deficient reindeer diet.

Released PUFAs are probably used to synthesize phospholipids for new cells and may
be involved in lymphopoiesis and hematopoiesis into the red parts of the bone marrow [2].
Bone marrow adipocytes may also support the immune system by releasing their PUFAs as
precursors of the formation of an extensive membrane and synthesis of eicosanoids [36]. The
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utilization of limited amounts of PUFAs as an energy source is less probable in ruminants;
although, it has been found to intensify during prolonged malnutrition in adult rats [37].

The mean percentages of myristic (C14:0) and pentadecanoic (C15:0) fatty acids in
the bone marrow of farmed and wild red deer fawns and does were two-fold higher than
that reported by Soppela and Nieminen [20] for reindeer. Over two-fold lower levels of
palmitic acid (C16:0), margaric acid (C17:0), and stearic acid (C18:0) were determined
in the bone marrow of the animals from all the study groups, in comparison with the
values reported by Soppela and Nieminen [20] for reindeer fawns and does. The mean
percentage of linoleic acid (C18:2 n-6) was lower in the bone marrow of red deer fawns and
similar to does” bone marrow samples, in comparison with the results reported by Soppela
and Nieminen [20]. Compared to the results reported by Soppela and Nieminen [20],
the percentage of «-linoleic acid (C18:3 n-3) was similar in the bone marrow of farmed
fawns and two-fold higher in the bone marrow of wild fawns and does. The percentage of
arachidonic acid (C20:4 n-6) was two-fold higher in the bone marrow of fawns and similar
to hinds, in comparison with the results reported for reindeer [20]. The percentages of
SFAs in the bone marrow in all deer groups in the present study were substantially lower;
however, BCFAs, MUFAs, and PUFAs percentages were considerably higher, in comparison
with reindeer. These differences can be due to certain factors, such as the species or age of
the animals, as the samples were collected for analyses from 1-month-old reindeer.

The fatty acid composition in the femur bone marrow is dominated by saturated fatty
acids (SFAs), whereas MUFAs, especially oleic acid, dominate in the distal parts of the
skeleton, e.g., the metatarsus [21,22,36]; this finding was proved in all deer groups in the
present study. Sugar and Nagy [36] revealed that, in the metatarsal bone marrow of red
deer, the percentages of palmitic and stearic acids decreased to 14% and 4%, respectively,
whereas the level of palmitoleic and oleic acids increased to 25% and 56%, respectively.
However, the bone marrow of all animals exhibited a similar level of stearic acid. Slightly
higher concentrations of palmitic acid were detected in the farmed and wild red deer fawns,
and the three animal groups exhibited a similar level of stearic acid. Palmitoleic acid was
present in lower amounts in the farmed and wild red deer, while the amount of oleic acid
was high, but lower than the values reported by Sugar and Nagy [36].

It has been shown that trans FAs in ruminants are produced by the bacterial metabolism
of PUFAs in the rumen and are, consequently, present in all fats of these animals, with a
maximum content of about 6%. Ruminants produce TFA, which constitutes 4% of the fat
in milk [38]. Bacterial desaturation of PUFAs from grasses and vegetables in the rumen
produces trans double bonds in fatty acid molecules, but with a clear preference for a
double bond at position 11 in 18 carbon fatty acids, such as vaccenic acid. Small amounts
of trans fatty acids from linoleic and linolenic acids, together with trans fatty acids with 16,
20, and 22 carbon atoms, are produced in the rumen, as well [39]. The percentage of trans
fatty acids in the bone marrow of the studied deer ranged between 3.60% and 3.99%.

Conjugated linoleic acid (CLA) isomers have been found in the bone marrow of
antelope (1.5%), elk (1.0%), and deer (1.0%) [40]. In the present study, the level of CLA was
substantially higher (1.73%) in the bone marrow of farm deer fawns and lower amounts
in both groups of wild animals, compared to the aforementioned results. This may be
related to the longer period of fawns’ milk feeding by does fed a more nutritive diet on the
farm. Cordain et al. [40] also reported a PUFA /SFA ratio ranging from 0.24 to 0.33 in lipids
from the metatarsal bone marrow in elk, deer, and antelope. In the present study, the cited
range of PUFA /SFA ratio was higher, in comparison with the bone marrow of farm and
wild fawns, and similar to the level reported for does. Moreover, the PUFA n-6/n-3 ratio
reported by Cordain et al. [40], between 2.24 and 2.88, was higher than the values found in
the present study in the bone marrow of all deer groups.
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4. Materials and Methods
4.1. Experimental Design

The study was conducted on 21 individuals of red deer, including six farmed and
nine wild males, in their first year of life (fawns), as well as six non-pregnant wild does
aged 3-6 years old. According to the breeding scheme, the investigated animals were aged
between 6 and 7 months, as young stags are usually slaughtered, while does are intended
for herd reconstruction. The animals were kept at the Research Station of the Institute of
Parasitology, Polish Academy of Sciences, Kosewo Gorne (Region of Warmia and Mazury;
Poland; N: 53°48'; E: 21°23’). The feeding system included a rotational pasture in plots
with an area and density recommended by DEFRA [41], FEDFA [42], and Mattiello [43].
Fawns born in a natural way during the grazing period, lasting from April to November in
Poland, were included in the study. Initially, the calves were fed with milk by does; later,
they ate the vegetation from the pasture. In winter (from December to March), does were
fed ad libitum with grass haylage or hay with a moderate nutritional value, concentrated
feed, based on compressed oats and protein supplements, in the form of rapeseed and
soybean concentrates (Eco-pasz, Poland) and Josera Phosphoreimer multi-ingredient licks
(Josera, Poland, Table S1, Supplementary Materials).

The second and third groups of animals comprised of wild individuals living in the
area of Strzatowo Forest District, located in the immediate vicinity of the deer farm. The
wild red deer individuals were harvested during hunting seasons, in accordance with the
applicable Rules of Individual and Population Game Animal Selection in Poland (Polish
Journal of Laws, Annex to Resolution no. 57/2005, 22 February 2005).

4.2. Sampling

MP 800 sensors, coupled with a Tru-test DR 3000 weight reader (accuracy: +1%,
minimum resolution: 100 g), were used for measurement of the body weight of the farmed
animals before slaughter. The weight of the wild red deer was estimated from the carcass
weight, which accounts for 67% of the total body weight of red deer [28,44]. The carcass
weight was determined in culled and eviscerated animals.

All samples of bones and bone marrow were collected in November 2019. The samples
from the farmed animals were collected during routine slaughter, i.e., in the final stage
of breeding, after the summer grazing period (between April and October). The wild red
deer individuals were harvested during hunting seasons, in accordance with the applicable
Rules of Individual and Population Game Animal Selection in Poland (Polish Journal of
Laws, Annex to Resolution no. 57/2005, 25 February 2005).

On the day of slaughter, metatarsal bone (ossa metatarsalia) was sampled from each
animal. The bone was dissected by separating the skin, muscles, and tendons using a
stainless-steel knife. Fresh bones were opened using a dental titanium drill, carefully to
prevent contamination of the bone marrow, which was collected after removal of the red
part and frozen (—80 °C).

4.3. Analysis of Fat, Moisture, and Fat-Free Dry Matter in Bone Marrow

A sample of the bone marrow, with an approximate weight of 1.5 g (accuracy up to
1 mg), was transferred into a preweighed cellulose thimble. The percent moisture loss
was calculated in accordance with PN-ISO 1442:2000 [45], with the drying method (103°C),
using a universal oven Memmert UF30 (Schwabach, Germany). Next, bone marrow fat was
extracted with the Soxhlet lipid extraction procedure, with the use of Biichi-B-811 (Flawil,
Switzerland) equipment and n-hexane as a solvent [46]. Finally, the percentage of fat was
calculated. The cellulose thimble with the remaining fat-free dry matter was dried at a
temperature of approx. 103 °C for 1 h and cooled to room temperature in a glass desiccator.
Next, the percentage of dry matter was calculated.
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4.4. Fatty Acid Analysis in Bone Marrow

The profile of fatty acids (FAs) in the bone marrow was determined following fat
extraction, with the method developed by Folch et al. [47]. Fatty acid methyl esters
(FAMESs) were prepared in the process of transmethylation of 50 mg fat samples with a
mixture of concentrated H,SO4 (95%) and methanol, in accordance with the AOCS Official
Method Ce 2-66 [48]. Gas chromatographic (GC) analyses were performed according to
Domaradzki et al. [49], using a Varian CG 3900 (Walnut Creek, USA) gas chromatograph,
equipped with a flame ionization detector (FID). The FAMEs were separated using a
CP 7420 capillary column with 100 m length, 0.25 mm inner diameter, and 0.25 um film
thickness (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The analysis was performed at
increasing temperature values. The following temperature program was used: 50 °C for
1 min, 30 °C/min up to 120 °C, 2 °C/min up to 160 °C, 30 min holding, 1 °C/min up to
200 °C, 5 °C/min up 250 °C, 1 min holding time. The temperatures of the injector and
detector were 260 °C and 270 °C, respectively. The carrier gas (hydrogen) flow rate was
2 mL/min, the volume of the injected samples was 1 pL, and the split ratio was 1:50. The
FAMEs were identified and quantified based on retention times corresponding to reference
mixtures (Supelco 37 Component FAME Mix CRM 47885 Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA;
CLA methyl ester O5632—Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; branched-chain FAME
mixture BR2, BR3, BR4—Larodan AB Solna, Sweden). Star GC Workstation Version 5.5.
software was used (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA). The fatty acid composition was
expressed as a percentage of total FAs. The analyses were performed in duplicate.

The numerical symbols of the identified FAs contained the number of carbon atoms
in the FA chain (before the colon), number of double bonds (after the colon), and double
bond geometry (cis or trans). The notation “n” was used for FAs belonging to the n-3,
n-6, and n-9 families, where the n-number indicates the position of the first double bond,
counted from the methyl terminal end of the carbon chain. The ratios and indices of the
following groups of fatty acids were calculated: SFA—saturated FAs, even-numbered;
OCFA—odd-chain FAs; BCFA—Dbranched-chain FAs; MUFA cis—monounsaturated FAs,
even-numbered; PUFA—polyunsaturated FAs; n-3 and n-6 FAs; TEA—trans FAs: sum of
MUFA trans, ) 18:2 trans, and ) C18:3 trans; ) CLA —conjugated linoleic acid: sum of 18:2
9,t11 and 18:2 19,c11; } _C18:2 trans—sum of non-conjugated 18:2 t,c/ ¢,t/ t,t isomers; ) C18:3
trans—sum of 18:3 trans isomers with an unknown position of double bonds, as well as the
PUFA /SFA and n-6/n-3 ratios.

4.5. Statistical Analysis

The statistical analyses were performed in Statistica ver. 13 (TIBCO Software Inc., Palo
Alto, CA, USA). The statistical differences in the individual variables between two groups
of red deer (farmed fawns vs. wild fawns or wild fawns vs. wild does) were analyzed
depending on the results of the Shapiro-Wilk test of normality. Normally distributed
variables were tested using the unpaired Student’s t-test (for two independent groups);
otherwise, the Kolmogorov-Smirnov test was applied. The results were expressed as the
mean value and standard deviation of the variables. The principal component analysis
(PCA) was further applied to visualize data and demonstrate the relationships between
variables characterizing the fatty acid profile and composition of the bone marrow of
different red deer groups. Moreover, depending on the nature of the variable distribution
(normal or non-normal), the relationships between the body mass and bone marrow
characteristics were assessed using the Pearson correlation coefficient (r) or Spearman rank
correlation coefficient (rS), respectively. All relationships were evaluated at a significance
level at p < 0.05.

5. Conclusions

The diet used on the farm could impact the fatty acid composition in young deer bone
marrow. However, it does not contribute to a more favorable composition of fatty acids in
the bone marrow of fawns’ legs; therefore, these animals seem less well-prepared for the
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first winter of their lives than wild fawns. The fatty acid composition of wild red deer bone
marrow was more favorable in the adult animals than in the 6-month-old fawns. Therefore,
they are less efficiently protected from the cold than adult deer. Additionally, the increase
in the body weight of the animals increased the levels of unsaturated fatty acids, at the
expense of saturated fatty acids.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/molecules27082511/s1, Table S1: Composition of Josera Phosphoreimer multi-ingredient licks
(Josera, Poland).

Author Contributions: Conceptualization: 7.S.-B., and K.T; methodology: 7.S.-B.,, PD.,, M.F,, and
K.T,; formal analysis: M.F,, and K.T.; investigation: 7.S.-B., and P.D.; statistical analysis: M.E; writing—
original draft preparation: 7.S.-B., KT, M.E, and PD.; writing—review and editing: K.T., and
PD.; supervision: K.T., and M.F. All authors have read and agreed to the published version of
the manuscript.

Funding: This research received no external funding.
Institutional Review Board Statement: Not applicable.

Data Availability Statement: The data presented in this study are available in the article and Supple-
mentary Material.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

Sample Availability: Samples of the compounds bone marrow are available from the authors.

References

1.  Silberstein, L.; Anastasi, ]. Hematology: Basic Principles and Practice., 7th ed.; Hoffman, R., Benz, E., Heslop, H., Weitz, |., Eds.;
Elsevier: Amsterdam, The Netherlands, 2018; p. 6228.

