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Organizatorzy i recenzenci:

Dr hab. Mariusz Cichon, Zespot Ekologii Populacyjnej INoS UJ,
Dr Marcin Czarnoteski, Zespot Hydrobiologii INoS UJ,

Mgr Lukasz Sobezyk, Zespot Ekologii Ekosysteméw INoS UJ,

Dr Hajnalka Szentgyorgyi Zesp6t Ekologii Behawioralnej INoS UlJ,

Uczestnicy:

Agnieszka Bednarska, Zespot Ekotoksykologii i Ekologii Stresu INoS UJ,
Katarzyna Bojarska, Zespot Biologi konserwatorskiej i Edukacji Srodowiskowej INoS UJ
Leszek Bujoczek, Wydzial Lesny AR w Krakowie

Matgorzata Bylicka, Wydziat Lesny AR w Krakowie,

Michat Ciach, Wydzial Lesny AR w Krakowie,

Dominika Drogosz, Zesp6t Ewolucji Strategii Zyciowych INoS UJ,

Maciej Ejsmond, Zespot Ewolucji Strategii Zyciowych INoS UJ,

Karolina Kuszewska, Zespot Ekologii Behawioralnej INoS UJ,

Magdalena Lenda Zesp6t Ekologii Behawioralnej INoS UJ,

Rafat Martyka, Zespot Ekologii Populacyjnej INoS UJ,

Justyna Morawska — Ploskonka, Zespot Ekotoksykologii i Ekologii Stresu INoS U],
Dawid Moron, Zesp6t Ekologii Behawioralnej INoS UJ,

Zofia Prokop, Zespot Ekologii Molekularnej i Behawioralnej INoS UJ

I. Kiksy

Na pewno owce beda szczgsliwe siedzac w oborze 1 stuchajac wycia wilkow (JM)
Co Wy rozumiecie pod pojgciem ,,wilk”? (ME)

Jak si¢ ma pies do kosa? (ZP)

Czy nie bytoby fajnie i ciekawie zabi¢ te zwierzaki? (ZP)

Po co generalnie naciska¢ na ochrong przyrody? (ME)

Zrébmy klatki dla koséw w ksztalcie koséw — zajma mniej miejsca (ME)
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Tematy zaproponowane przez uczestnikow:
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Odziedziczalno$¢ spiewu ptakow. (RM)

Wplyw jako$ci pokarmu na immunokompetencj¢ (owady). (RM)

Wybiorczos¢ partnerki przez samca. (RM)

Wptyw liczby i masy urodzeniowe;j starszych braci na mas¢ urodzeniowa chtopcow. (ZP)

Wzgledna rola doboru pre i postkopulacujnego u gatunkéw promiskuitycznych u bezkrggowcow. (ZP)
Transfer gendow z roslin GMO do mikroorganizmoéow glebowych. (ZP)

Zmiany w budzecie energetyczny na poziomie komorkowym w zaleznosci od zanieczyszczenia. (AB)
Réznice w bioréznorodnosci fauny w fitotelmata a innymi zbiornikami wodnymi. (AB)
Bior6znorodno$¢ motyli nocnych w zaleznosci o wysokosci npm. (AB)

. Wplyw uzytkowania nasypow kolejowy na r6znorodnos¢ fauny zapylaczy. (DM)

. Wplyw zarastania lak (krzewy) na réznorodnos$¢ gatunkéw dzikich pszczél. (DM)

. Czy roéznorodnos¢ roslin kwiatowych wplywa na rozprzestrzenianie si¢ patogenéw u trzmieli. (DM)
. Wplyw interakcji metali cigzkich i pestycydow na przezywalno$¢ robotnic pszczoty miodnej. (KK)
. Wplyw szerokosci geograficznej na $rednia dtugos¢ zycia robotnicy pszczoly miodne;j. (KK)

. Wplyw kondycji samicy na pte¢ potomstwa (gady). (KK)

. Wplyw wycia (sztucznego) na poziom stersu u wilkow. (KB)

. Zalezno$¢ synantropizacji od stopnia antropopresji u niedzwiedzi. (KB)

. Wplyw ciazy na zdolnos$ci poznawcze u ludzi. (KB)

. Wpltyw UV na pasozyty pior u ptakow. (ML)

. Czy ptaki owocozerne jedza toksyczne dla nich owoce aby pozby¢ si¢ pasozytéw. (ML)

. Wplyw fitohormonow na cykl rozrodczy i proporcje pici u gryzoni. (ML)

. Czy zréznicowanie genetyczne w obrebie roslin pochodzace z rozmnazania wegetatywnego wptwa na odporno$¢ na

patogeny. (ME)

Wplyw $wiatla na stopien rozmnazania wegetatywnego (ktacza) u roslin runa w lasach. (ME)

Wplyw zréznicowania siedlisk na zré6znicowanie zachowania u prostoskrzydtych. (ME)

Wplyw mikroorganizmow (transformujacych metale cigzkie) na usprawnienie fitoremediacji. (JM)

Wpltyw pokarmu ro$linnego z jezior (osady) zanieczyszczonych na zdolnosci reprodukceyjne kaczki krzyzowki.
(IM)

Wplyw zbiornikow zaporowych na rozwoj korzeni roslin szuwarowych w ciekach ponizej zapory. (JM)

Wptyw porodu (naturalny lub sztuczny) na instynkt macierzynski. (DD)

Wplyw czynnikow §rodowiskowych (wilgotnosc¢) na liczebno$¢ stonki ziemniaczanej. (DD)

Wplyw dystansu migdzy miejscami urodzenia rodzicow na wzrost potomstwa. (DD)

Wplyw obumartych drzew (ktody bukowe) na odnowienia lasu. (LB)

Dynamika unaturalnienia lasu a pojawianie si¢ rzadkich gatunkow ro$lin. (LB)

Wplyw wielkos$ci luk w drzewostanie na ekspansj¢ gatunkow charakterystycznych dla poszczegélnych regli. (LB)
Wplyw stresu srodowiskowego na strategie lggowa u ptakow. (MC)

Mechanizmy konkurencji u gatunkéw blizniaczych. (MC)

Mechanizmy wyboru miejsca na spoczynek u zwierzat. (MC)

Wplyw stopnia rozktadu drewna $wierkowego na zerowanie dzigciola trojpalczastego. (MB)

Wplyw chemizmu wody (opad lisci) na wystepowanie traszek. (MB)

Réznica w eksploatacji pokarmu w danym Srodowisku pomigdzy okresem lggowym a okresem migracji ptakow.
(MB)

Wytluszczone tematy zostaly wybrane do opracowania

Wykonano:

e Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych u kosa (Turdus merula).

e Ocena wptywu otowiu na uszkodzenie materiatu genetycznego u nornicy rudej z wykorzystaniem biomarkerow.
e  Wplyw pestycydu na immunokompetencj¢ robotnic pszczoly miodnej Apis mellifera.

e  Wplyw zarastania tak trz¢§licowych (Molinietalia) na r6znorodno$¢ dzikich pszczot
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Projekty i recenzje:

1. Ocena wptywu niskich stezen otowiu w pokarmie na uszkodzenie materiatu

genetycznego u nornicy rudej Myodes glareolus - Justyna Morawska — Ptoskonka,
Dominika Dragosz , Katarzyna Bojarska, Leszek Bujoczek

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

Ocena wplywu olowiu na uszkodzenie materiatu genetycznego u nornicy rudej z

wykorzystaniem biomarkerow.
Justyna Morawska — Ploskonka, Dominika Dragosz , Katarzyna Bojarska, Leszek Bujoczek

Streszczenie

Zanieczyszczenie otowiem 1 jego wplyw na material genetyczny jest waznym problemem w dobie
industrializacji. Eksperyment ma na celu doswiadczalne okreslenie cytotoksycznego wplywu skazenia
olowiem w zalezno$ci od jego st¢zenia i czasu ekspozycji. Zostanie wykorzystana analiza frekwencji
mikrojader jako biomarkera skutkow narazenia na otow.