2. Dorshkind, K. Regulation of hemopoiesis by bone marrow stromal cells and their products. Ann. Rev. Immunol. 1990, 8, 111-137.
[CrossRef] [PubMed]

3.  Tajchman, K.; Ukalska-Jaruga, A.; Bogdaszewski, M.; Pecio, M.; Dziki-Michalska, K. Accumulation of toxic elements in bone
and bone marrow of deer living in various ecosystems. A case study of farmed and wild-living deer. Animals 2020, 10, 2151.
[CrossRef] [PubMed]

4. Leat, WM.FE Fatty acid composition of the plasma lipids of newborn and maternal ruminants. Biochem. J. 1966, 98, 598. [CrossRef]
[PubMed]

5. Scott, T.W.; Setchell, B.P.; Bassett, J. Characterization and metabolism of ovine foetal lipids. Biochem. ]. 1967, 104, 1040.
[CrossRef]

6. Noble, R.C,; Steele, W.; Moore, J. The metabolism of linoleic acid by the young lamb. Br. J. Nutr. 1971, 26, 97. [CrossRef]

7.  Payne, E. Fatty acid composition of tissue phospholipids of the foetal calf and neonatal lamb, deer calf and piglet as compared
with the cow, sheep, deer and pig. Br. |. Nutr. 1978, 39, 53. [CrossRef]

8.  Janiszewski, P; Dmuchowski, B.; Gugotek, A.; Zetobowski, R. Body weight characteristics of farm-raised fallow deer (Dama dama
L.) over the winter period. J. Cent. Eur. Agric. 2008, 9, 337-342.

9.  Bartos, L.; Varikova, D.; Hyanek, J.; Siler, J. Impact of allosucking on growth of farmed red deer calves (Cervus elaphus). Anim. Sci.
2016, 72, 493-500. [CrossRef]

10. Dzieciotowski, R.; Babiriska-Werka, J.; Wasilewski, M.; Goszczyriski, J. Physical condition of red deer in a high density population.
Acta Theriol. 1996, 41, 93-105. [CrossRef]

11.  Turbil, C; Ruf, T.; Mang, T.; Arnold, W. Regulation of heart rate and rumen temperature in red deer: Effects of season and food
intake. J. Exp. Biol. 2011, 214 Pt 6, 963-970. [CrossRef]

12.  Arnold, W,; Ruf, T.; Reimoser, S.; Tataruch, F.; Onderscheka, K.; Schober, F. Nocturnal hypometabolism as an overwintering
strategy of red deer (Cervus elaphus). Am. |. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2004, 286, R174-R181. [CrossRef] [PubMed]

13. Thouzeau, C.; Massemin, S.; Handrich, Y. Bone marrow fat mobilization in relation to lipid and protein catabolism during
prolonged fasting in barn owls. J. Comp. Physiol. B 1997, 167, 17-24. [CrossRef]

14. Ransom, A.B. Kidney and marrow fat as indicators of white-tailed deer condition. . Wildl. Manag. 1965, 29, 397-398.
[CrossRef]

15. Nieminen, M.; Laitinen, M. Bone marrow and kidney fats as indicators of condition in reindeer. Rangifer 1986, 1, 219-226.
[CrossRef]

16. Davis, ].L.; Valkenburg, P.; Reed, D.]. Correlations and depletion patterns of marrow fat in caribou bones. J. Wildl. Manag. 1987,

51, 865-873. [CrossRef]



Molecules 2022, 27,2511 13 of 14

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.
44.

45.

46.

47.

Wolkers, ].; Wensing, T.; Schonewille, ].T.; van’t Klooster, A.T. Undernutrition in relation to changed tissue composition in wild
boar Sus Scrofa. Comp. Biochem. Physiol. 1994, 108A, 623—-628. [CrossRef]

Jackson, C.M. The Effects of Inanition and Malnutrition upon Growth and Structure; Blakison’s, Son & Co.: Philadelphia, PA, USA,
1998; p. 616.

Nieminen, M.; Soppela, P. Nutritional status and fatty acid composition of bone marrow in semi-domesticated reindeer. Rangifer
1990, 4, 57-58. [CrossRef]

Soppela, P.; Nieminen, M. The effect of wintertime undernutrition on the fatty acid composition of leg bone marrow fats in
reindeer (Rangifer tarandus tarandus L.). Comp. Biochem. Physiol. B 2001, 128, 63—72. [CrossRef]

Meng, M.; West, G.; Irving, L. Fatty acid composition of caribou bone marrow. Comp. Biochem. Physiol. 1969, 30, 187-191.
[CrossRef]

Pond, C.M.; Mattacks, C.A.; Colby, R.H.; Tyler, N.J.C. The anatomy, chemical composition and maximum glycolytic capacity of
adipose tissue in wild Svalbard reindeer Rangifer tarandus platyrhynchus. in winter. J. Zool. Lond. 1993, 229, 17-40. [CrossRef]
Irving, L.; Schmidt-Nielsen, K.; Abrahamson, N.S.B. On the melting points of animal fats in cold climates. Physiol. Zool. 1957, 30,
93-105. [CrossRef]

Turner, ].C. Adaptive strategies of selective fatty acid deposition in the bone marrow of desert bighorn sheep. Comp. Biochem.
Physiol. 1979, 62A, 599-604. [CrossRef]

Irvingv, L. Arctic Life of Birds and Mammals Including Man; Springer: New York, NY, USA, 1972; p. 191.

Gavino, V.C.; Gavino, G.R. Adipose hormone-sensitive lipase preferentially releases polyunsaturated fatty acids from triglycerides.
Lipids 1992, 27, 950-954. [CrossRef] [PubMed]

Raclot, T.; Mioskowski, E.; Bach, A.C.; Groscolas, R. Selectivity of fatty acid mobilization: A general metabolic feature of adipose
tissue. Am. J. Physiol. 1995, 269, R1060—-R1067. [CrossRef]

Nagy, J.; Szabd, A.; Donkd, T.; Bokor, J.; Romvari, R.; Repa, I; Horn, P.; Fébel, H. Body composition and venison quality of farmed
red deer (Cervus elaphus) hinds reared on grass, papilionaceous or mixed pasture paddocks. Arch. Anim. Breed. 2019, 62, 227-239.
[CrossRef] [PubMed]

Razmaite, V,; Pileckas, V.; Siukscius, A.; Juskiene, V. Fatty Acid Composition of Meta and Edible Offal from Free-Living Red Deer
(Cervus elaphus). Foods 2020, 9, 923. [CrossRef] [PubMed]

Hoz, L.; Lopez-Bote, C.J.; Cambero, M.I; D’Arrigo, M.; Pin, C.; Ordonez, J.A. Effect of dietary linseed oil and «-tocopherol on
pork tenderloin (Psoas major) muscle. Meat Sci. 2003, 65, 1039-1044. [CrossRef]

Nguyen, L.Q.; Everts, H.; Beynen, A.C. Influence of dietary linseed, fish and coconut oil on growth performance of growing pigs
kept on small holdings in central Vietnam. J. Anim. Physiol. Anim. Nutr. (Berl.) 2004, 88, 204-210. [CrossRef]

Razmaite, V.; Pileckas, V. Fatty acid composition in maternal and foetal muscle tissues of beaver (Castor fiber). Biologia 2019, 74,
97-101. [CrossRef]

Neiland, K.A. Weight of dried marrows as indicator of fat in caribou femurs. J. Wild. Manag. 1970, 34, 904-907. [CrossRef]
Christie, W.W. The composition, structure and function of lipids in the tissues of ruminant animals. In Lipid Metabolism in
Ruminant Animals; Christie, W.W., Ed.; Pergamon Press: Oxford, UK, 1981; pp. 95-191.

Bruckner, G. Biological effects of polyunsaturated fatty acids. In Fatty Acids in Foods and Their Health Implications; Chow, C.K., Ed.;
Marcel Dekker: New York, NY, USA, 1992; pp. 631-646.

Sugar, L.; Nagy, L. Fatty Acid Composition in the Bone Marrow Fats of Cervidae. In The Biology of Deer; Brown, R.D., Ed.; Springer:
New York, NY, USA, 1992. [CrossRef]

Pond, C.M. Physiological specialisation of adipose tissue. Prog. Lipid Res. 1999, 38, 225-248. [CrossRef]

Ferlay, A.; Bernard, L.; Meynadier, A.; Malpuech-Brugere, C. Production of trans and conjugated fatty acids in diary ruminants
and their puyative effects on human health: A review. Biochmie 2017, 141, 107-120. [CrossRef] [PubMed]

Stender, S.; Astrup, A.; Dyerberg, J. Ruminant and industrially produced trans fatty acids: Health aspects. Food Nutr. Res. 2008,
52,1651. [CrossRef] [PubMed]

Cordain, L.; Watkins, B.A.; Florant, G.L.; Kelher, M.; Rogers, L.; Li, Y. Fatty acid analysis of wild ruminant tissues: Evolutionary
implications for reducing diet-related chronic disease. Eur. J. Clin. Nutr. 2002, 56, 181-191. [CrossRef] [PubMed]

DEFRA Code of Recommendations for the Welfare of Farmed Deer. 2022. Available online: http:/ /www.defra.gov.uk/animalh/
welfare/farmed/othersps/deer/pb0055/deercode.htm. (accessed on 20 February 2022).

FEDFA Federation of European Deer Farmers Associations. 2022. Available online: https://www.fedfa.com/ (accessed on 20
February 2022).

Mattiello, S. Welfare issues of modern deer farming. Ifal. J. Anim. Sci. 2009, 8, 205-217. [CrossRef]

Janiszewski, P.; Kolasa, S. Zoometric Characteristics of Red Deer (Cervus elaphus L.) Stags from Northern Poland. Balt. For. 2006,
12,122-127.

PN-ISO 1442; Meat and meat products—Determination of moisture content (reference method). International Organization for
Standardization: Geneva, Switzerland, 2000.

PN-ISO 1444; Meat and meat products—Determination of free fat content. International Organization for Standardization:
Geneva, Switzerland, 2000.

Folch, J.; Lees, M.; Sloane Stanley, G.H. A simple method for the isolation and purification of total lipids from animal tissue. J.
Biol. Chem. 1957, 226, 497-509. [CrossRef]



Molecules 2022, 27,2511 14 of 14

48. AOCS Official Method Ce 2-66. Preparation of Methyl Esters of Fatty Acids; American Oil Chemists” Society: Champaign, IL,
USA, 2000.

49. Domaradzki, P; Florek, M.; Skatecki, P; Litwinczuk, A.; Kedzierska-Matysek, M.; Wolanciuk, A.; Tajchman, K. Fatty acid
composition, cholesterol content and lipid oxidation indices of intramuscular fat from skeletal muscles of beaver (Castor fiber L.).
Meat Sci. 2019, 150, 131-140. [CrossRef]



d molecules

Supplementary Materials

Composition of Fatty Acids in Bone Marrow of Red
Deer from Various Ecosystems and Different
Categories

Zaneta Steiner-Bogdaszewska 1, Katarzyna Tajchman 2*, Piotr Domaradzki >* and Mariusz Florek 3

Institute of Parasitology of the Polish Academy of Sciences, Research Station in Kosewo
Goérne, 11-700 Mragowo, Poland; kosewopan@kosewopan.pl (Z.5-B.)

Department of Animal Ethology and Wildlife Management, Faculty of Animal Sciences
and Bioeconomy, University of Life Sciences in Lublin, Akademicka 13, 20-950 Lublin,
Poland

Department of Quality Assessment and Processing of Animal Products, University of
Life Sciences in Lublin, Akademicka 13, 20-950 Lublin, Poland;
mariusz.florek@up.lublin.pl (M.E.)

Correspondence: katarzyna.tajchman@up.lublin.pl (K.T); piotr.domaradzki@up.lublin.pl
(P.D.)

Table S1. Composition of Josera Phosphoreimer multi-ingredient licks (Josera, Poland).

m'l\DPl
A

Components Content (per 1 kg)
Ca % 5.00
P % 10.00
Na % 7.00
Mg % 7.50
Ca/P 0.5:1
Vitamin A jm. 650 000.00
Vitamin D3 j.m. 120 000.00
Vitamin E mg 1 500.00
Zn (as zinc oxide) mg 8 000.00
Mn (as manganese chelate of glycine hydrate) mg 4 000.00
Mn (as manganese (IT) oxide) mg 4 000.00
Cu (as copper sulphate pentahydrate) mg 1200.00
1 mg 100.00
Co mg 22.00
Se (as sodium selenite) mg 40.00
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Simple Summary: The bone marrow is regarded as an indicator of the health status in ungulates,
because it is not only a source of fat but also it contains minerals, vitamins, and fatty acids. These
substances affect the functioning of the organism, especially in unfavorable conditions such as winter.
However, the relevant concentrations of fatty acids for healthy deer bone marrow are not known;
their contents can be modified by various nutrition, although for ruminants there are some limitations.
Unfortunately, studies on the composition of bone marrow fatty acids or their changes are scarce,
especially in relation to the youngest deer. Therefore, the aim of the study was to analyze the fatty
acid composition of the bone marrow of farmed fallow deer fawns after the pasture period and the
winter feeding. The results obtained in the study indicate that, notwithstanding inclement weather
conditions in winter, providing the animals with appropriate housing conditions on the farm as well
as their optimal feeding resulted in better condition and nutritional status of the animals, which is
indicated by a more favourable composition and profile of fatty acids in bone marrow, compared to
the optimal summer grazing period for ruminants.

Abstract: There are few studies on the composition of fatty acids and how they change the bone
marrow fat of young animals depending on nutrition. Therefore, the proximate and fatty acid
composition of metatarsal bone marrow from fawns of farm fallow deer after a summer of grazing
and the winter feeding was compared. Due to the size and nature of the data, parametric or
nonparametric tests were used. Fatty acid composition was determined by gas chromatographic
analysis. After the winter feeding, bone marrow contained more fat (83.11% vs. 75.09%, p < 0.05)
and less fat free dry matter (5.61% vs. 13.76%, p < 0.05) compared to the pasture period. Moreover,
there was a significantly higher amount of saturated fatty acids (23.34% vs. 21.60%, p < 0.001),
more trans fatty acids (2.99% vs. 2.34%, p < 0.005), and conjugated linoleic acid isomers (1.04% vs.
0.83%, p < 0.01), compared to post winter feeding, which in turn contained significantly more total
cis-monounsaturated fatty acids (54.65% vs. 58.90%, p < 0.001). The percentage of polyunsaturated
fatty acids (including n-3 and 1-6) was not affected by feeding season. In conclusion, it was shown
that young male farm fallow deer were better nourished after the winter period, during which they
were kept in properly prepared rooms and fed fodder prepared by people.

Keywords: Dama dama; bone marrow; fatty acid; pasture period; winter nutrition

1. Introduction

Deer have a unique biology linked to their characteristic feature: the antler. As with
many other secondary sexual traits of males, antler size strongly depends on external factors,
particularly nutrition. Cervids are a group of mammals with relatively high nutritional
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needs due to the important demands of their life strategies [1-3]. When assessing the body
condition of deer, it is recommended that the percentage of fat in the bone marrow be
determined, and most studies follow this suggestion [4]. However, the marrow of young
animals is not only a source of fat but also a site of various concentrations of minerals,
vitamins and fatty acids that affect the functioning of the young animal, especially during
unfavourable periods [5]. In bone marrow, cells are multiplied and circulated through the
bloodstream for growth and remodelling [6]. The optimal concentrations of fatty acids
and other compounds for healthy deer bone marrow are not known; however, it seems
probable that it is beneficial to have sufficient concentrations to move around efficiently
and maintain an adequate supply of backup tissue for winter [7,8]. Animals take up
nutrients and structural components from the gastrointestinal tract transported by the
circulatory system according to their needs and can alter absorption efficiency to meet
changing requirements [9]. Young animals have been shown to absorb more Ca*?, for
example, compared to mature ones [10]. Quantitatively, the development and maintenance
of the skeletal system is the most important function of minerals, and their accumulation in
the skeletal tissue is interdependent: one element will not accumulate without the other,
and a synergy exists among certain vitamins (especially the fat-soluble vitamin A and D)
and fatty acids (especially the necessary unsaturated fatty acids) [11,12].

The fatty acid (FA) content can be modified by various nutritional additives, and this
issue has been relatively well investigated in livestock. The composition of FAs of animal
products (meat, milk, and eggs) reflects both the tissue biosynthesis of fatty acids and
the fatty-acid profile of lipids supplied with nutrition [13-16]. This relationship has been
shown to be stronger in monogastric animals than in ruminants, where dietary fatty acids
are hydrogenated in the rumen [17,18]. For these reasons, in monogastric animals, PUFAs
are usually present in adipose tissue in large amounts [19]. This group of acids is probably
mobilized from a plant-based diet, as they cannot be synthesized in the body [20]. It has
also been shown that the trans fatty acids present in the lipids of all ruminants are the result
of the bacterial metabolism of PUFAs in their rumen. The natural content of these acids in
ruminant fat generally does not exceed 6% [21].

Bone marrow fat content has long been associated with the physiological condi-
tion of animals [22-25]. Selective deposition of unsaturated fatty acids in the bone mar-
row may facilitate the mobilization of these fatty acids at low temperatures. It has been
shown that mainly long-chain and unsaturated fatty acids are released from adipose tissue
during lipolysis [26,27].

Many researchers regard bone marrow as an indicator of the health status in ungulates,
as it is the last adipose tissue to be mobilized during starvation periods [23,28-30]. Unfor-
tunately, studies on the composition of bone marrow fatty acids or their changes are scarce,
especially in relation to the youngest animals and their nutritional status. It is important for
fawns to reach an appropriate body weight before winter as the condition of their bodies
before adulthood affects their survival not only over the following few months but also
in subsequent years [31-33]. However, achievement of sufficient body weight does not
necessarily reflect a favourable fatty acid composition in the bone marrow, as demonstrated
in our study on red deer [34]. In neonatal and suckling animals, a large part of the marrow
is occupied by its red component where hematopoietic cells are formed. Prenatal, neonatal,
and juvenile ruminants are characterized by low levels of linoleic and linolenic acid in
tissue lipids [35-37]. On this basis, it has been suggested that the youngest animals may
be on the verge of essential fatty acid deficiency [38]. Moreover, the link between diet
and body condition is highly relevant for managing large herbivores, especially in fenced
ecosystems with limited resources [39].

Information on the nutritional management of cervids is still limited, meaning that
production is still not optimized for these species, which means that investment strategies
cannot be studied under perfect nutritional conditions [40,41]. Therefore, the aim of the
study was to analyse the fatty-acid composition of the bone marrow of farmed fallow deer
fawns after the pasture period and after the winter feeding.
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2. Materials and Methods
2.1. Experimental Design

The studies were carried out on 13 male farmed fallow deer (Dama dama) in the
first year of life; i.e., six 6-7-month-old animals after the grazing period (November) and
seven 11-12-month-old male after the winter period (April). Young stags are usually
culled in the breeding process, while hinds are intended for reconstruction of the herd.
The animals were reared at the Research Station of the Institute of Parasitology, Polish
Academy of Sciences (Region of Warmia and Mazury; Kosewo Goérne, Poland; N: 53°48/;
E: 21°23’), under constant observation and emergency veterinary care. The breeding
system was based on rotational pasture. The area and density of the plots were consistent
with the recommendations proposed by Department for Environment Food and Rural
Affairs (DEFRA) [42], Federation of European Deer Farmers Associations (FEDFA) [43],
and Mattiello [44]. The study involved fawns born in a natural way during the grazing
period, which lasts from April to November in Poland. At the beginning of their lives,
they were fed with milk by the doe, and later they ate the vegetation available on the
pasture. In the winter period (from December to March), the animals were fed ad libitum
with grass haylage or hay with a moderate nutritional value. Each animal ingested on
average 260 g d~! of a mixture comprising 70% crushed oats, 15% rapeseed concentrate
(containing 33% crude protein; Eko-pasz, Morki, Poland), and 15% of soybean concentrate
(with 45% crude protein content; Eko-pasz, Moriki, Poland) and Josera Phosphoreimer
multi-ingredient licks (Josera, Nowy Tomysl, Poland).

2.2. Sampling

The body weight of the farmed animals was measured before slaughter using MP
800 sensors coupled with a Tru-test DR 3000 weight reader (accuracy: 4-1%, minimum
resolution: 100 g). The weight of the fallow deer was estimated from the carcass weight,
which accounts for 67% of the body weight of these animals [45]. The carcass weight was
determined after culling and evisceration of the animals.

Bones and bone marrow were sampled in November 2019 and in April 2020. The
samples were collected from the farmed animals during routine slaughter, which is the
final stage of breeding. On the day of slaughter, metatarsal bone (ossa metatarsalia) samples
were collected from each animal. The metatarsal bone was dissected by separating the skin,
muscles, and tendons with a stainless-steel knife. Fresh bones were opened with a dental
titanium drill carefully to avoid contamination of the bone marrow, which was collected
after the removal of the red part and frozen (—20 °C).

2.3. Determination of Fat, Moisture, and Fat-Free Dry Mass in Bone Marrow

A bone marrow sample weighing approximately 1.5 g (accuracy up to 1 mg) was
placed in a preweighed cellulose thimble. The percent moisture loss was determined
according to PN-ISO 1442:2000 [46] with the drying method (103 °C) using a universal
oven Memmert UF30 (Schwabach, Germany). The bone marrow fat was extracted with the
Soxhlet lipid extraction method using Biichi-B-811 (Flawil, Switzerland) equipment and
n-hexane as a solvent according to PN-ISO 1444:2000 [47], and finally the percentage of fat
was calculated. The cellulose thimble with the remaining fat-free dry matter was dried at
approximately 103 °C for 1 h and then cooled to room temperature in a glass desiccator;
next, the percentage of dry matter was calculated.

2.4. Fatty Acid Analysis in Bone Marrow

The fatty acid (FA) profile in the bone marrow was determined after fat extraction
according to the method proposed by Folch et al. [48] method. FA methyl esters (FAMEs)
were prepared via transmethylation of the fat samples (50 mg) using a mixture of concen-
trated HySO4 (95%) and methanol according to the AOCS Official Method Ce 2-66 [49]. Gas
chromatographic (GC) analyses were performed according to Domaradzki et al. [50] using a
Varian CG 3900 (Walnut Creek, CA, USA) gas chromatograph with a flame ionization detec-
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tor (FID). The FAMEs were separated in a CP 7420 capillary column (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA; 100 m in length, inner diameter 0.25 mm, film thickness 0.25 um).
The analysis was carried out in increasing temperature conditions. The temperature pro-
gram was as follows: 50 °C for 1 min, 30 °C/min up to 120 °C, 2 °C/min up to 160 °C,
30 min holding, 1 °C/min up to 200 °C, 5 °C/min up 250 °C, and 1 min holding time. The
temperature of the injector and the detector was 260 °C and 270 °C, respectively; the carrier
gas (hydrogen) had a flow rate of 2 mL/min, the volume of the injected samples was 1 puL,
and the split ratio was 1:50. The identification and quantification of FAMEs were based on
retention times corresponding to reference mixtures (Supelco 37 Component FAME Mix
CRM 47885 Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA; CLA methyl ester O5632—Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA; Branched Chain FAME Mixture BR2, BR3, BR4—Larodan AB Solna,
Sweden). Star GC Workstation v5.5. software (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA) was
used. The fatty acid composition was expressed as a percentage of total identified FAs. The
analyses were carried out in duplicate.

The FAs were recorded using numerical symbols containing the number of carbon
atoms in the FA chain (the number before the colon), the number of double bonds (the num-
ber after the colon), and the double bond geometry (cis or trans). The notation “n” was used
for FAs representing the 1n-3, -6, and 1-9 family, where the #n-number indicates the position
of the first double bond counted from the methyl terminal end of the carbon chain. The
following groups of fatty acids were identified and their ratios and indices were calculated:
SFA—saturated FAs, even-numbered; OCFA—odd-chain FAs; BCFA—branched-chain
FAs; MUFA cis—monounsaturated FAs, even-numbered; PUFA—polyunsaturated FAs;
n-3 and n-6 FAs; TEA—trans FAs: sum of MUFA trans, Y 18:2 trans and Y C18:3 trans;
Y CLA—conjugated linoleic acid: sum of 18:2 ¢9,¢11, 18:2 t9,c11; } C18:2 trans—sum of
non-conjugated 18:2 t,c/ c,t/ t,t isomers; ) C18:3 trans—sum of 18:3 trans isomers with an
unknown position of double bonds, and the PUFA /SFA, MUFA /SFA, and n-6/n-3 ratios.

2.5. Statistical Analysis

The statistical analyses were performed in Statistica v13 (TIBCO Software Inc., Palo Alto,
CA, USA). The statistical differences in the individual variables between the fallow deer
groups were analysed depending on the results of the Shapiro-Wilk test of normality.
Variables normally distributed were tested using the unpaired Student’s ¢-test (for two
independent groups), otherwise the Kolmogorov—Smirnov test was applied. The results
were expressed as the mean value and standard deviation of the variables. A principal
component analysis (PCA) was further applied to visualize data and demonstrate the
relationships between variables characterizing the fatty acid profile and composition in the
bone marrow and the fallow deer diet.

3. Results

The mean marrow concentrations of fat, moisture, fat-free dry matter, and fatty acids
were compared between feeding seasons (Table 1). Clearly, the body weight of the animals
differed significantly (p < 0.001), which was related to different ages (autumn, 67 months;
spring, 11-12 months) (Table 1). Significant differences were also found in the content
of fat (F) and fat-free dry matter (FFM) (p < 0.05), depending on the season. The higher
mean fat content was determined after the winter nutrition period (April) rather than after
the pasture period (November). An opposite relationship was revealed in the FFM levels,
which was higher in the bone marrow after the pasture period (Table 1).