Cel projektu

Celem badan jest stwierdzenie, czy rézne st¢zenia olowiu zawartego w pokarmie i czas ekspozycji
wplywaja na stopien uszkodzenia materiatu genetycznego na poziomie komorkowym.

Olow jest pierwiastkiem silnie toksycznym czgstym w srodowiskach poddawanych negatywnym
oddziatywaniom antropogenicznym. Wplywa niekorzystnie na kondycje i przezywalnos¢ organizmow.
Wywotuje uszkodzenia materiatu genetycznego. Przypuszczamy, ze stopien degradacji DNA jest zalezny od
dawki otowiu. Istotnym czynnikiem, z punktu widzenia proceséw mutacyjnych, moze okaza¢ si¢ rowniez
czas ekspozycji na ten mutagen. Dtuga ekspozycja moze wzmocni¢ efekt dawki na skutek kumulacji efektéw
wywotanych przez intoksykacje.

Poziomy stgzenia otowiu w §rodowisku uznawane za szkodliwe dla organizméw zostaty okreslone na
podstawie testow toksykologicznych. Standardowo stosowane metody wychwytuja zazwyczaj wystapienie
silnych efektow na poziomie osobnika lub populacji. Skutki ekspozycji na oléw moga by¢ obserwowane juz
na poziomie komoérkowym w postaci strukturalnych uszkodzen DNA. Wykazano, ze tego typu mutacje
somatyczne petnia kluczowa role w procesie kancerogenezy (Guminska i Porwit-Bobr 1995). Zatem samo
stwierdzenie braku przekroczenia norm dopuszczalnego st¢zenia metalu cigzkiego staje si¢ niewystarczajace,
aby wykluczy¢ negatywne oddzialywanie na organizmy. Zastosowanie metod cytogenetycznych umozliwi
wczesniejsze wykrycie toksycznego dziatania otowiu, niz dotychczas stosowane testy.

Istniejacy stan wiedzy

Problem skazenia otowiem dotyczy wielu obszaréw w Polsce. Zrodtem jego emisji sa gldwnie przemyst oraz
transport, a do organizmu dostaje si¢ droga pokarmowa oraz wziewna.
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Szereg prowadzonych badan wskazuje na negatywne oddziatywanie tego metalu na organizmy.
Badania przeprowadzone na ludziach wykazaty, ze w wielu regionach jego stezenia w krwi osiagaja poziomy
wymagajace interwencji medycznej i srodowiskowej (Sokal 2000). Wykazano, ze otow, akumulujac si¢ w
tkankach, uposledza wiele funkcji fizjologicznych. Podobnie jak inne metale cigzkie wywotuje uszkodzenie
materiatu genetycznego (Neri et al. 2003). Jednak przestanki na temat dziatania otowiu na DNA pojawiaja si¢
jedynie w kontekscie etiologii niektérych nowotworow (np. Guminska i Porwit-Bobr 1995), natomiast jest
niewiele prac opisujacych jego wpltyw na ogdlne uszkadzanie materiatu genetycznego.

Badania srodowiskowe wptywu otowiu na organizmy dotycza zasadniczo terendw, w ktdrych stgzenia
otowiu sa bardzo wysokie, wrgcez katastrofalne (np. najblizsze okolice hut, obszary aglomeracji (Sokal 2000)).
Pomija si¢ obszary w ktorych olow wystepuje powszechnie, lecz w niskich st¢zeniach. Nie bierze si¢ pod
uwage wplywu czasu ekspozycji na zanieczyszczenie a ciagla kumulacja niskich dawek metalu w organizmie
moze powodowaé¢ wzmozenie toksycznego dziatania, na ktore przy pierwszym kontakcie organizm byt
niewrazliwy.

Dodatkowo badania w srodowisku naturalnym nie pozwalaja na oddzielenie wpltywu otowiu od innych
czynnikéw. Wynikiem jest trudno$¢ w ustaleniu poziomu stezenia, ktory alarmuje o niewielkim, aczkolwiek
powaznym w skutkach uszkodzeniu DNA. Przeprowadzenie eksperymentu na wplyw toksycznosci otowiu na
uszkodzenia materiatu genetycznego w warunkach kontrolowanych i1 na organizmach modelowych moze
utatwi¢ okreslenie dawki granicznej stanowiacej zagrozenie dla organizmu.

Zmiana informacji genetycznej wywotana dziataniem metali ci¢zkich moze pelni¢ wazna role w procesie
transformacji nowotworowej (Sorsa et al. 1987 za Sasiadek 1 Jagielski 1994). Dzieje sig tak, poniewaz
kancerogeny srodowiskowe moga aktywowac¢ onkogeny oraz inaktywowac geny supresorowe (Guminska i
Porwit-Bébr 1995).

Mikrojadra to struktury wystepujace w obrgbie komorki, powstate z jadra komorkowego w trakcie
zaburzonego procesu mitozy. Wykazano, ze sa one biomarkerami skutkdw narazenia na substancje
cytotoksyczne (Mielzynska 2000). Analiza biomarkerdw umozliwia oszacowanie progu, przy ktorym
indukowane zmiany genetyczne nie powoduja jeszcze drastycznych zmian rownowagi genetycznej populacji.

Test mikrojadrowy jest prosta metoda umozliwiajaca szybka, tania i powtarzalna ocen¢ uszkodzen
chromosomow, mozliwa do przeprowadzenia na duzej liczbie komorek jest test mikrojadrowy. Metoda ta,
mimo iz jest niespecyficzna, dostarcza bezposrednich informacji o zmianach zachodzacych na poziomie
chromosomowym (Kubiak 1995).

Metody

Eksperyment zostanie przeprowadzony w warunkach laboratoryjnych, na gatunku nornica ruda.
Myodes glareolus Jest to gatunek szeroko rozpowszechniony w roznych srodowiskach. Jest takze tatwy w
hodowli. Zywi si¢ gléwnie nasionami, pakami drzew, korzonkami, kora oraz drobnymi bezkregowcami.

Zwierzeta beda pochodzity z hodowli Zespotu Ekologii Fizjologicznej Instytutu Nauk o Srodowisku
Uniwersytetu Jagiellonskiego. Badania przeprowadzone zostang na 600 osobnikach w rownym wieku.

Miejscem przeprowadzenia eksperymentu bedzie zwierzgtarnia Wydziatu Biotechnologii UJ. W
trakcie trwania projektu zwierzeta beda przetrzymywane pojedynczo w specjalnych klatkach w optymalnych
warunkach temperatury i wilgotnosci, przy naturalnym o$wietleniu.

Wyodrgbnione zostanie dziewig¢ grup doswiadczalnych i jedna kontrolna. Liczebno$¢ wszystkich grup bedzie
wynosi¢ po 60 osobnikow (30 samic i 30 samcow). Grupy do§wiadczalne beda poddawane dziataniu otowiu
dodawanego do karmy w réznych st¢zeniach (Tab.1). Dawki zostaty okreslone na podstawie stgzen
stwierdzanych na terenach zanieczyszczonych. (Murray et al. 2000).

Karma bedzie przygotowywana ze standardowej paszy laboratoryjnej, poprzez rozmoczenie granulatu
i dodanie do niego odpowiedniej dawki roztworu siarczanu (VI) olowiu, a nastepnie wysuszenie. Pokarm
grupy kontrolnej bedzie poddany przetworzeniu z dodaniem tylko jonéw siarczanowych
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Tabela 1. Warto$ci stgzen otowiu w podawanej karmie.

Nr grupy mg Pb/1 kg karmy

1 0

2 25

3 50

4 100
5 200
6 400
7 800
8 1600
9 3200
10 6400

Metoda oceny uszkodzen materialu genetycznego bgdzie test mikrojadrowy przeprowadzony zgodnie z
zaleceniami Fenech (2000). Zliczane beda mikrojadra retikulocytéw z rozmazu krwi obwodowej, pobieranej
z ogona za pomoca pipety. Preparaty bgda wybarwiane oranzem akrydynowym. W celu uniknigcia btgdow
zwiazanych z wptywem obserwatora konieczna jest automatyzacja procesu przeprowadzenia testu.
Szacowanie frekwencji mikrojader zostanie wykonane na analizatorze w laboratorium Uniwersytetu Ruhr w
Bochum w Niemczech.

Test mikrojadrowy bedzie przeprowadzany co miesiac przez okres jednego roku. Materiat badawczy z
danej grupy bedzie pobierany w ciagu jednego dnia, za$§ z poszczegdlnych grup w odstepach dwudniowych,
aby uzyska¢ efekt roztozenia prac zwiazanych z wykonaniem testow w czasie. Osobniki nalezace do
kolejnych grup beda dzieli¢ dwudniowe odstepy w datach urodzenia, aby testy byty przeprowadzane u
wszystkich zwierzat w tym samym dniu ich zycia.

Wynikiem begdzie czgsto§¢ wystgpowania mikrojader wyrazona w promilach.
Prace bgda wykonywane za zgoda Komisji Etycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Analiza statystyczna danych

W pierwszym etapie analiz zostanie zastosowany Ogoélny Model Liniowy (GLM), w ktérym zmienna
zalezna bedzie czestos¢ mikrojader, zmienna niezalezna czas, a czynnikami st¢zenie i pte¢. W celu zbadania
ewentualnych réznic w frekwencji mikrojader w czasie pomigdzy stgzeniami wykorzystana zostanie analiza
regresji.

Efekty projektu

Uzyskane wyniki zostana opublikowane w czasopismach naukowych, takich jak Enviromental Pollution i
Environmental Toxycology and Chemistry.

Kosztorys

Klatki do hodowli + ich wyposazenie: 100 PLN * 600 = 60 000 PLN
Pokarm: 20 PLN * 365 dni =7 300 PLN
Sprzet do pobrania préob i przeprowadzenia testu: 15 PLN * 60 = 90 PLN

Razem: 67 390 PLN
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RECENZJE

Hajnalka Szentgyorgyi

Recenzja projektu pt.: ,,Ocena wplywu olowiu na uszkodzenie materialu genetycznego u nornicy rudej
z wykorzystaniem biomarkerow”

Projekt porusza wazny problem epidemiologiczny, jednak niektore kwestie wymagaja doktadnego
przemyslenia.

Nie ulega watpliwosci, ze olow dziata negatywnie na organizm, nie tylko w dawkach powyzej dopuszczalne;j
normy, ale takze w tych subchronicznych. Wypracowanie metody pokazujacej takie dziatanie otowiu jest
niewatpliwie wazne, ale czy przyczyni sie do ,,ustalenia granicznej dawki”, jak to okre$laja autorzy jest mato
prawdopodobne. Teoretycznie kazda dawka otowiu jest toksyczna, ale w pewnych granicach dawki nie
powoduja istotne zmiany w organizmie, cho¢ na poziomie komérkowym moga by¢ to zmiany faktycznie
zauwazalne.

Cytowana metoda (Fenech, 2000), wydaje si¢ by¢ odpowiednia do oszacowania takich zmian i wlasnie
dlatego nie rozumiem, dlaczego autorzy chca uzywac do tych zliczen retykulocytow (zamiast limfocytow),
ktére nie posiadaja jadra komorkowego, skoro metoda opiera si¢ na komodrkach posiadajacych
funkcjonujacego jadra komoérkowego?!

Jesli chodzi o plan eksperymentu, nasuwa mi si¢ nast¢pujace pytanie: Czy nie tatwiej bytoby podawaé otow w
roztworze, niz moczy¢ granulat (patrz: Masso ef al. 2007 lub Jadhav et al. 2007)?

Kosztorys projektu wymaga przeliczen:

Wydaj¢ mi si¢ ze autorzy nie do konca zdaja sprawe z zasad prowadzenia hodowli. Zaktadajac hodowle
eksperymentalng na 600 osobnikow nie wystarczy kupi¢ 600 klatek, trzeba liczy¢ sie minimalnie 700-800
klatkami, biorac pod uwagg ze klatki myje si¢ 1 suszy si¢ — zatozmy, ze robimy to w ratach, przynajmniej raz
w tygodniu kazda klatke - , a w tym czasie tez trzeba przechowac zwierzgta gdzies. Wige mamy juz koszt
koto 80.000PLN. Z drugiej strony za$, nie rozumiem dlaczego zwierzeta maja by¢ pojedynczo w klatkach?
Mozna by bylo trzymac¢ ich w grupach po pare osobnikow tej samej pici i dzieki temu obnizy¢ koszty.

Czy testy beda wykonywane na wszystkich osobnikach kazdorazowo, czy tylko na czg$ci, a moze kumuluje
si¢ probki i dokonuje si¢ jedna analizg na cala grupe? Przynajmniej tak wynika z obliczen.

Drobna pomytka w obliczeniach: sprzg¢t do pobierania prob i przeprowadzenia testu: 15 PLN x 60 wynosi
900 PLN a nie 90 PLN, a dodatkowo liczba wykonanych testéw wedtug opisu jest nie 60 ale min. 120 (10
grup testowanych raz w miesiacu przez 12 miesigcy to 120 prob, a nie 60), wiec koncowa suma testow
wynosi 1800. No chyba, Ze sa jeszcze jakie$ btedy w ilosci prob do analiz.

Podsumowuja¢é, projekt jest ciekawy, ale w obecnej formie zalecitabym odrzucenie go. Po dokonaniu
poprawek zardwno metodologicznych, jak i finansowych, bedzie to interesujaca propozycja. Powodzenia.
Agnieszka Bednarska

Recenzja projektu ,,Ocena wplywu olowiu na uszkodzenie materialu genetycznego u nornicy rudej z
wykorzystaniem biomarkeréow”

Podstawowy brak projektu, to nie uzyskanie przez recenzenta odpowiedzi na pytanie do czego autorki daza.
Prawdopodobnie chodzi o to, Ze proponowany sposdb sprawdzania toksycznosci otlowiu znalaztoby
zastosowanie aplikacyjne. Jesli tak, to trzeba o tym napisac. Z drugiej strony autorki pisza, ze metoda jest
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niespecyficzna, wiec nie wiadomo na ile umozliwi ona oddzielenie wptywu otowiu od innych czynnikéw.
Brak w nim przestanek na przyszto$¢. Recenzent nie jest pewien czy te badania pozwola dowiedzie¢ sig
czego$ nowego o cytotoksycznym wplywie otowiu, gdyz przyjete zatozenia nie sa w petni poprawne, a
autorzy stosuja jakies$ skroty myslowe. Projekt jest takze nieprzemys$lany od strony metodologicznej i w
obecnej formie nie kwalifikuje si¢ do finansowania. Nalezy go gruntownie przemysle¢ i poprawic¢. Ponizej
zastrzezenia (mniej lub bardziej dokuczliwe).