The gas chromatography analysis (GC-FID) allowed for the effective separation and
identification of 47 FAs in the bone marrow fat (BMF), taking into account their configu-
ration. Trace amounts of the following fatty-acid methyl esters (FAMEs) were detected:
C10:0, C12:0, C13:0, C20:0, C21:0, C16:1 c11, C17:1 ¢7, C20:1 ¢13, C20:2 n-6, C20:5 n-3 EPA,
and C22:4 n-6; moreover, in the case of the next 22 FAs, their unit share did not exceed
1%. Hence, Table 2 presents 14 selected FAs, the proportion of which in the bone marrow
samples was not less than 1%.
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Table 1. Body weight, composition, and fatty acid percentages of bone marrow of fallow deer,

depending on diet.
Variable Pasture Indoor Statistics

M SD M SD p-Value Test
Body weight (kg) 32.17 3.10 41.57 4.31 0.001 t
Bone marrow composition (%)
Fat 75.09 6.60 83.11 5.32 0.034 t
Moisture 11.15 1.53 11.24 1.45 0.914 t
FFM 13.76 6.48 5.61 3.69 0.016 t
Fatty acid percentage (%)
C14:0 2.59 0.34 2.68 0.37 0.637 t
C16:0 17.44 0.58 15.95 0.53 <0.001 t
C18:0 3.18 0.32 2.80 0.26 0.039 K-S
Y SFA 23.34 0.87 21.60 0.61 0.001 t
C15:0 1.06 0.07 0.98 0.09 0.140 t
Y OCFA 1142 1.80 10.03 0.61 0.079 t
C18:0is0 1.33 0.23 1.32 0.21 0.938 t
Y BCFA 3.70 0.39 3.48 0.18 >0.100 K-S
C14:1 ¢9 1.72 0.18 1.96 0.27 0.101 t
C15:1 8.14 1.70 6.67 0.51 0.052 t
C16:1 ¢9 11.84 0.80 13.26 0.89 0.012 t
C17:1¢9 1.45 0.10 1.61 0.10 0.020 t
C18:1 n-9 37.74 1.67 39.14 0.76 0.070 t
C18:1c11 1.77 0.12 2.75 0.26 <0.001 t
Y MUFA cis 54.65 1.33 58.90 0.95 <0.001 t
C182n-6 LA 1.44 0.11 1.46 0.09 0.776 t
CLA 1.04 0.13 0.83 0.10 0.008 t
Y PUFA 3.88 043 3.63 0.29 0.243 t
Y n-3 0.98 0.18 0.92 0.10 >0.100 K-S
Y n-6 1.65 0.15 1.66 0.13 0.831 t
Y"MUFA trans 1.60 0.20 1.21 0.08 <0.005 K-S
>.C18:2 trans 1.07 0.12 0.77 0.05 <0.001 t
Y TFA 2.99 0.34 2.34 0.07 <0.005 K-S
n-6/n-3 1.71 0.21 1.81 0.18 0.379 t
PUFA /SFA 0.17 0.02 0.17 0.02 0.834 t

M—mean; SD—standard deviation; K-S—Kolmogorov-Smirnov test; t—Student’s f-test; FFM—fat-free dry
mass; SFA—sum of saturated fatty acids; OCFA—odd-chain fatty acids; BCFA—branched-chain fatty acids;
MUFA cis—sum of cis monounsaturated fatty acids; LA—linoleic acid 18:2 n-6; PUFA—sum of polyunsaturated
fatty acids; MUFA trans—sum of trans monounsaturated fatty acids; TFA—sum of trans fatty acids; CLA—sum of
conjugated linoleic acid isomers.

Table 2. Eigenvalues and the proportion of variation (%) explained by the principal components.

Component Eigenvalue Proportion Cumulative
1 8.56 50.34 50.34
2 5.42 31.88 82.22
3 1.31 7.73 89.95
4 0.63 3.72 93.67
5 0.40 2.34 96.01
6 0.29 1.73 97.74
7 0.17 1.02 98.76
8 0.13 0.76 99.52
9 0.05 0.30 99.82
10 0.02 0.12 99.94
11 0.01 0.06 99.99
12 0.00 0.00 100.00

In the BMF after the pasture period, compared to deer after the winter feeding, signifi-
cantly more XSFAs (p < 0.001) were found, which was a consequence of a significantly higher
share of C16:0 (p < 0.001) and C18:0 (p < 0.05), as well as higher XTFA (p < 0.005), XMUFA
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trans (p < 0.005), £ZC18: 2 trans (p < 0.001), and ZCLA (p < 0.01). In turn, the bone marrow
of fallow deer after the winter nutrition showed a higher share of XMUEFA cis (p < 0.001),
including C16:1 ¢9 (p < 0.05), C17:1 ¢9 (p < 0.05), and C18:1 c11 (p < 0.001, Table 1).

The mean share of oleic acid responsible for the fluidity of the bone marrow in the
distal parts of deer legs did not differ significantly between the feeding seasons, and there
was a lower content determined after the grazing season (p = 0.070).

It is worth noting that although no significant differences in total PUFAs were found,
a higher level including ¥n-3 and a more favourable 1-6/n-3 ratio were observed in in the
BMF after pasture feeding. The PUFA /SFA ratio in both groups was the same, which was
mainly related to the higher proportion of saturated fatty acids in the BMF of fallow deer
fed on pasture (Table 1). The principal component analysis (PCA) was performed for a
more extended analysis of the relationships between the 17 variables characterizing the
bone marrow and the body weight of the animals as an additional variable. Three principal
components (PCs) with eigenvalues exceeding 1 (Kaiser criterion) explained 89.95% of the
total variance, with PC1, PC2, and PC3 accounting for 50.34%, 31.88%, and 7.73% of the
variance, respectively (Table 2).

Table 3 shows the correlation coefficients between the PCs and variables obtained
from the correlation matrix. The first component (PC1) exhibits a very high positive
correlation with XMUFA cis (r = 0.922), C18:1 c11 (r = 0.919), body weight (r = 0.847), and
C16:1 9 (r = 0.764), but a high negative correlation with six variables, namely, >.C18:2 trans
(r=—-0.919), TFA (r = —0.913), ZMUFA trans (r= —0.882), C18:1 t11 VA (r = —0.875), C16:0
(r = —0.830), and SFA (r = —0.829) (Table 3). In turn, the second component (PC2) is
characterized by a high positive correlation with 4 variables describing the polyunsaturated
fatty acids, namely, PUFA, n-3, n-6, and the PUFA /SFA ratio (0.836 < r < 0.885), and a
negative correlation with C15:1 (r = —0.755). The third component (PC3) displays the closest
positive correlation with SFA (r = 0.471) and C16:0 (r = 0.412) and a negative relationship
with PUFA/SFA (r = —0.442).

Table 3. Correlations between the principal components and the original variables.

Variable PC1 PC2 PC3
Body weight (kg) 0.847 —0.073 0.398
Fat (%) 0.621 0.460 0.264
FEM (%) —0.695 —0.560 —0.252
SFA —0.829 -0.013 0471
C16:0 —0.830 —-0.273 0.412
MUFA cis 0.922 0.343 0.019
C16:1 ¢9 0.764 —0.339 —0.402
C18:1 c11 0.910 0.218 0.142
C18:1 n-9 0.496 0.732 0.339
C15:1 —0.491 —0.755 —0.326
MUFA trans —0.882 0.429 0.035
C18:1 11 VA —0.875 0.372 0.119
C18:2 trans —0.919 0.093 —-0.191
TFA —0.913 0.334 —0.063
PUFA —0.454 0.855 —0.156
n-3 —0.353 0.882 —0.038
n-6 —-0.112 0.836 —0.330
PUFA /SFA —0.017 0.885 —0.442

Taking into account the loadings and the length of the directional vectors shown in
Figure 1 (as a two-factor plane PC1 x PC2), three apparent groups of parameters can be
distinguished. The first group of variables, which included monounsaturated fatty acids
with the cis conformation (XMUFA cis, C18:1 c11, and C16:1 c9) and additionally the body
weight, was distributed in the positive area of the first PC (Q1 and Q2, upper and bottom
right quadrants). The second group comprised saturated fatty acids (SFA and C16:0) and



Animals 2022, 12,941 7 of 11

trans fatty acids (TFA, XMUFA trans, C18:1 t11 VA, and £C18:2 trans), which were located
in the positive area of PC2 (Q3 and Q4, upper and bottom left quadrants). The third group
comprising PUFA, n-3, n-6, and PUFA /SFA was located in the upper right quadrant (Q4)
defined by positive values of PC2 and negative values of PC1.

16 [n-3] [n-6] [PUFA/SFA
Ul as[PURA] ar
1 C181 n-8

MUFA trans

05 v Fat (%) 1
C18:1 11 VA S | IMUFAcis
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q 8
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O [SFA
C16:0

-{C16:1 c9]
-0.5
1.0 | © Active variables
. o Additional variable
-1.0 0.5 0.0 05 1.0
PC1: 50.34%

Figure 1. Projection of variables in a two-factor plane (PC1 x PC2); Fat (%)—fat content; TFA—trans
fatty acids; FFM (%)—fat-free dry matter.

Figure 2 shows the projection of cases depending on the fallow deer diet in the
coordinate system defined by PC1 x PC2.
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Figure 2. Projection of cases depending on the fallow deer diet (Pasture vs. Indoor) in the a two-factor
plane (PC1 x PC2).
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The samples of the bone marrow from the animals fed indoors (in the winter period)
are clearly separated and situated in the right area of the plot; i.e., they have positive values
of PC1. This area represents the highest values for EMUFA cis, C18:1 c11, C16:1 ¢9, and
body weight (Figure 1), which clearly corresponds to the results shown in Table 1 for this
fallow deer group. The second group, in turn, is composed of bone marrow samples from
the pastured animals, which were distributed on the left area of the plot, with negative
values of PC1. This area is distinctive for saturated and trans fatty acids, e.g., SFA, C16:0,
TFA, XMUFA trans, C18:1 t11 VA, and XC18:2 trans (Figure 1), for which significantly higher
values were reported in the case of the bone marrow from the grazing animals. The third
group of variables, comprising polyunsaturated acids, located in the Q4 square of Figure 1,
appears to be neutral due to the absence of significant differences related to the fallow
deer diet.

4. Discussion

The results of this research on young male farm fallow deer showed that the bone
marrow FA composition changed with age, which is directly related to the feeding season
according to the established production cycle on the farm. In addition, the fawns, after
pasture feeding, showed both a lower fat concentration and a higher FFM, which may
indicate malnutrition before the winter period [28,51,52]. On the one hand, it can be
assumed that the young males were better nourished after the winter period, which would
confirm the practice of wintering the fawns because those aged 6—7 months (November)
do not have sufficient reserves fatty acids in their bones [53]. On the other hand, twice the
amount of fat-free mass after the grazing season indicates a greater amount of red bone
marrow compared to yellow. It has been shown that in young animals, the red fraction may
dominate [45]. The proportion of both bone fractions significantly changes in the spring in
older animals because the amount of adipose tissue increases, while the FFM decreases.

In the study by Soppel and Nieminen [25], the marrow in the metatarsal bones of
reindeer calves showed more than 50% more ~SFA, including palmitic acid (C16:0) and
stearic acid (C18:0) and fewer MUFAs (average 33.88 vs. 56.78%) compared with the BMF
of fawns assessed in both feeding seasons. In the case of ) PUFAs and } n-3, the BMF values
were similar among the animals; however, the bone marrow of reindeer calves contained
more PUFAs from the n-6 group, especially linoleic acid (C18:2 n-6; average 1.92 vs. 1.45%).
The differences could have resulted from interspecies differences, diet or age: the reindeer
were younger than the fallow deer.

Conjugated linoleic acid (CLA) isomers were found in the marrow of antelope (1.5%),
elk (1.0%) and deer (1.0%) [54]. In studies on farm fallow deer fawns, the bone marrow
content of this acid was the same or lower (around 0.93%). A significantly higher share of
Y CLAs was found in the bone marrow of fawns that nursed during the pasture season
compared to those fed in winter. This was likely associated with longer milk-feeding from
a better-fed doe because ruminant milk may contain high levels of CLA [55].

In ruminants, PUFAs are present in adipose tissue in large amounts due to their
efficient hydrogenation by rumen microorganisms [19], which was confirmed by the results
obtained from the farmed fallow deer. The PUFA content in the metatarsal bone marrow
was either equal to or higher than that for the malnourished reindeer, which probably
indicated a high mobilization of these fatty acids from the plant diet, especially after the
pasture period due to their exogenous nature [20].

The composition of fatty acids in the bone marrow may have varied depending on the
bones: the more distal ones were dominated by unsaturated fatty acids, which lowered
the melting point of fat [56]. Sugar and Nagy [56] in the metatarsal bones of fallow deer
showed a decrease in the share of palmitic and stearic acids to 14% and 2.5%, respectively;
at the same time, they observed an increase in the share of palmitoleic and oleic acids to
21% and 43%, respectively. Compared to the results of Sugar and Nagy [56], the authors of
this research found the share of C16:0 and C18:0 acids in the marrow of farm fallow deer to
be higher, especially in the pre-winter period, and the share of palmitoleic and oleic acids
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to be lower. The inverse relationship (i.e., a lower proportion of C16:0 and C18:0 acids in
the bone marrow and a greater proportion of palmitoleic and oleic acids) was observed in
the spring.

In the fallow deer bone marrow, several times more MUFAs than PUFAs were found,
both in November and April. It should be emphasized that the dominant acid in the
bone marrow was oleic acid, which accounted for nearly 40% of the sum of the FAs. The
high proportion of oleic acid determined the low melting point of fat in the bone marrow,
which increased its fluidity and thus the functioning of the limbs during a frost [7,8]. The
mechanism of maintaining the softness of fats by increasing the degree of their unsaturation
has been observed in the distal bones or limbs of various species [8,57-59]. Irving et al. [7,60]
determined that changes in bone marrow melting temperature were not limited to arctic
mammals, but also occurred in tropical mammals.

5. Conclusions

Based on the bone marrow studies of young male farm fallow deer, those in the winter
had a more favourable nutritional status, which resulted from properly provided living
conditions and properly balanced feed. The bone marrow of fawns after the winter feeding,
contained fewer saturated and trans fatty acids, and more monounsaturated FAs, with
a similar level of PUFAs than after pasture feeding. It can therefore be assumed that
supplementing the fallow deer diet with unsaturated fatty acids before the winter period
favourably modifies the fatty acid composition in the bone marrow. However, further
studies are needed to confirm this hypothesis. In addition, learning about the composition
of fatty acids in the bone marrow of farm animals will allow the level of animal nutrition
to be determined, which leads to appropriate supplementation at the appropriate stage
of rearing.
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Simple Summary: Young cervids build their skeleton during the growth of their first antlers, which
is why this is a period of great demand for minerals. The mineral compositions of bone marrow,
plasma, bones, and antlers are good indicators of changes that occur in the metabolism of farmed
fallow deer. The aim of the study was to analyze the concentrations of 21 mineral elements (bulk
elements: Ca, P, Mg, K, Na; trace elements: Li, Cr, Mn, Co, Cu, Zn, Se, Mo; and toxic elements: Be, Al,
As, Cd, Sb, Ba, Pb, Ni) in the aforementioned tissues. The highest content was characterized by bulk
elements whose content increased in bone, bone marrow and antlers according to the following series:
Ca > P > Na > Mg > K. The plasma was characterized by a different concentration of individual
elements in the order of Na > K > Ca > P > Mg. The analysis of trace and toxic elements indicated that
higher levels were recorded in bone tissues (in antlers and then in bones). It is worth emphasizing
that the research indicates a negative correlation between Ca and Cd and between Ca and Pb and
between P and Pb in tissues.