Tytuk: Skoro autorzy zdecydowali, ze badania bgda prowadzone na konkretnym gatunku, w tytule powinni
byli poda¢ nazwe gatunkowa nornicy rudej (Cletrionomys = Myodes glareolus). Tytul sugeruje, ze autorki
zamierzaja bada¢ kilka biomarkerow, jednak w Zadnym miejscu nie wspominaja o innym biomarkerze niz
badanie frekwencji mikrojader. Po tytutach nie stawia sig¢ kropek.

Streszczenie: W streszczeniu znalazly si¢ tylko informacje o celu projektu i zastosowanej metodzie. To
zdecydowanie za mato jak na streszczenie calego projektu. Zamiast stowa ,,eksperyment” proponowatabym
uzy¢ stowa ,,projekt”.

Cel: Z celu projektu nie wynika po co to wszystko. Sprawdzenie czy rézne stezenia otowiu w pokarmie
wplywaja na stopien uszkodzen materiatu genetycznego na poziomie komorkowym, przy jednoczesnym
stwierdzeniu ze otéw ,,wywotuje uszkodzenia materiatu genetycznego”, nie wnosi nic nowego. Skoro
wiadomo, Ze jest to pierwiastek mutagenny, to zapewne wiadomo tez jakie poziomy tego metalu wywotuja
ten mutagenny efekt. Autorki pisza o standardowych metodach badan toksycznosci otowiu, ale nie wyjasniaja
co to za metody. Nie pisza rowniez nic o normach dopuszczalnego stezenia otowiu, cho¢ sugeruja, ze takie
istnieja. Taka informacja powinna znalez¢ si¢ w tekscie, aby recenzent mogt sprawdzi¢, czy zaproponowany
przez autorki zakres badanych stezen olowiu jest sensowny. Skad wiadomo, ze test cytogenetyczny umozliwi
wczesniejsze wykrycie toksycznych skutkéw olowiu, niz dotychczasowe testy, skoro autorki nie pisza nic o
dotychczas stosowanych testach?

Nalezy podac¢ jakie jest to ,,bardzo wysokie, wrgcez katastrofalne stezenie” otowiu.

Istniejacy stan wiedzy: Czy aby na pewno w dotychczasowych badaniach nie brato si¢ pod uwagg czasu
ekspozycji na zanieczyszczenie, skoro wiadomo, ze w przypadku metali wraz z czasem ekspozycji wzrasta
ich stezenie w organizmie? Przeciez skoro metale nie ulegaja biotransformacji i maja tendencje do
akumulowania si¢ w organizmie, ich ilo$¢ st¢zenie w tkankach rosnie wraz z czasem ekspozycji. Stwierdzenie
,wynikiem jest trudno$¢” brzmi dziwnie. Proponowane ustalenie dawki granicznej stanowiacej zagrozenie dla
organizmu przy eksperymencie, gdzie ekspozycja nastgpuje przez pokarm budzi watpliwosci, bo co oznacza
dawka otowiu w pokarmie, jesli nie kontroluje si¢ ile tego pokarmu dany osobnik spozyt? Mysle, ze nie
zaszkodzitoby zbadanie jak dane stgzenie w pokarmie ma si¢ od st¢zenia olowiu zakumulowanego w
tkankach i z tym stezeniem korelowac¢ ewentualne zmiany we frekwencji mikrojader. Ze sformutowania
,mikrojadra sa biomarkerami” wynika, ze kazde pojedyncze mikrojadro to biomarker, a przeciez to
frekwencja mikrojader ma by¢ biomarkerem narazenia na otow.

Metodyka: Co to sa ,,specjalne klatki” oraz standardowy sposdb hodowli zwierzat? Dlaczego do badan
wybrano nornice? Metody trzeba pisa¢ tak, aby na podstawie tego opisu inna osoba byta w stanie
przeprowadzi¢ badania w ten sam sposob. ,,Warto$¢ stezen otowiu” to po prostu stgzenie otowiu, a jednostka
to mg/kg. Czy rzeczywiscie do poboru krwi ma tuzy¢ pipeta?

Skoro najpierw autorki pisza, ze badane osobniki bgda rownowiekowe, to jakim cudem w tescie
mikrojadrowym beda si¢ r6zni¢ data urodzenia? Po co te odstepy?

Autorki nic nie pisza o spodziewanych wynikach i nie radza sobie z cytowaniem literatury. W kosztorysie nie
uwzgledniaja kosztoéw zwiazanych ze wspolpraca w Niemczech. Brakuje numeracji stron projektu.
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Dawid Moron

Recenzja projektu ,,Ocena wplywu olowiu na uszkodzenie materialu genetycznego u nornicy rudej z
wykorzystaniem biomarkerow”

Celem badan jest stwierdzenie, czy rozne st¢zenia olowiu zawartego w pokarmie i czas ekspozycji wptywaja
na stopien uszkodzenia materiatu genetycznego na poziomie komorkowym.

Postawiony przez autorow cel jest klarowny, jednak juz w rozdziale ,,stan wiedzy” podaja cytacje, ze otow
powoduje uszkodzenia materiatu genetycznego! Wskazuje to na wtornos¢ projektu. Autorzy sugeruja
istotnos¢ badan zniszczen materiatu genetycznego w walce z nowotworami u ludzi. To moze badania
przeprowadzi¢ na szczurach, ktore sa standardowo uzywane w badaniach przedklinicznych

Zaleta projektu jest potaczenie dwu czynnikdw, czyli st¢zenie otowiu oraz czasu ekspozycji. Proponuje
mocniejsze zaakcentowanie tego aspektu projektu.

Projekt wart jest finansowania, jednak po gruntownym przeredagowaniu i przemysleniu celu badan.

Maciej Ejsmond

Recenzja projektu ,,Ocena wplywu olowiu na uszkodzenia materialu genetycznego u nornicy rudej z
wykorzystaniem biomarkerow.”

W projekcie autorzy poruszaja szeroki problem zanieczyszczenia metalami cigzkimi srodowiska zycia
organizméw. Niewatpliwie jest to problem bardzo wazny, aczkolwiek mozna mie¢ watpliwosci czy na zadane
pytania nie odpowiada ugruntowana wiedza. Sami autorzy stwierdzaja w celach projektu, ze otéw wywoluje
uszkodzenia materiatu genetycznego. Zatem efekt wysokosci dawki wydaje sig tatwy do przewidzenia.
Powszechnie wiadomo, iz metale cigzkie akumuluja si¢ w organizmach zywych, a efekty toksyczne pojawiaja
si¢ po pewnym czasie. Zatem efekt czasu ekspozycji na zanieczyszczenia otowiem takze wydaje si¢ tatwy do
przewidzenia. Zastosowanie analizy frekwencji mikrojader jako metody pomiarowej efektu toksycznosci jest
wg. autorow nowatorskie, ale nie jest do konca przekonywujace czy jest to wystarczajacy argument do
przeprowadzenia badan ktérych efekt mozna przewidzie¢ z duzym prawdopodobienstwem.
Poza powyzszym gléwnym zarzutem pojawiaja si¢ takze mniej wazne drobiazgi, na ktére pozwolitem sobie
zwrécié uwage.
- Autorzy uzywaja skrotéw myslowych, ktore utrudniaja czytanie, wywotuja negatywne wrazenie oraz sa
niesciste np.:
w celach projektu: oldéw jest pierwiastkiem ,,czestym w srodowiskach poddawanym negatywnym
oddziatywaniom antropogenicznym.” Zdanie brzmi skomplikowanie, ale np. obszary wycinanego lasu
deszczowego niekoniecznie musza by¢ zanieczyszczone otowiem.
W akapicie istniejacy stan wiedzy zdanie ,,Wynikiem jest trudno$¢ ustalenia poziomu stgzenia...” jest
zupetnie niezrozumiate.
- W akapicie istniejacy stan wiedzy: stezenia otowiu ,,0siagaja poziomy wymagajace interwencji
srodowiskowej”. Co to jest interwencja srodowiskowa?
- Co autorzy rozumieja pod pojgciem ,,rOwnowagi genetycznej populacji”, poniewaz termin ten jest
zazwyczaj uzywany do okreslenia sytuacji gdy populacja pozostaje w stanie rownowagi Hardy’ego-
Weinberga.
- W akapicie Metody: Nornica ruda nie jest gatunkiem rozpowszechnionym ale w §rodowiskach do$¢
konkretnego typu.
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- Autorzy nie pisza na jakiej podstawie dobrali takie, a nie inne st¢zenia otowiu podawanego w pokarmie.