Abstract: An adequate supply of essential nutrients is particularly important during the skeletal
growth and development of young deer, especially in males, who build new antlers each year. The
aim of the research was to analyze the levels of 21 mineral elements (including the bulk elements: Ca,
P, Mg, K, Na; trace elements: Li, Cr, Mn, Co, Cu, Zn, Se, Mo; and toxic elements: Be, Al, As, Cd, Sb, Ba,
Pb, Ni) in the bone marrow, plasma, bones, and first antlers of farmed fallow deer (Dama dama). The
mineral compositions of tissues were analyzed using inductively coupled plasma mass spectrometry.
Higher concentrations of Ca, P, Mg, Cr, Zn, Se, Al, Ba and Ni were found in bone marrow than in
plasma. The highest concentrations of Ca, P and Ba were recorded in fallow deer bone, while the
highest concentrations of Mg, K, Na, Li, Cr, Mn, Co, Cu, Zn, Se, Mo, Be, Al, As, Sb, Pb and Ni were
found in the antlers. Moreover, the research showed a significant negative relationship between Ca
and Cd, and between Ca and Pb, and P and Pb (rg = —0.70, rg = —0.80, and rg = —0.66, respectively;
p < 0.05) in the tissues.

Keywords: Dama dama; bulk elements; trace elements; toxic elements; ICP-MS; absorption

1. Introduction

Metabolic changes indicate that in living organisms, there is a constant exchange of
elements necessary for life, which are used to build cells and tissues. Some are periodically
removed along with secretions and excretions, while others may be stored in the body.
Their reserves are usually activated when there is a dietary deficiency. Such a situation may
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occur during the antler growth period in cervids because this tissue grows fast and requires
a substantial mineral transfer from the skeleton through the bloodstream into the antlers
during its growth. Adaptive bone tissue remodeling through continuous biomineralization
takes place throughout the deer’s life, in contrast to the antlers, which are shed every
year [1]. Moreover, the growth of young cervids is the fastest between birth and the first
year of life, whereas the subsequent four years are characterized by a lower growth rate [2].
The first antler grows at an average rate of 1.95 = 0.05 cm per week and reaches maturity
after 14 weeks [3]. The young male’s conditions in the early months of life have important
effects on its final size and fitness. However, the antlers, which are a secondary sex feature
present in cervid males (with the exception of reindeer), especially their size, are important
in the establishment of the hierarchy and position of the male and its attractiveness to
females [4].

Nutrition that fully meets the needs of young animals, and thus the appropriate
concentrations of trace elements and bulk elements and their proportions in tissues and
body fluids, determines the proper growth and development of their system. Nutrients
transported by the circulatory system are built into the skeletal system, including the antlers
of cervids. Nevertheless, blood is the main and first indicator of changes occurring in the
organism because it has a transport function and ensures communication between various
body systems and thus undergoes constant changes [5-7]. The bone marrow of young
animals consists largely of hematopoietically active tissue (from immature cells which
can develop into all types of blood cells), with relatively little fat. In these animals, all
cells of the body, especially blood, are formed primarily in the bone marrow and are then
distributed in the blood throughout the body [8]; however, blood is not an indicator of
an adequate supply of all minerals, only showing their content in the moment. Moreover,
haematopoiesis is a process that is highly consuming due to the rapid turnover of the
haematopoietic system and consequent demand for nutrients and dependence on highly
specialised bone marrow. It is well established that micronutrients are relevant to blood
cell production, although some of the mechanisms for how trace elements modulate
haematopoiesis remain unknown [9]. Thus, the bone marrow is the primary site of blood
cell production or hematopoiesis, while hematopoietic tissue is highly proliferative. Billions
of cells per kilogram of body weight are produced each day. The hematopoietic system is
under exquisite local and systemic control and responds rapidly and predictably to various
stimuli [10]. Therefore, we can expect its quick response to unfavorable living conditions
related to the deer’s environment.

Various physiological dysfunctions related to deficient, excess, or disturbed homeosta-
sis of elements in the animal organism are caused by biological, genetic, or environmental
factors [11]. An adequate supply of bulk elements is particularly important during the
growth and development of the young animal’s skeleton [3,6,12]. Micronutrients in ru-
minants, especially their deficiencies, can lead to serious reproductive problems, impede
growth, and cause osteochondrosis [13]. The main factor that may lead to disturbances in
the organism’s homeostasis is environmental pollution manifested by the contamination
of soil, plants, water, or air that is often associated with biogeochemical conditions [14].
Farmed cervids, unlike wild ones, are not exposed to harmful substances to such a large
extent because they cannot move, and they receive feed and water from a controlled en-
vironment. They have access to permanent pastures and are fed with properly balanced
fodder, especially in winter; therefore, they should be free from toxic substances. Despite
this, studies on farmed red deer have shown the accumulation of hazardous substances in
their tissues [8].

Examining the mineral composition of bone marrow, plasma, bones, and antlers in
cervids provides valuable information about the nutritional status of animals, their health,
and their future functioning, especially in farm breeding. The mineral content in the bone
marrow and bones of deer was investigated, and it differed because of the maintenance
conditions of red deer [15] and also owing to age, which was demonstrated in reindeer [16].
However, fallow deer, which are the most commonly bred deer in Central Europe, have
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not been studied in this regard so far. Therefore, the aim of the research was to determine
and assess the mineral concentration using multivariate analysis of 21 elements, including
5 bulk elements: calcium (Ca), phosphorus (P), magnesium (Mg), potassium (K), sodium
(Na); 8 trace elements: lithium (Li), chromium (Cr), manganese (Mn), cobalt (Co), copper
(Cu), zinc (Zn), selenium (Se), molybdenum Mo); and 8 minerals with toxicological risk:
beryl (Be), aluminum (Al), arsenic (As), cadmium (Cd), antimony (Sb), barium (Ba), lead
(Pb), and nickel (Ni) in the bone marrow (BM), plasma (P), bones (B) and the first antlers
(A) of young farmed fallow deer (Dama dama).

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Design

The study was conducted in 2021 on 6 farmed male fallow deer aged 16 months old
according to the scheme presented in our earlier publication [15]. Generally, in the breeding
scheme, young stags are mainly culled as the hinds are intended for herd reconstruction;
therefore, the analysis included studies of male subjects. The animals were bred in the
Research Station of the Institute of Parasitology, Polish Academy of Sciences, Kosewo
Gorne (Region of Warmia and Mazury; Poland; 53°48' N; 21°23’ E) in compliance with
all quality standards and the required permits. The feeding system comprised the use of
rotary grazing in pasture plots with an area and density recommended by DEFRA [17],
FEDFA [18], and Mattiello [19]. The research was focused on the fawns born in a natural
way during the grazing period, lasting from April to November in Poland. The fawns
were fed by doe milk and then vegetation from the pastures. In the winter period (from
December to March), the animals were fed ad libitum with grass haylage or hay with
a moderate nutritional value. Each animal ingested on average 260 g/d of a mixture
comprising 70% crushed oats, 15% rapeseed concentrate (containing 33% crude protein;
Eko-pasz), and 15% soybean concentrate (with 45% crude protein content; Eko-pasz) and
Josera Phosphoreimer multi-ingredient licks (Josera, Nowy Tomysl, Poland, Table S1).

2.2. Sampling

Before slaughter, the body weights of the animals were precisely measured by MP
800 sensors coupled with a Tru-test DR 3000 weight reader with an accuracy of £1%. The
body mass of each animal ranged from 38.0 to 46.0 kg with an average value of 41.92 kg
(SD =3.08 kg).

Blood was collected from the external jugular vein (vena jugularis externa) at a volume
of 5 mL into heparinized vacuum tubes. The biochemical parameters were analyzed in
blood plasma obtained by centrifugation of sampled blood at 3000 rpm for 10 min in a
laboratory centrifuge (MPW-350R, MPW Medical Instruments, Warsaw, Poland) at 4 °C.

The metatarsal bone (ossa metatarsalia) as well as antlers (completely ossified) were col-
lected from the animals directly on the day of slaughter. The metatarsal bone was dissected
by separating the skin, muscles, and tendons with a stainless-steel knife. Subsequently,
the fresh bones were appropriately opened using a dental drill, and bone marrow was
selected and frozen at —80 °C. Surgical instruments free of the possibility of secondary
contamination of the samples with the tested elements were used in the preparation process.

2.3. Mineral Content Analysis

Chemical analyzes of element determinations were performed in accordance with the
descriptions contained in previous publications [6-8,14]. Briefly, the mineral concentrations
in the tissues of fallow deer were determined by the aqua regia digestion (sample weight
of 0.5 g) with a microwave digestion (Mars Xpress from CEM Corp., Matthews, NC,
United States). The obtained extracts were analyzed by inductively coupled plasma mass
spectrometry (Agilent quadrupole 7500CE ICP-MS). Internal standards such as 1 mg/L of
45Sc, 89Y and 159Tb were used for the elimination of the matrix effect and to ensure the
long-term stability of samples. Moreover, in each sequence of samples, a blank test and the
internal reference material were included in analyses for quality control of the analytical
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process. Among the validation parameters, the recovery for trace elements ranged from
90% to 97%, while the precision of the method defined as a relative standard deviation
(RSD) was <3%. The limits of detection were defined at the level from 0.007 to 0.099 mg/kg
depending on the determined element.

2.4. Statistical Analysis

Statistica ver. 13 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA) was used to statistically
process the obtained raw data. Parametric and non-parametric tests of data analysis
were used to evaluate the interplay of variables according to the result of the assumption
of normality. The results were expressed as the mean value and standard deviation of
the variables, and statistical differences between tissues (plasma, bone marrow, bone,
and antler) were tested using Kruskal-Wallis ANOVA on ranks (Kruskal-Wallis H test).
Spearman’s rank correlation analysis was used to assess the relationship (rs) between
individual elements and the content of the selected element in different tissues. Principal
component analysis (PCA) was applied to visualize the dataset and demonstrate the
relationships among the elements (variables) present in all tissues studied. The Kaiser
criterion (eigenvalue of component > 1) was used as a criterion for selecting the number of
principal components. P-values were identified as statistically significant at p < 0.05.

3. Results

Table 1 shows the mean concentration of 21 bulk elements, trace elements and toxic
elements in the examined tissues from the bone marrow, plasma, bone, and antlers of
farmed fallow deer. As expected, among all analyzed bulk elements, the highest levels
of Ca and P were found in bones and antlers, while the highest Mg and Na levels and
the highest Ca:P ratio were found in antlers and bones. In general, plasma contained the
lowest amounts of Ca, P and Mg, while K, Na, and the lowest Ca:P ratio were found in
bone marrow.

Table 1. Concentration of elements in fresh matter (mg/kg) depending on tissues of fallow deer.

Bone Marrow Plasma Bone Antler :
Kruskal-Wallis H Spearman Rank
El (BM) ® ®) “ Test CorrSation Coefficient
M SD M SD M SD M SD (3,N=24) (rg) between Tissues
Bulk elements
Ca 951.4 ab 970.4 8254 11.2 285421.8 ¢ 35,052.9 242,959.3 ¢ 13,771.3 H =21.600 -
P 691.0 b 416.3 60.02 9.9 109,262.9 © 5943.5 87,852.1 bc 5194.4 H =21.600 B-A=083*
Mg 28.4 ab 14.8 1692 20 4530.2 be 610.2 5818.6 ¢ 732.8 H=20.293 B
K 96.62 234 7733 94.8 378.7 b 38.1 8324 P 123.1 H =19.867 -
Na 445,02 80.5 3072.9 ab 180.4 7539.4 be 877.8 9204.3 ¢ 992.1 H=21.117 -
Ca:P 112 0.6 1430 04 2.6b¢ 03 28¢ 03 H =17.760 -
Trace elements
Li <LOD - 0.012 0.00 0.42 ab 0.04 2.26P 1.03 H =20.236 -
Cr 0.092 0.16 <LOD - 0.153b 0.16 3.07° 2.72 H=16.120 -
Mn 0.032 0.03 0.04 2b 0.50 1.723b 0.76 15300 8.96 H=19.547 -
Co <LOD - <LOD - 0.06 0.01 0.17 0.13 H=21.026 -
Cu 0.132 0.02 0.612b 0.34 242b 1.19 59.05 be 40.54 H =20.900 P-A=-089*
Zn 1.23ab 0.27 0.362 0.00 69.79 b 9.98 78.60 P 30.31 H=19.455 -
Se 0,032 0.00 0012 0.00 0012 0.00 0.06° 0.02 H =19.689 BM B =08
Mo <LOD - 0.01 0.04 0.08 0.02 0.38 0.52 H=18.169 -
Toxic elements
Be <LOD - <LOD - <LOD - 0.012 0.004 H =22.39 -
Al 3.700 ab 2285 0.038 2 0.060 13.550 be 10.124 89.031 48.346 H =21.239 BM — A=-089*
As <LOD - 0.0012 0.001 0.050 P 0.013 0.183b 0.027 H=21.675 -
Cd <LOD - <LOD - 0.008 0.017 0.026 0.012 H =20.934 -
Sb <LOD - 0.004 0.001 <LOD - 0.108 0.065 H =22.256 -
Ba 0.380 ab 0.337 0.0392 0.035 99.470 © 15.939 85.950 be 6.182 H =20.333 BM—P=-094*
Pb <LOD - <LOD - 0.180 0.116 2.716 1.955 H=21.934 -
Ni 0.020 2 0.012 <LOD - 0.2602 0.061 3.037b 2251 H =21.367 -

M—mean, SD—standard deviation, <LOD—below the limit of detection, * values statistically significant p < 0.05,
a, b, c differences significant at p < 0.05 for multiple comparisons (pairwise).