- Zatozenie r6znicy wieku nornic nalezacych do kolejnych grup (doktadnie dwa dni) wydaje si¢ by¢ mocno
nierealistyczne. Mozliwos$¢ otrzymania takich wyrownanych grup wymagata by olbrzymich liczebnos$ci
noworodkow. Czy rzeczywisci kilkudniowe rdznice w wieku zwierzat maja, tak duze znaczenie dla wynikow
eksperymentu?

- W akapicie Analiza danych: autorzy pisza o pierwszym etapie w ktdrym zostanie zastosowany GLM. Brak
informacji co bedzie si¢ dziato w drugim etapie.

- Chyba lepiej unika¢ stwierdzen potocznych typu: ,,st¢zenia olowiu sa wrgcz katastrofalne”.

Karolina Kuszewska

Recenzja projektu pt: Ocena wplywu olowiu na uszkodzenie materialu genetycznego u nornicy rudej z
wykorzystaniem biomarkerow.

Autorzy projektu postanowili przeprowadzi¢ badania dotyczace wptywu olowiu na uszkodzenie materiatu
genetycznego. Planowany eksperyment pozwoli odpowiedzie¢ na wazne i zarazem zagadnienie, pomimo to w
projekcie mozna znalez¢ kilka niedociagnigc.

1) W streszczeniu znajduje si¢ zdanie, ktorego kompletnie nie rozumiem, brzmi ono: Eksperyment ma na
celu doswiadczalne okreslenie cytotoksycznego wplywu skazenia olowiem w zaleznosci od jego
stezenia i czasu ekspozycji. Brakuje w tym zdaniu na co wptywa ten otow, na komorki, na materiat
DNA, z reszty projektu mozna si¢ tego dowiedzie¢ , jednak proponowatabym poprawi¢ to zdanie.

2) Kolejna rzecza jest wybor dawki na podstawie stezen wystepujacych w terenach zanieczyszczonych.
Skoro wiadomo ze otow zle wptywa na organizmy to pewnie tez znana jest najnizsza dawka, ktora
wplywa na te organizmy w widoczny sposob (powoduje zmiany fizjologiczne, w zachowaniu), moze
wigc po prostu nalezy wybrac stezenia malejace ale dopiero od tej dawki.

3) W pracy brakuje tacinskiej nazwy badanego obiektu.

Kolejne uwagi dotycza formy projektu:

4) Czasami na koncu zdania pojawiaja pojedyncze litery (spojniki) np. ,,a”, ,,i”’, nie powinno si¢ to
zdarzaé

5) Na pierwszej stronie na samym dole rozpoczety jest kolejny rozdziat projektu ale tekst jest juz na
nastgpnej stronie i to tez powinno by¢ zmienione

Pomimo tych uwag uwazam, ze projekt jest interesujacy i po uwzglednieniu poprawek mozna rozpoczaé
wykonywanie badan.
Rafal Martyka

Recenzja projektu: ,,Ocena wplywu olowiu na uszkodzenie materialu genetycznego u nornicy rudej z
wykorzystaniem biomarkerow”

Ocena oddziatywania metali cigzkich na organizmy zywe byla i jest przedmiotem szeregu badan.
Zaprezentowany projekt wpasowuje si¢ w ta tematyke i jako taki w obecnym stanie nie wydaje si¢ by¢
nowatorski. Autorzy chca zbada¢ wptyw olowiu na stopien uszkodzenia materiatu genetycznego u nornic
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rudych wykorzystujac do tego celu test mikrojadrowy. W mojej opinii bardzo interesujacy jest pomyst
zastosowania tej metody do tego celu z uwagi na tatwos$¢ 1 niskie koszty jej wykonania. Jesli faktycznie test
mikrojadrowy okazalby si¢ skutecznym biomarkerem do oceny oddzialywania otowiu (badz innych metali) na
stopien uszkodzenia DNA w komorkach byloby warto przeprowadzi¢ planowane badania tak aby wykaza¢
przydatnos¢ tej metody. Dlatego jesli autorom wtasnie o to chodzito to obecnie sformutowany cel i1 jego
argumentacja nie sa przekonywujace i powinny by¢ zmienione. Zaplanowanie badan nie budzi zastrzezen, a
podejscie eksperymentalne przemawia na korzys¢ tego projektu. Podsumowujac, pomyst wykorzystania testu
jadrowego w ocenie wptywu metali na organizmy jest ciekawy, ale wedlug mnie Zle przedstawiony. W tym
momencie autorzy ktada wigkszy nacisk na ocen¢ wplywu otowiu niz na nowa metode, za pomoca ktorej chca
to zrobié¢. Sadzg, ze powinno by¢ odwrotnie.

Zofia Prokop

Recenzja projektu ‘Ocena wplywu olowiu na uszkodzenie materialu genetycznego u nornicy rudej z
wykorzystaniem biomarkerow’

Projekt dotyczy waznego zagadnienia wptywu metali cigzkich na organizmy. Z przedstawionego omowienia
literatury wynika, ze proponowane badania moga mie¢ cenny wktad w istniejacy stan wiedzy poprzez
pokazanie efektow otowiu (w roznych dawkach i po réznym czasie ekspozycji) na poziomie komorkowym,
ktore w dtuzszej perspektywie moga mie¢ grozne konsekwencje zdrowotne. O ile sig orientuje (nie bedac
specjalistka w tej dziedzinie), takie odlegle w czasie efekty sa czgsto pomijane w badaniach nad szkodliwym
wpltywem réznych substancji. Zaleta projektu jest podejscie eksperymentalne, pozwalajace zminimalizowac
wplyw roznorakich czynnikéw, ktore moglyby zaciemnia¢ obraz w przypadku badan terenowych nad
podobnym problemem.

Niestety po projekcie widac, ze byt pisany pod bardzo silng presja czasu, w zwiazku z czym mozna w nim
znalez¢ liczne niedociagnigcia. Brak jasno sformutowanych przewidywan oraz wyjasnienia, co doktadnie
projekt wnosi do tego, co juz wiadomo. Mozna si¢ do tych informacji dokopaé, czytajac kilkakrotnie punkty
dotyczace celow projektu oraz istniejacego stanu wiedzy — kiedy juz si¢ to zrobi, to projekt brzmi
przekonujaco, jak zaznaczytam powyzej — ale dokopywania si¢ lepiej chyba nie wymagaé od cztowieka, ktory
ma podjac¢ decyzj¢ o finansowaniu projektu. Ponadto, autorzy nie podaja, przy jakiej frekwencji mikrojader
mozna mowic o zagrozeniu dla organizmu, co jest sprawa kluczowa jesli chca oszacowaé progowe wartosci
stezenia i ekspozycji na olow, przy ktérych takie zagrozenie si¢ pojawia.