The highest concentration of all essential trace elements marked in the research was
found in the antlers (Table 1). Despite obvious numerical differences, the results of the
Kruskal-Wallis H test did not confirm significant differences in their content in bones
(except for Se), and comparable levels in hard tissues were obtained only for Zn (bones
69.79 mg/kg vs. antlers 78.60 mg/kg). Very low concentrations or <LOD values in soft
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tissues were obtained for Co, Mo, Li and Cr. In general, the antlers accumulated most of the
toxic elements, especially Al and Ni, and had levels of Ba and As similar to bones. Antlers
also contained the most Be, Cd, Sb and Pb, the content of which in the remaining tissues
was negligible or below the detection level.

The relationships among the concentrations of individual elements in the examined
tissues were also assessed (Table 1). There was a significant positive relationship between
the concentrations of P in the bones and antlers of animals (rs = 0.83, p < 0.05), and a
negative significant relationship between the concentrations of Cu in plasma and antlers
(rs = —0.89, p < 0.05); Se in bone marrow and bones (rs = —0.89, p < 0.05) and in plasma
and antlers (rs = —0.93, p < 0.05); Al in bone marrow and antlers (rg = —0.89, P < 0.05); and
Ba in bone marrow and plasma (rs = —0.94, p < 0.05) (Table 1).

The Spearman correlation coefficients indicate the interdependencies between the
examined elements (Table 2). When analyzing the relationships among bulk elements,
positive, strong and very strong relationships were detected among all elements in this
group (0.58 < rg < 0.95, p < 0.05) except for K. Trace elements were also strongly positively
correlated with each other (0.45 < rg < 0.88, p < 0.05), and the only exception in this group
was Se, for which there was a strong relationship with Cr (rs = 0.70, p < 0.05) and a weaker
one with Zn (rg = 0.46, p < 0.05). Positive relationships were also found among toxic ele-
ments (0.50 < rg <0.94, p < 0.05), with the only negative correlations found between Ba and
Cd and Pb (—0.49 < rg < —0.50). Considering the correlations of elements from the group
of bulk and trace elements, the advantage of positive and strong compounds was shown,
especially in the case of Mg and all trace elements (0.54 < rg < 0.84, p < 0.05), Na except
for Se (0.63 < rg < 0.92, p < 0.05) and K except for Se and Zn (0.54 <rs < 0.87, p < 0.05).
Among the important bulk elements, Ca and P were strongly positively correlated only
with Cu (rs = 0.56 and rg = 0.57, p < 0.05) and very strongly correlated with Zn (rg = 0.86 and
rs = 0.88, p < 0.05) while strongly negatively correlated with Co (rs = —0.74 and r5 = —0.77,
p < 0.05). A negative correlation was also found for P and Li (rs = —0.69, p < 0.05). Similarly,
the significant positive correlations were observed for all toxic elements and selected bulk
elements such as Mg (0.54 < rg < 0.89, except Cd, Pb and Ni), Na (0.60 < rg < 0.92, except
Se and Cd), and K (0.51 < rg < 0.88, except Ca, P, Mg, Zn, Se, Sb and Ba). In turn, Ca
and P were positively strongly correlated with Al and As (0.58 < rg < 0.66, p < 0.05) and
very strongly correlated with Sb and Ba (0.74 < rg < 0.96, p < 0.05). Negative and strong
relationships were found for Ca and Cd (rs = —0.70, p < 0.05) and Pb (rs = —0.80, p < 0.05),
as well as for P and Pb (rs = —0.66, p < 0.05). Analyzing the correlations of trace elements
and toxic elements, strong and significant relationships of Al and As were found with all
(except Li) trace elements (0.58 < rg < 0.84, p < 0.05). Similar strong relationships were
found for Pb and trace elements (except Li and Zn) (0.66 < rg < 0.78, p < 0.05) and very
strong correlations for Ni and trace elements (except Li, Zn and Se) (0.74 < rg < 0.87,
p <0.05). Cd was positively correlated with Cr, Mn, and Co (0.62 < rg < 0.65, p < 0.05);
Sb was positively correlated with Mn, Cu, Zn, Se, and Mo (0.65 < rg < 0.76, p < 0.05);
and Ba was positively correlated with Zn and Cu (rs = 0.59 and rs = 0.90, p < 0.05). The
only negative correlation between elements from these groups was found for Li and Cd
(rs = —0.60, p < 0.05) (Table 2).

Principal component analysis (PCA) was represented by 13 variables and 24 cases.
Three principal components (PCs) with eigenvalues of >1 (Kaiser criterion) explained
89.69% of the total variance, with an overwhelming value of PC1 (Table 3).
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Table 2. The relationship between minerals in the examined tissues of fallow deer in total (N = 24).

Analyzed Bulk Elements Trace Elements Toxic Elements

Variable

P Mg K Na Li Cr Mn Co Cu Zn Se Mo Al As Cd Sb Ba Pb Ni
Ca 0.95* 0.79* —0.08 0.60 * —0.30 0.03 0.18 —0.74* 0.56 * 0.86* 0.19 —0.03 0.58* 0.64* —0.70 * 0.74* 096 * —0.80* —-0.01
P 1.00 0.76 * —0.12 08* —0.69 * 0.05 0.19 —077* 0.57* 088* 0.20 —0.13 0.62* 0.66 * —049 0.79* 093* —0.66 * 0.02
Mg 1.00 0.28 0.77 0.84 0.74 0.55 0.71 0.75 0.84* 0.54 0.66 * 0.89* 0.88 041 0.74 8 0.52 0.39
K 1.00 0.69 0.75 0.78 0.81 0.87 0.63 0.07 0.09 0.53* 0.61* 0.51 0.58 0.19 —0.02 0.65 0.88
Na 0 71 72 0.80 72 0.92 0.67* 0.31 0.63 0.83* 047 0.84 0.73 7.
Li 1.00 0.70 0.72 0.88 0.84 0.73* 0.39 0.69 0.52 0.45 0.47 —0.60 0.30 0.48 0.43
Cr 1.00 0.65 0.76 0.64 0.67 % 0.70 0.68 0.77 % 0.81 0.62 —0.03 0.20 0.75 0.85
Mn 1.00 0.82 0.82 041 0.33 0.84 0.74* 0.73 0.63 0.68 0.28 0.76 0.87
Co 1.00 0.87 072 0.33 0.89 0.64* 0.80 0.65 0.03 0.39 0.66 0.85
Cu 1.00 0.72 0.37 0.80 0.84 0.83 0.35 0.65 0.59 0.69 0.76
Zn 1.00 0. 0.45 0.77* 0.81 —0.30 0.67 0.90 —0.05 0.24
Se 1.00 023 0.61 0.58 0.44 0.73 027 0.78 0.25
Mo 1.00 0.58 0.81 0.53 0.76 0.13 0.71 0.74
Al 1.00 0.94 0.65* 0.64 0.61 0.83 0.65
As 1.00 0.66 * 0.80 0.67 0.81 0.57°
Ccd 1.00 0.54 —0.49 0.51 0.50
Sb 1.00 0.70* 0.54 0.75
Ba 1.00 —0.50 06
Pb 1.00 071

* values statistically significant p < 0.05.

Table 3. Correlations between the principal components and the original variables.

Variable PC1 PC2 PC3
Na —0.94 0.24 0.23

Mg —0.95 0.27 —0.00
K —0.54 —0.41 0.66

Ca —0.85 0.52 —0.02

P —-0.83 0.55 —0.05

Mn -0.75 —-0.47 —-0.17

Ni -0.72 —0.51 —0.16

Cu -0.77 —0.45 —0.24

Zn —-0.91 0.27 —-0.22

Se —0.56 —0.56 —0.44

Al —0.67 —0.30 0.42
As —0.88 —0.29 0.15

Ba —0.85 0.51 —0.06
Eigenvalue 8.24 2.37 1.05
% of variance 63.36 18.24 8.09
Cumulative % 63.36 81.60 89.69

The projection of variables as a two-factor plane (PC1 x PC2) is presented in Figure 1.
Most of the vectors reach the circuit of the plot; thus, all variables are well represented by
the first two main components of PCA coordinates. The distance (angle) between vectors
confirmed high mutual relationships between bulk and trace elements. The factor loadings
matrix details the results of the PCA analysis (Table 3). The first component (PC1) exhibits
only negative and high and very high correlations with all variables (Table 3). Based on
the loadings and the length of the directional vectors, three groups of elements similar
in the properties can be separated according to Figure 2. The first group is composed
of Mg (r = —0.95), Na (r = —0.94) and Zn (r = —0.91), and the second group includes Ba
(r=—0.85), Ca (r = —0.85) and P (r = —0.83). Both of these groups are located in the upper
left quadrant (Q4) defined by negative PC1 and positive PC2 values, indicating different
mutual correlations with the presented groups of factors. All other elements are located in
the lower left quadrant (Q3), defined by negative values of both principal components (PC1
and PC2). The third group is formed by Cu (r = —0.77), Mn (r = —0.75) and Ni (r = —0.72),
which means that the content of Ba, Ca and P is negatively influenced by other elements
strongly related to the factors PC1 and PC2. As (r = —0.88) was also very strongly correlated
with the first component, while the correlation of Al (r = —0.70) was slightly weaker. In
turn, Se was negatively correlated with all three components in a range from —0.44 to
—0.56. Only K was most strongly and positively correlated with PC3 (r = 0.66).
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Figure 1. Projection of variables (bulk, trace and toxic elements) in a two-factor plane (PC1 x PC2).
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Figure 2. Projection of cases depending on the fallow deer tissues in the two-factor plane (PC1 x PC2).

Figure 2 presents the projection of cases depending on the animal tissues (B, A, P and
BM) in the PC1 x PC2 coordinate system. In general, three groups can be distinguished
considering the spatial clustering. The first group located in the lower right quadrant (Q2),
i.e., designated by positive PC1 values and negative PC2 values, consisted of both soft
tissues (bone marrow and plasma). In contrast, both hard tissues are located on the left
side of the graph, with antlers in the Q3 area (negative PC1 and PC2 values) and bones in
the Q4 area (negative PC1 and positive PC2 values). This spatial distribution of the tissue
samples confirmed their significant variation in mineral composition. This is particularly
evident with regard to hard tissue, i.e., antlers and bone.
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4. Discussion

The research conducted on farmed fallow deer showed a high variability in the levels
of elements in the tissues. This was probably caused by the different structures of these
tissues, the physiological function, and hence, the different degrees of biotransformation of
these elements, as well as the influence of environmental factors [20]. Moreover, mineral
concentrations were given in fresh matter and not in dry matter, which vary very strongly
between the examined tissues.

4.1. Soft Tissues (BM and P)

When comparing soft tissues, higher concentrations of Ca, P, Mg, Cr, Zn, Se, Al, Ba
and Ni in bone marrow than in plasma were demonstrated. This research also confirms
our previous study on the translocation of minerals within the body and depending on the
consumed food and metabolic changes [8,15] due to the fact that blood does not accumulate
minerals but only transports them and reflects their amount at a given time. Blood is a
tissue with a high renewal rate due to the physiologically short life span of cells in the
circulation. The production of these cells is dependent on a highly specialised bone marrow
microenvironment, which regulates the quiescence, differentiation and self-renewal of
haematopoietic stem cells [9].

Compared to our previous research [15], the contents of Mn and Se were similar to
those of farmed red deer (0.027 mg/kg, 0.036 mg/kg, respectively) but higher than those
of wild red deer (0.008 g/kg, 0.007 mg/kg, respectively). The contents of Li and Co in the
bone marrow of fallow deer, as in both groups of Cervus elaphus, were below the detection
level [15]. In the studies of Hassan et al. [16] on the bone marrow of reindeer, evidence of
Cd, Pb, and As was demonstrated, and in the presented studies in fallow deer, the content
of these elements was below the detection level. In the bone marrow of farmed and wild
red deer living in the same area [8], higher concentrations of As, Ba, Pb and Ni were found
only in wild animals (0.008 mg/kg, 0.969 mg/kg, 0.003 mg/kg, 0.042 mg/kg, respectively),
while lower Al levels (2.638 mg/kg) and the same levels of Be, Cd, Sb (<LOD) and Ni
(0.014 mg/kg) were found in farmed red deer compared to with fallow deer. The described
differences in the concentrations of individual bulk, trace and toxic elements may result
from differences between species, but they may also be caused by the different ages of
the tested animals and the potential for assimilation of individual elements resulting from
individual characteristics.

The Ca:P ratio in fallow deer bone marrow was 1.10 and was lower than that in red
deer (1.62) [15]. The optimal concentrations of macro- and micronutrients that should be
present in bone marrow in healthy cervids are not known. However, it seems probable
that it is beneficial for these organisms to have sufficient concentrations of the analysed
substances to form the skeletal system and antlers, which are shed every year, and for the
proper course of hematopoiesis.