Mam réwniez pewne zastrzezenia co do sposobu przeprowadzenia planowanego eksperymentu i analiz. Po
pierwsze, w uktadzie eksperymentalnym brakuje dodatkowej grupy kontrolnej, karmionej zupetnie czystym
pokarmem (jony siarczanowe, jak sadze, rdwniez moga wywiera¢ negatywny wpltyw na organizm). Po drugie,
badanie poszczegdlnych grup eksperymentalnych w ré6znym czasie nie jest dobrym pomystem: nawet jesli
kontrolujemy wiek osobnikow, nie mozemy wykluczy¢ wpltywu dnia przeprowadzenia pomiaru na jego
wynik. Nalezatoby raczej za kazdym razem bada¢ po 6 osobnikoéw z kazdej grupy (przy 10 grupach), zeby
mie¢ pewnos¢, ze ewentualny efekt dnia nie nalozy si¢ na efekt grupy. Opis analiz statystycznych trzeba
doprecyzowac¢ — w obecnym ksztalcie trudno zrozumie¢, do czego uzywana bedzie analiza regresji
(rozumiem, ze do zbadania efektu wzrostu stgzenia, ale opis sugeruje ze moze rowniez chodzi¢ o czas). W
kosztorysie brak wzmianki o przeprowadzaniu analiz w Bochum.

Jezyk wymaga dopracowania, miejscami pojawiaja si¢ zdania nielogiczne (,,....czy rdzne stgzenia otowiu (...)
wplywaja na stopien uszkodzenia materialu genetycznego na poziomie komérkowym”™) lub zbyt ogélnikowe
(,,Zanieczyszczenie otowiem i1 jego wplyw na material genetyczny jest waznym problemem™).

Zofia Prokop
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OSTATECZNA WERSJA PROJEKTU

Ocena wplywu niskich stezen olowiu w pokarmie na uszkodzenie materiatu
genetycznego u nornicy rudej Myodes glareolus

Justyna Morawska — Ploskonka*, Dominika Dragosz* , Katarzyna Bojarska*, Leszek Bujoczek**

* Instytut Nauk o Srodowisku, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow
** Wydzial Le$ny, Akademia Rolnicza, Krakow

Streszczenie

Jednym z metali cigzkich wystgpujacych w srodowiskach zanieczyszczanych jest otow. Posiada on
silne wlasciwos$ci mutagenne i kancerogenne poznane poprzez analizy st¢zen wystepujacych na terenach
silnie skazonych. Zasadniczym celem proponowanego projektu jest okreslenie wptywu niskich stgzen olowiu
w pokarmie i1 czasu ekspozycji na stopien uszkodzenia materiatu genetycznego. Przeprowadzony zostanie test
mikrojadrowy
na retikulocytach krwi nornicy rudej hodowanej w warunkach laboratoryjnych. Wyniki badan moga znalez¢
zastosowanie we wezesnym wykrywaniu mutagennego dziatania olowiu,
co umozliwi podjecie dziatan zapobiegajacych powstawaniu nowotworow.

Cel projektu

Otow jest silnie toksycznym metalem cigzkim, ktory wystepuje czgsto
w srodowiskach poddawanych zanieczyszczeniom antropogenicznym. Dostaje si¢
do organizmu przede wszystkim droga pokarmowa i akumuluje si¢ w jego tkankach.

Wiadomo, ze ekspozycja na wysokie stgzenia olowiu powoduje uszkodzenia DNA,

a w konsekwencji wzrost zachorowalno$ci na nowotwory (Neri et al. 2003). Przypuszczamy,

ze dziatanie niskich stezen tego metalu w dtugiej perspektywie czasowej takze moze prowadzi¢ do
kancerogenezy. Dlatego wczesne wykrycie uszkodzen DNA wywotanych przez otow moze by¢ podstawa
podjecia dziatan prewencyjnych. Jednak dotychczas nie zbadano wptywu niskich stezen otowiu na stopien
uszkodzenia materiatu genetycznego po dluzszym czasie ekspozycji.

Celem proponowanego projektu jest okreslenie wptywu niskich stgzen otowiu i czasu ekspozycji na
stopien uszkodzenia materiatu genetycznego. Mozliwe bgdzie takze zaobserwowanie, jaka ilo$¢ otowiu
zawartego w spozywanym w ciagu roku pokarmie zostanie zakumulowana w kosciach. W planowanym
eksperymencie bedziemy okresla¢ stopien uszkodzenia DNA za pomoca frekwencji mikrojader w
retikulocytach u nornicy rude;j.

Przewidujemy, ze:

1) Wyzsze stezenie otowiu bgdzie mialo silniejszy efekt genotoksyczny.

2) Wraz z wydtuzeniem czasu ekspozycji cz¢stos¢ mikrojader w komoérkach wzrosnie.

3) Interakcje migdzy czasem ekspozycji na otow a jego st¢zeniem beda mialy zasadniczy wplyw na
stopien uszkodzenia materialu genetycznego.

Zaktadamy mozliwos$¢, ze zalezno$ci efektu genotoksycznego od badanych czynnikow moga nie by¢
liniowe.

Istniejacy stan wiedzy

Metale cigzkie akumuluja si¢ w tkankach, dlatego ich st¢zenie wzrasta wraz z czasem ekspozycji. W
organizmie nie ulegaja one biotransformacji i sa wiazane przez wyspecjalizowane biatko - metalotioneing
(Migula i Laskowski 200...). Gléwnym miejscem akumulacji otowiu sa kosci. W dotychczasowych badaniach
nie zostalo jednak sprecyzowane, jak stgzenie w pokarmie przektada si¢ na st¢zenie w tkance kostne;.
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Wykryto mutagenne wtasciwosci wysokich stgzen tego pierwiastka w srodowisku petniace wazna rolg w
procesie transformacji nowotworowej (Sorsa i in. 1987 za Sasiadek i Jagielski 1994). W wyniku ekspozycji na
oléw moze dochodzi¢ do aktywacji onkogenow oraz inaktywacji genow supresorowych (Guminska i Porwit-
Bobr 1995).

Badania wptywu metali ci¢zkich na organizmy byty prowadzone giéwnie na mikroorganizmach (testy
Amesa) lub w hodowlach komérkowych (Guminska i Porwit-Bobr 1995). Hodowle in vitro moga by¢
utrzymywane tylko przez krétki czas, zatem nie dawaty mozliwosci stwierdzenia, jaki jest wpltyw dtugosci
trwania ekspozycji na metal oraz procesu starzenia si¢ na stopien uszkodzenia DNA. Udowodniono, ze wraz
ze starzeniem si¢ organizmu wzrasta liczba blgdow w mitotycznym podziale komoérki (Lubka 1 in. 2004).

Test mikrojadrowy jest prosta metodq umozliwiajaca szybka, tania i powtarzalng oceng uszkodzen
chromosomow, mozliwa do przeprowadzenia na duzej liczbie komorek. Metoda ta dostarcza bezposrednich
informacji o zmianach zachodzacych na poziomie chromosomowym (Kubiak 1995). Mikrojadra to struktury
wystepujace w obrebie komorki, powstate z jadra komdorkowego w trakcie zaburzonego procesu mitozy.
Wykazano, ze sa one biomarkerem skutkéw narazenia na substancje cytotoksyczne (Mielzynska 2000).
Czestos¢ pojawiania si¢ mikrojader uwazana jest za wskaznik podatno$ci na nowotwory i choroby
degeneracyjne (Cierniak i Kapiszewska 2002).