In previous studies on farmed fallow deer, the level of Ca and P in the plasma was
higher in the group without supplements than in the present (2.27 mmol/L, 2.30 mmol /L,
respectively) [21]. Kucer et al. [22] and Padilla et al. [23] showed lower concentrations
of bulk elements in deer plasma than in the presented studies in fallow deer; simi-
larly, Kuba et al. [24] obtained lower values of Ca, P, and Mg (average: 1.960 mmol/L,
1.836 mmol/L 0.606 mmol/L, respectively) in the plasma of farmed red deer throughout
the period of monthly analyses. These differences may result from interspecies differences,
but also from the lack of stability of the chemical composition of the plasma, which reacts
dynamically to the supply of nutrients and environmental conditions [22]. Minerals are
mandatory for the development of effective haematopoiesis, and the absence of these
elements can have a deep impact on blood cell formation and/or blood cell functions. Min-
erals can likely influence haematopoietic functions; therefore, providing proper nutrition
should prevent haematopoietic diseases [9].

The Ca:P ratio in the plasma of fallow deer was 1.42 and was higher compared to the
results obtained in the group without supplements in the authors’ earlier studies (0.98) [21].
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4.2. Hard Tissues (B and A)

The highest concentrations of Ca, P and Ba were recorded in fallow deer bone tissue,
which is not a surprising result because they are the basic elements of the skeletal system,
while Mg, K, Na, Li, Cr, Mn, Co, Cu, Zn, Se, Mo, Be, Al, As, Sb, Pb and Ni were detected
in antlers. Minerals such as Co, Cd, and Pb were recorded only in the bones and antlers
of animals, Be only in the antlers, and Sb in the plasma and antlers. This confirmed the
possibility of some minerals accumulating on the basis of exchange. For example, Mg is
required to maintain the correct structure of the calcium phosphate crystals that form the
antlers. Moreover, it is irreplaceable in the case of large Ca deficiencies, as it is the divalent
cation that is incorporated into the phosphate salts to form a rare form of apatite that is part
of the bone mass [25-28]. This replacement with divalent cations occurs most often when
the Ca demand cannot be met by the skeletal system. Mg is probably the basic building
material, but it is not the only one because other minerals, including toxic elements, also
have such properties, especially in times of critical demand for Ca [24]. Not surprisingly,
some toxic elements were only found in the bones and antlers. In addition, their higher
concentrations were recorded in the antlers of animals, which confirmed the thesis that
they were moved between the tissues, BM, P, and B, and incorporated into the new antlers
that grow every year, even though there were no low levels of Ca in the examined tissues.
In addition, trace elements easily accumulate in the skeletal system without the possibility
of biological degradation.

In the authors’ previous studies, farm fallow deer from the group without supple-
ments showed a lower concentration of Ca (205,000 mg/kg), P (97,000 mg/kg) and Na
(5030 mg/kg) and similar Mg (4410 mg/kg) but higher K (460 mg/kg) concentrations in
bones compared to the group of animals in the presented study [21]. On the contrary, the
levels of Ca (175,000 mg/kg), Mg (4090 mg/kg), and K (570 mg/kg) in the antlers were
lower than in the presented group of animals, while the concentration of P (83,500 mg/kg)
was similar, and the content of Na (510,800 mg/kg) was higher than in previous studies [21].
This might have been caused by the periodic drought that took place in 2021 and thus
affected the different mineral contents in pasture plants available to animals. Chemical
analyses of soils and grasses indicated that the greatest mineral deficiencies occur in the
dry season [29-31]. It was also found that the concentrations of minerals in vegetation
change without a predictable trend and may exceed the permissible levels specified for
fodder [32,33].

In research conducted on farmed red deer, the contents of Ca (273,469 mg/kg), Mg
(4537 mg/kg), and Na (7082 mg/kg) in bones were similar to those in fallow deer but higher
in wild red deer [15], while the concentrations of P (110,062 mg/kg), Cr (0.131 mg/kg), Co
(0.065 mg/kg), and Zn (63.343 mg/kg) were similar to the results obtained for wild red
deer and higher in farm red deer. It was also shown that the level of K (434-551 mg/kg)
in the bones of both groups of Cervus elaphus was higher compared to fallow deer, but the
concentrations of Mn (0.788-1.388 mg/kg) and Se (0.003-0.006 mg/kg) were lower. K is
an important bulk element because it contributes to the reduction in Ca loss in urine and
to the development of antlers by mobilizing Ca from the skeleton [34]. Manganese, on
the other hand, is very poorly absorbed by ruminants, and few studies have suggested
that high levels of calcium and phosphorus in the diet may reduce the absorption of this
micronutrient [25,35]. It seems that these minerals did not interfere with the absorption
of Mn in the test animals. The Se content in the bones was lower than that reported by
Olguin et al. [36] (0.42 mg/kg). These differences were likely due the fact that different
deer species were analyzed in both studies or Se is mainly stored in muscles rather than in
bones, and its deficiency leads to white muscle disease [37]. This may be the reason why
bone Se levels do not reflect dietary Se levels.

The mineral composition of bones of one-year-old red deer [38] and fallow deer dif-
fered, as lower concentrations of Ca (259,500 mg/kg), Mg (4.220 mg/kg), K (238.9 mg/kg),
Zn (41.3 mg/kg), and Mn (1.4 mg/kg) and higher P (122,800 mg/kg) and Ba (317.8 mg/kg)
levels in red deer were shown.



Animals 2022, 12, 2764

10 of 16

The Ca:P ratio in fallow deer bones was 2.62, higher than (2.0) that recommended by
Nowicka et al. [39]. A lower Ca:P ratio was usually associated with a higher Ca:Mg ratio in
the hard tissues of deer [40].

Landette-Castilejos et al. [41,42] reported lower concentrations of Ca (203,000 mg/kg),
Na (5670 mg/kg), Mn (3.52 mg/kg), Cu (0.29 mg/kg), and Zn (55.8 mg/kg) in the antlers
of farmed and wild red deer compared to the fallow deer presented in this study, but higher
levels of P (98,000 mg/kg), K (549 mg/kg), Co (0.17 mg/kg), and Se (0.71 mg/kg) and a
similar Mg (4620 mg/kg) level. Fallow deer antlers, in comparison with Cervus elaphus
corsicanus [43], contained more Ca (211,700 mg/kg), Mg (4460 mg/kg), K (360 mg/kg)
and Na (5550 mg/kg) and less P (9900 mg/kg), Mn (0.47 mg/kg), Co (0.036 mg/kg),
Zn (68.73 mg/kg), Se (1.07 mg/kg) and Cu (0.76 mg/kg). The mineral composition of
the antlers of three deer species [44], Cervus duvaceli, Axis, and Axis porcinus, was also
different from that of fallow deer because the contents of Ca (234,400-220,500 mg/kg), Cu
(5.30-8.44 mg/kg), and Zn (32.14-35.81 mg/kg) were lower, P (126,200-108,300 mg/kg),
Mg (7300-8000 mg/kg), Co (7.67-9.01 mg/kg), and Cd (1.58-2.18 mg/kg) were higher,
and Pb (2.16-2.84 mg/kg) was similar. Additionally, in fallow deer, the Ca:P ratio was
higher than in Cervus duvaceli, Axis, and Axis porcinus at the level of 2.76 [44] but slightly
lower than in wild and farmed Cervus elaphus (2.95) [15]. Moreover, it was shown that
the antlers of one-year-old red deer were characterized by a similar concentration of Ca
(247,400 mg/kg); higher P (112,200 mg/kg), Ba (320 mg/kg) and Mn (17.1 mg/kg); and
lower Mg (428 mg/kg), K (442 mg/kg) and Zn (45.4 mg/kg) [38].

Although the demand for Na is higher during the antler growth period [45], supple-
mentation with Na and other minerals improves rumen buffering and at the same time
increases the consumption of minerals [46]. Studies on farmed fallow deer showed a fairly
high concentration of Na in hard tissues (bone 7539.4 mg/kg, antler 9204.3 mg/kg). More-
over, it had a significant positive effect on all bulk elements and most trace elements (except
Se) in the tested animals, although there is usually an increased demand for this mineral
during summer thermal stress and it is usually expelled with sweat [47]. However, it is
more dangerous for animals to consume high doses of K in their diet because they inhibit
the absorption of Mg and hence raise the possibility of pasture tetany [48], but our studies
did not show a significant relationship between these bulk elements. High consumption
of Ca and P may also be disadvantageous because they reduce the absorption of Mn [37],
but also in this case, no significant relationship between these minerals was demonstrated.
Cu deficiency, on the other hand, may occur not only at the level of 5 mg/kg Cu in feed
but also with a Mo content above 3-5 mg/kg and Fe above 200 mg/kg [49]. The studied
group of animals had access to licks, which could result in higher concentrations of some
minerals in their tissues.

As far as we know, this was the first time that the concentration of Li in fallow deer
tissues was determined. The effect of lithium on small ruminants has been investigated.
Studies have found that 41% of lithium-deficient goats die in the first year of life. Addi-
tionally, skin lesions were observed in these animals [50,51]. A deficiency of these trace
elements may also have consequences in deer breeding, especially since a significant rela-
tionship was shown in our research between Li and most bulk elements (except Ca) and
trace elements (except Se).

Chromium is the most abundant mineral in the earth’s crust and can be present in all
states of oxidation. Various studies have shown that the primary role of Cr is to activate
enzymes and to influence the metabolism of carbohydrates, lipids, and proteins. It is also an
integral component of biologically active chromium or the glucose tolerance index, which
enhances the action of the important hormone insulin. Insulin will not work effectively
in a chromium-deficient diet [52]. This trace element is also necessary for ruminants to
counteract stress and increase immunity [53,54]. This confirms its influence on many bulk
and trace elements in the tissues of fallow deer.

Cappelli et al. [55] showed that Mn supplementation in red deer increased the mean
content of Ca, Na, P, B, Co, Cu, K, Mn, Ni, and Se in the antlers (with a reduction in the Si
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content), and also had a positive effect on the mechanical properties of the antlers of test
animals. Our research also showed a positive relationship between the concentration of
Mn and the content of certain minerals such as Mg, K, Na, Li, Cr, Co, Cu, Zn, and Mo in
the tissues of fallow deer. However, no relationship was found between Mn and Ca.

The trace elements most important for the grazing of ruminants are Co, Cu, Se, and
iodine [56]. Enzootic ataxia [57,58] and osteochondrosis [59,60] are now well-recognized
syndromes of copper deficiency in cervids. There is evidence of osteoporosis that is
associated with low tissue copper concentrations [61]; the growth of young deer may also
be limited [61,62] and antler production may be reduced [63,64]. Another effect of Cu
and Zn deficiency may be the reduction in the immune functions of animals [65]. It is
worth mentioning that Cu supplementation in deer diet may modify the quality of meat by
increasing the protein content [64]. The herd of Norwegian red deer (Cervus elaphus) [66]
was characterized by insufficient amounts of Cu in the diet, as some animals died from
exhaustion, although they had free access to salt licks containing 3000 mg Cu/kg. The herd
evaluation showed a poor calf growth rate, low weight of adult hind legs, dull and pale fur,
and cases of diarrhea. The studied fallow deer showed two times more Cu in their blood
plasma than the described deer before the copper treatment period; moreover, no problems
with their hair were observed.

Based on breeding standards, the serum Se concentration for white-tailed deer should
range from 0.007 to 0.060 mg/kg [67]. In the tested animals, the concentration of Se in
plasma was 0.009 mg/kg and fell within the recommended range. However, studies
on farmed fallow deer showed a lower concentration of Se than recommended by Wil-
son and Grace [68] (Se < 130 nmol/L) for ruminants, similar to the results obtained by
Cappelli et al. [55], which also showed a much higher content of this trace elements in deer
antlers compared to fallow deer. Wilson and Grace [68] mentioned, however, that if defi-
ciencies appear, it is most often in winter or summer, and the samples from the test animals
were taken in late summer after the grazing period. Therefore, most probably, the positive
effect of Se in blocking the absorption of toxic minerals (Pb, As) in the tissues of fallow
deer was not shown, as indicated in the studies by Labadz et al. [69] and Vuksi¢ et al. [70].
Moreover, the addition of Se and vitamin E in the cervid diet caused an increase in the
number of erythrocytes and level of hemoglobin [71]. The analyses carried out on fallow
deer showed a positive correlation of Se with Al, As, Sb and Pb in the examined tissues.
Therefore, we cannot confirm the effect of limiting the accumulation of unfavorable Se
elements, but it can certainly prevent osteoporosis [72,73] because it has a beneficial effect
on the concentration of Mg, Cr, and Zn in the tissues.

In mammals, Mo compounds, especially molybdates, reduce the availability of Cu [74].
Mathieu [75] demonstrated that the effect of molybdenum on animals can be seen at a
concentration in the liver of <2 mg/kg regardless of the capture area. The studies on fallow
deer showed much lower levels of Mo in the tissues; therefore, it probably did not have
a negative effect on the content of other minerals, especially Cu. However, research by
Mason et al. [76] and Freudenberger et al. [77] showed that the effect of molybdates on Cu
metabolism in cervids may be lower than in other ruminants.