Metody

1. Obiekt i miejsce eksperymentu

Prace beda wykonywane za zgoda Komisji Etycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Eksperyment zostanie przeprowadzony w warunkach laboratoryjnych na gatunku nornica ruda Myodes
glareolus. Gryzon ten jest tatwy w hodowli. Zwierzeta beda pozyskane nieodptatnie z hodowli Zespotu
Ekologii Fizjologicznej Instytutu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagiellonskiego. Miejscem eksperymentu
bedzie zwierzetarnia Wydzialu Biotechnologii UJ.

2. Model eksperymentu

Zwierzeta beda przetrzymywane pojedynczo w klatkach do hodowli zwierzat laboratoryjnych w
warunkach statej temperatury i wilgotnosci oraz przy naturalnym o$wietleniu.

Badania przeprowadzone zostana na 420 osobnikach. Dwutygodniowe zwierzeta zostang losowo
przydzielone do siedmiu grup: dwoch kontrolnych i pigciu do§wiadczalnych, po 60 osobnikow kazda (w
réwnym stosunku pici).

Skazona pasza zostanie przygotowywana ze standardowej paszy laboratoryjnej, poprzez rozmoczenie
granulatu i dodanie do niego odpowiedniej dawki roztworu siarczanu (VI) olowiu, a nastepnie wysuszenie.
Pokarm grup kontrolnych bedzie poddany analogicznemu przetworzeniu z dodaniem tylko jonow
siarczanowych w przypadku kontroli nr 2 i tylko czystej wody w przypadku kontroli nr 1 (Tab.1). Proces
przetworzenia nie wplynie na jakos$¢ paszy. Stg¢zenia olowiu w pokarmie wyznaczono na podstawie danych
literaturowych dotyczacych gleby na terenach stabo zanieczyszczonych. Warto$ci zmniejszono 100 razy, aby
uzyskac hipotetyczna zawarto$¢ w bazie pokarmowej zwierzat. Tygodniowa ilos¢ paszy (ustalona w oparciu
o informacje ustne od 0sob prowadzacych hodowle w Instytucie Nauk o Srodowisku UJ) wazona bedzie przed
kazdym podaniem, podobnie jak nie zjedzone pozostatosci.

W dniu poboru krwi zwierzgta zostana zwazone.
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Tabela 2. Wartos$ci stezen otlowiu w podawanej paszy.

Nr grupy mg Pb/ kg s.m. paszy
1 0
2 0
3 2
4 4
5 8
6 16
7 32

3. Test genotoksycznos$ci

Metoda oceny uszkodzen materialu genetycznego bgdzie test mikrojadrowy. Materiat zostanie pobrany
w miesigcznych odstepach przez okres 1 roku (wszystkie proby tego samego dnia). Analizowane bedzie
czgsto$¢ wystgpowania mikrojader w retikulocytach krwi obwodowej pobranej przyzyciowo mikropipeta z
ogona (standardowa metoda). Uzasadnieniem wykorzystania retikulocytéw jest doktadnie opracowana i
sprawdzona metodyka testu mikrojadrowego na retikulocytach matych zwierzat. Z krwi zostana sporzadzone
preparaty mikroskopowe odpowiednio utrwalone i wybarwione oranzem akrydynowym. W celu uniknigcia
btedow zwiazanych z wptywem obserwatora konieczna jest automatyzacja procesu przeprowadzenia testu.
Szacowanie frekwencji mikrojader zostanie wykonane na analizatorze w laboratorium Uniwersytetu Ruhr w
Bochum w Niemczech, dokad wszystkie utrwalone preparaty zostana wystane jednorazowo po zakonczeniu
eksperymentu. Laboratoria w Polsce nie posiadaja takiej aparatury, a jej zakup wiazatby si¢ z wyzszymi
kosztami niz wystanie probek za granicg. Wynikiem bedzie czgsto$¢ wystgpowania mikrojader wyrazona w
promilach.

4. Oznaczenie zawartosci olowiu w kosciach

Po zakonczeniu eksperymentu zostanie oznaczone st¢zenie otowiu w kosciach. Zwierzgta zostana
usmiercone, a ich obojczyki poddane mineralizacji. Oznaczenia st¢zenia dokonamy przy uzyciu
spektrofotometru absorpcji atomowe;.

5. Analiza statystyczna wynikow

Zastosowany zostanie Ogdlny Model Liniowy (GLM) z analiza kontrastéw. Zmienna zalezng bedzie
czesto$¢ mikrojader, zmiennymi niezaleznymi czas, czynnikami stezenie i pte¢, kowariata masa spozytej
paszy 1 masa zwierzgcia. Do pokazania stezenia otowiu w ko$ciach jako funkcji st¢zenia w pokarmie zostanie
zastosowana analiza regresji.

Efekty projektu

Uzyskane wyniki zostang opublikowane w czasopismach naukowych, takich jak Enviromental Pollution i
Environmental Toxicology and Chemistry.
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Kosztorys

Klatki do hodowli + ich wyposazenie: 100 PLN * 600 = 60 000 PLN

Pokarm: 20 PLN * 365 dni =7 300 PLN

Sprzet do pobrania prob i przeprowadzenia testu mikrojadrowego: 5 PLN * 420 * 12 = 25200 PLN
Wysytanie préb do analiz i ich koszt: 20 000 PLN

Oznaczenie stezenia otowiu w kosciach: 5000 PLN

Wynagrodzenie dla pracownikéw technicznych: 20 PLN * 356 * 4 =29 200

Razem: 146 700 PLN
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2. Wptyw zarastania tak trzeslicowych (Molinietalia) na réznorodnos¢ dzikich
pszczot - Agnieszka Bednarska; Michat Ciach; Dawid Moron

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

Wplyw zarastania lak trzeslicowych (Molinietalia) na ré6znorodnosé dzikich pszczot
Agnieszka Bednarska*, Michat Ciach**, Dawid Moron*

*Instytut Nauk o Srodowisku, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

**Wydziat Le$ny, Akademia Rolnicza, Krakéw

Streszczenie

Proponowany projekt dotyczy wptywu zarastania tak trzeslicowych (Molinietalia) na r6znorodno$¢
dzikich pszczot (Apioidea) Podczas badan zamierzamy sprawdzi¢ przy jak duzym udziale krzewow i drzew
na lakach trzgslicowych dochodzi do spadku bior6znorodnosci badanych zapylaczy.

Chcieliby$my takze zaproponowac¢ wiasciwy sposdb gospodarowania na tego typu fakach, najbardziej
optymalny dla zachowania wysokiej roznorodnosci pszczét dzikich. Pszczoty sa uznawane za zapylaczy
niezmiernie waznych z punktu widzenia zycia wielu roslin oraz ze wzgledow ekonomicznych.

Powierzchnie eksperymentalne, z ktérych pszczoty beda odtawiane zostana wyznaczone na takach w
okolicach Krakowa. Jednak wyniki badan bgda miaty bezposrednie przetozenie na praktyczne zastosowanie w
czynnej ochronie przyrody prowadzonej zardwno w kraju, jak i w catej Europie, gdzie liczba zapylaczy
drastycznie maleje.

Cel projektu

Pszczoly sa najwazniejsza grupa zapylaczy, od ktorych zalezy rozmnazanie wielu gatunkow roslin
kwiatowych, jako$¢ i ilo$¢ nasion i owocoéw oraz ich zré6znicowanie genetyczne. Zapylacze maja ogromne
znaczenie gospodarcze, zapylajac ponad potowe roslin uprawianych przez cztowieka, jednak ich ilo$¢ z roku
na rok maleje. Jednym ze sposobow zachowania wysokiej biordznorodnos$ci dzikich pszczot jest ochrona ich
siedlisk.