The optimal concentrations of bulk and trace elements that should be present in
healthy fallow deer have not been thoroughly investigated. However, it seems likely that it
is beneficial for their bodies to have sufficient concentrations of the analyzed substances
to form the skeletal system and antlers that are shed every year and to prevent periodic
osteoporosis. Unfortunately, the presence of even the smallest amounts of toxic elements
may contribute to problems with the skeletal system. This was confirmed by our results
obtained in fallow deer, as a significant negative relationship between Ca and Cd, Ca
and Pb, and P and Pb was shown. It has been shown that deer bone tissues can serve
as environmental bioindicators [78] because accumulate trace elements over years or
decades [79]. In humans, for instance, the biological half-life of trace elements in bone
tissue lasts up to 30 years, and their content in bones is up to 90% [80]. Moreover, such
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heavy metals as lead or cadmium are mainly deposited in bone tissues through their
interactions with calcium [81].

In fallow deer, as well as in farmed and wild red deer living in the same area, the
presence of toxic elements in their tissues was demonstrated: lower concentrations of Sb,
Ba, Pb, As and Be, higher Cd concentrations, and similar As and Ba levels [8]. Bone tissues
can therefore serve as a reservoir of heavy metals [82]. There are no precise quantitative
data on the rate of remodeling of the deer skeletal system; most data concern the movement
of minerals and other substances from the bone to the antler as it grows [83]. The significant
positive effect of Al and As on most bulk and trace elements (except Li) is noteworthy. Even
the smallest amounts of Al and As can have a negative effect on the bone tissues of animals,
which was described in more detail in the studies by Tajchman et al. [8], Odstrcil et al. [84],
Hu et al. [85], and Priest [86]. This phenomenon may be even more dangerous for deer
suffering from cyclical physiological osteoporosis during antler growth [2,87-90]. Moreover,
in vivo studies have shown that the accumulation of Al in the bones lowers the levels of
Ca, Mg and P, inhibiting the mineralization process [91].

5. Conclusions

The conducted research showed that the bones contain the most Ca, P, Mg, Cr, Zn, Se,
Al, Ba and Ni compared to plasma, which results from the nature of the tissues studied and
their role in the animal organism. Among trace elements, the Co, Cd, and Pb were only
detected in the bones and antlers of animals, while Be was only detected in antlers, and
Sb was only detected in plasma and antlers. These results confirmed the possibility of the
migration and concentration of minerals in the bone tissue by the exchange processes of
divalent cations. Moreover, the higher contents of toxic elements (Be, Al, As, Cd, Sb, Pb
and Ni) in the first antlers of young fallow deer compared to the bones indicated a high
demand of minerals during the formation of antlers in young growing cervids as well as
their high absorption despite the adequate supplementation of Ca.

The research also showed a significant negative correlation between Ca and Cd, Ca
and Pb, and P and Pb (rs = —0.70, rs = —0.80, and rg = —0.66, respectively; p < 0.05) in the
tissues. Despite the use of a properly balanced diet, it is impossible to avoid the adherence
of harmful compounds by animals and their incorporation into tissue structures, which
may have toxic effects to the body’s health.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ani12202764/s1, Table S1: Composition of Josera Phosphoreimer
multi-ingredient licks (Josera, Poland).
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Table S1. Composition of Josera Phosphoreimer multi-ingredient licks (Josera, Poland)

Components Content (per 1 kg)
Ca % 5.00

P % 10.00
Na % 7.00
Mg % 7.50
Ca/P 0.5:1
Vitamin A jm. 650, 000.00
Vitamin D3 jm. 120, 000.00
Vitamin E mg 1 500.00
Zn (as zinc oxide) mg 8 000.00
Mn (as manganese chelate of glycine hydrate) mg 4 000.00
Mn (as manganese (II) oxide) mg 4 000.00
Cu (as copper sulphate pentahydrate) mg 1200.00

I mg 100.00
Co mg 22.00

Se (as sodium selenite) mg 40.00
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utrzymania” stanowigcym rozprawe doktorskg Pani mgr Zanety Steiner-Bogdaszewskiej.



Prof. dr hab. Mariusz Florek Lublin, 25.09.2023 r.
Katedra Oceny Jakosci

i Przetworstwa Produktow Zwierzgcych

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadezam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska Z, Tajchman K., Domaradzki P.,
Florek M. (2022) Composition of fatty acids in bone marrow of red deer from various ecosystems and
different categories. Molecules, 27(8) 2511 mo) udzial polegal na opracowaniu metodologii, analizie
formalnej, analizie statystycznej, pisaniu publikacji oraz na nadzorze nad badaniami. Mgj
indywidualny wkiad pracy szacuj¢ na 10%.

Wyrazam zgod¢ na wykorzystanie niniejszej publikacji w opracowaniu pt. ,,Profil kwasow
tluszczowych i sklad minerainy szpiku Kostnego jeleniowatych w zaleznoSci od warunkow Zycia lub

utrzymania™ stanowigcym rozprawg doktorska Pani mgr Zanety Steiner-Bogdaszewskie).



Praca 2

Zaneta Steiner-Bogdaszewska Lublin, 09.10.2023 r.
Stacja Badawcza Instytutu Parazytologii PAN

Kosewo Gorne 7

11-700 Mragowo

724 344 229
zaneta.steiner@gmail.com

Rada Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo
Uniwersytetu Przyrodniczego

w Lublinie
Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska Z., Tajchman K., Domaradzki
P.. Florek M. (2022) Composition and fatty acid profile of bone marrow in farmed fallow
deer (Dama  dama) depending on  diet.  Animals,  7;12(8): 941.
DOI: 10.3390/ani12080941.

Moj wkiad pracy w publikacj¢ wnosit 70% i polegat na zaplanowaniu i przeprowadzeniu
doswiadczenia, gromadzeniu danych, redagowaniu manuskryptu oraz korekcie po
recenzjach.




Dr hab. Katarzyna Tajchman prof. UPIL. Lublin, 25.09.2023 r
Katedra Etologii Zwierzat i Lowiectwa

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin

Oswiadczenie 0 wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska Z.. Tajchman K., Domaradzki P..
Florek M. (2022) Composition and faity acid profile of bone marrow in farmed fallow deer (Dama
dama) depending on diet. Animals, 7,12¢8). 941 méj udzial polegal na konceptualizacji pracy,
opracowaniu metodologii, zbieraniu materiatu biologicznego, prowadzeniu badan, pisaniu publikacji
oraz roli autora korespondencyjnego. Méj indywidualny wklad pracy szacuj¢ na 10%.

Wyrazam zgodg na wykorzystanic niniejszej publikacji w opracowaniu pt. , Profil kwasow
ttuszezowych i sklad mineralny szpiku kostnego jeleniowatych w zaleznoéci od warunkéw zycia lub

utrzymania® stanowigeym rozprawe doktorskg Pani mgr Zanety Steiner-Bogdaszewskiej.

Podpis



Dr hab. Piotr Domaradzki prof, UPL Lublin, 25.09.2023 r.
Katedra Oceny Jakosci

i Przetwdrstwa Produktow Zwierzgeyeh

Zaklad Instrumentalnej Analizy Zywnosci

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska Z., Tajchman K., Domaradzki P.,
Florek M. (2022) Composition and fatty acid profile of bone marrow in farmed fallow deer (Dama
dama) depending on diet. Animals, 7,12(8). 941 moj udziat polegal na opracowaniu metodologii,
analizie formalnej, pisaniu publikacji, przechowywaniu danych oraz korekcie publikacji po
recenzjach. M6j indywidualny wkiad pracy szacuj¢ na 10%.

Wyrazam zgodg na wykorzystanie niniejszej publikacji w opracowaniu pt. ,.Profil kwasow
ttuszczowych i skiad mineralny szpiku kostnego jeleniowatych w zaleznosci od warunkow zycia lub

utrzymania” stanowigcym rozprawe doktorskg Pani mgr Zanety Steiner-Bogdaszewskiej.




Prof. dr hab. Marisz Florek Lublin, 25.09.2023 v
Katedra Oceny Jakosct

i Przetwarstwa Produktow Zwierzecych

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13, 20-950 Lubhlin

Os$wiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska Z., Tajchman K., Domaradzki P.,
Florek M. (2022) Composition and fatty acid profile of bone marrow in farmed fallow deer (Dama
dama) depending on diet. Animals, 7.12¢8): 941 moj udzial polegal na analizie formalnej, pisaniu
publikacji, przechowywaniu danych, korekcie pracy po recenzjach, wizualizacji danych, na nadzorze
nad badaniami oraz roli autora korespondencyjnego. Moj indywidualny wkiad pracy szacujg na 10%.

Wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszej publikacji w opracowaniu pt. ,,Profil kwasow
tluszczowych i sklad mineralny szpiku kostnego jeleniowatych w zaleznosci od warunkéw 2zycia lub

utrzymania” stanowigcym rozprawg doktorskg Pani mgr Zanety Stciner—Bog}a;mmkj_gi{

£
2

Podpis



Praca 3

Zaneta Steiner-Bogdaszewska Lublin, 09.10.2023 r.
Stacja Badawcza Instytutu Parazytologii PAN

Kosewo Gérne 7

11-700 Mragowo

724 344 229
zaneta.steiner@gmail.com

Rada Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo
Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie

Oéwiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska Z., Tajchman K.. Ukalska-
Jaruga A., Florek M., Pecio M. (2022) The mineral composition of bone marrow, plasma,
bones and the first antlers of farmed fallow deer. Animals. 12, 2764.
DOI: 10.3390/ani12202764.

Moj wkiad pracy w publikacj¢ wynosit 60% i polegal na zaplanowaniu i przeprowadzeniu
doswiadczenia, gromadzeniu i analizie danych, redagowaniu manuskryptu oraz korekcie
po recenzjach.

X Sheinet

........................................

Podpis




Dr hab. Katarzyna Tajchman prof. UPL Lublin, 25.09.2023 r.
Katedra Etologii Zwierzat i Lowiectwa

Zaklad Ewologii Zwierzat

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul Akademicka 13, 20-950 Lublin

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Steiner-Bogduszewska Z., Tajchman K., Ukalska-Jaruga
A., Florek M., Pecia M. (2022) The mineral composition of bone marraw. plasma, bones and the first
antlers of farmed fallow deer. Anumaly, 12, 2764 mé) udzial polegal na konceptualizacyi pracy,
analizie formalnej, pisaniu publikacji, korekcie po recenzjach, na nadzorze nad badaniami oraz roli
autora korespondencyjnego. Mdj indywidualny wkiad pracy szacujg na 10%.

Wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszej publikacji w opracowaniu pt. ,.Profil kwasow
ttuszczowych 1 skiad mineralny szpiku kostnego jeleniowatych w zaleznosci od warunkow zycia lub

utrzymania® stanowigcym rozprawe doktorskg Pani mgr Zanety Steiner-Bogdaszewskie;.

Podpis



Dr Aleksandra Ukalska-Jaruga Lublin, 25.09.2023 r.
Zakiad Gleboznawstwa, Erozji 1 Ochrony Gruntow

Instytut Uprawy Nawozenia | Gleboznawsiwa

Panstwowy Instytut Badawczy

ul. Czartoryskich 8, 24-100 Pulawy

O$wiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska Z., Tajchman K., Ukalska-Jaruga
A Florek M. Pecio M. (2022) The mineral composition of bone marrow, plasma, bones and the first
antlers of farmed fallow deer. Animals. 12, 2764 mdj udziad polegal na opracowaniu metodologii,
analizy laboratoryjnej materialu biologicznego, korekcie pracy po recenzjach oraz roli autora
korespondencyjnego. Moj indywidualny wkiad pracy szacuje na 10%.

Wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszej publikacji w opracowaniu pt. ,Profil kwaséw
thuszczowych i sklad mincralny szpiku kostnego jeleniowatych w zaleznosci od warunkow zycia lub

utrzymania” stanowiacym rozprawg doktorska Pani mgr Zanety Sieiner-Bogdaszewskiej.

..........................................



Prof. dr hab, Mariusz Florek Lublin, 25.09.2023 r
Katedra Oceny Jakosci

i Przetworstwa Produktow Zwierzgeych

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska 2., Tajchman K. Ukalska-Jaruga
A Florek M., Pecio M. (2022) The mineral composition of bone marrow. plasma, bones and the firse
antlers of farmed fallow deer, Animaly, 12, 2764 moj udzial polegal na analizie formalne), analizie
statystycznej, korekcie pracy po recenzjach oraz na nadzorze nad badaniami. Mo) indywidualny
wklad pracy szacuje na 10%,

Wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszej publikacji w opracowaniu pt. . Profil kwaséw
ttuszezowych i skiad mineralny szpiku kostnego jeleniowatych w zaleznosci od warunkéw zycia lub

utrzymania” stanowigcym rozprawg doktorska Pani mgr Zanety Steiner-Bogdaszewskie;.



Mgr Monika Pecio Lublin, 25.09.2023 1.
Zaklad Gleboznawstwa, Erozji 1 Ochrony Gruntow

Instytut Uprawy Nawozenia i1 Gleboznawstwa

Pansiwowy Instytut Badawczy

ul. Czartoryskich 8, 24-100 Pulawy

Oswiadczenie o wspoélautorstwie

Niniejszym oswiadezam, ze w pracy Steiner-Bogdaszewska Z., Tajchman K., Ukalska-Jaruga
A Florek M, Pecio M. (2022) The mineral composition of bone marrow, plasma. bones and the first
antlers of farmed fallow deer. Animals. 12, 2764 m6j udzial polegal na analizie laboratoryjnej
materiatu biologicznego. Moj indywidualny wklad pracy szacuje na 10%.

Wyrazam zgod¢ na wykorzystanie niniejszej publikacji w opracowaniu pt. ,Profil kwasow
Huszczowych i skiad mineralny szpiku kostnego jeleniowatych w zaleznosci od warunkéw zycia lub

utrzymania™ stanowigcym rozprawg doktorska Pani mgr Zanety Steiner-Bogdaszewskiej.

Podpis