Siedliska zamieszkiwane przez pszczoty to gldwnie otwarte tereny, pochodzenia antropogenicznego,
ktore wymagaja koszenia w celu zachowania ich charakteru. Przyktadem siedlisk zamieszkiwanych przez
pszczoty sa taki trzgslicowe. W klimacie umiarkowanym taki te to zespoty nieklimaksowe cechujace si¢
jednym z wyzszych poziomow réznorodnosci roslin kwiatowych i zwiazanych z nimi zapylaczy. Notowane w
ostatnich latach zaniechanie uzytkowania fak ko$nych prowadzi do ich zarastania i zmian w r6znorodnosci
fauny 1 flory.

Celem projektu jest poznanie wplywu zarastania tak na réznorodno$¢ dzikich pszczoét. Projekt ten
pozwoli na odpowiedz na nast¢pujace pytania:

1. Jak réznorodnos$c¢ i liczebnos¢ dzikich pszczot zmieni si¢ wraz ze wzrostem stopnia pokrycia siedliska
przez krzewy i drzewa?

2. Jak zmieni si¢ udziat poszczegdlnych specjalistow pokarmowych (oligo- i1 polilektyczne), udziat
gatunkow spotecznych badz samotnych oraz gniazdujacych w ziemi badz w roslinnosci?

Spodziewany si¢ negatywnego wptywu zarastania na liczebno$¢ i réznorodno$¢ fauny pszczot, wzrostu

udziatu gatunkow polilektycznych oraz spotecznych, ktore w trudniejszych warunkach zwykle radza sobie

lepiej oraz wzrostu udziatu gatunkow gniazdujacych w roslinno$ci. Poznanie odpowiedzi na powyzsze

pytania pozwoli na zaplanowanie optymalnego sposobu gospodarowania na tych fakach w celu ochrony

zamieszkujacych je zapylaczy
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Istniejacy stan wiedzy

Dzikie pszczoty maja zasadnicze znaczenie w utrzymywaniu réznorodnosci roslin kwiatowych.
Ponadto udziat pszczot w wielkosci plonéw uzyskanych dzigki ich zapyleniu w krajach UE i Stanach
Zjednoczonych wart jest miliardy euro rocznie (Kremen in.,2003; Williams 1994). Tym bardziej alarmujacy
jest fakt, ze liczba zapylaczy w krajach Europy Zachodniej maleje (O Tool 1993; Biesmeijer i in., 2006;
Fitzpatrick 1 in., 2007). Waznym czynnikiem negatywnie oddziatujacym na spadek liczebnosci 1
réznorodnos$ci zapylaczy jest zanikanie ich siedlisk. Proces utraty siedlisk zapylaczy jest potggowany
zaniechaniem ekstensywnego rolnictwa oraz prowadzeniem planowych zalesien, bedacych czescia polityki
rolno-lesnej UE. Bez prowadzenia wlasciwej gospodarki na takach trzeslicowych, siedliska te znikna, a wraz
z nimi wysoka réznorodno$¢ pszczot. Na takach okolic Krakowa, ktére zostang objete badaniami w tej pracy
dotychczas stwierdzono obecno$¢ ponad 100 gatunkéw dzikich pszezot (Moron, informacja ustna).
Dodatkowo, przeprowadzenie badan na terenach, o ktorych posiadamy informacje, przyniesie powazne
oszczednos$ci finansowe, ograniczajac ilos¢ pracy i liczbg wyjazdoéw w teren, zwiazanych z wyznaczeniem
powierzchni badawczych. Oprocz badan florystycznych (Dubiel, 1996) oraz projektu Witek (projekt KBN)
dotyczacego mrowek i modraszkow z rodzaju Maculinea, rowniez Skorka i in. (2007) prowadzit badania nad
wpltywem sukcesji na r6znorodnos¢ motyli na wspomnianych terenach. Jednak problem zarastania tak przez
krzewy 1 drzewa w powiazaniu z malejaca roznorodnoscia pszczot dzikich nie byt dotad badany. Jezeli proces
ten prowadzi do zanikania pszczot nalezy prowadzi¢ odpowiednie zabiegi gospodarcze, utrzymujace te
murawy w najbardziej optymalnym stadium sukcesji. Jak dotad nie dowiedziono, ktdre z tych stadiow jest
najbardziej optymalne dla utrzymania wysokiej bioréznorodnosci dzikich pszczét. Spodziewamy sig, ze
zalezno$¢ pomigdzy réznorodnoscia i/lub liczebnoscia pszczot bedzie male¢ wraz ze stopniem pokrycia
terenu przez krzewy i drzewa, jednak nie mozna wykluczy¢, ze jaki$ niski stan zakrzewienia bedzie wptywac
korzystnie na bior6znorodnos¢ pszczét. Uzyskane wyniki pozwolg zaproponowac najbardziej optymalny
sposob gospodarowania korzystny dla utrzymania wysokiej réznorodnosci zapylaczy. Zachowanie siedlisk
dogodnych dla pszczo6t powinno by¢ priorytetem zarowno dla oséb zajmujacych si¢ ochrong naturalnych
siedlisk, oraz pszczot jak rowniez zainteresowanych poprawa gospodarki rolne;.

Materialy i Metody

Przeprowadzenie badan

W celu przeprowadzenia badan wyznaczonych zostanie 6 kategorii powierzchni badawczych rézniacych si¢
stopniem pokrycia krzewami 1 drzewami: 0, 20, 40, 60, 80 1 100% pokrycia w oparciu o zdjgcia lotnicze
badanego terenu. Dla kazdej kategorii planuje si¢ wyznaczenie 10 powierzchni, sposrod ktorych zostang
wylosowane trzy. Poszczegdlne powierzchnie o wielkos$ci nie mniejszej niz 3 ha beda od siebie oddalone o co
najmniej 500 m. Na kazdej powierzchni wyznaczone zostang 200 metrowe transekty oddalone od krawedzi
powierzchni o nie mniej niz 50 m. Na powierzchniach, gdzie procent pokrycia przez krzewy begdzie utrudniat
prowadzenie odlowu z uzyciem siatki, obszar przez ktdry bedzie przebiegal transekt zostanie oczyszczony z
gatezi zachodzacych na transekt. Rozpoczgcie odtowu pszczot planuje sig na poczatek kwietnia. Od tego
czasu, az do konca sierpnia, co dwa tygodnie b¢da prowadzone odlowy na poszczego6lnych transektach przy
uzyciu siatki entomologicznej. Zaplanowany okres trwania odlowu pozwoli na wyeliminowanie ewentualnych
roéznic zwiazanych z sezonem. Odlowy beda wykonywane zawsze przez ta sama osobg, przy uzyciu siatki
entomologicznej o okreslonej $rednicy 1 w ten sam sposob, w celu standaryzacji metody. Metoda odtowu przy
uzyciu siatki entomologicznej, zdaniem autorow jest najlepsza do odpowiedzi na postawione pytania. Inna
metoda, jaka sa putapki wodne (ang. pan traps) jest bardziej selektywna w stosunku do poszczegdlnych grup.
Zebrany materiat bedzie przenoszony do laboratorium w celu oznaczenia przynalezno$ci gatunkowej, oraz
okreslenia ich liczebnos$ci. Gatunki podlegajace ochronie prawnej (Bombus sp.) zostana oznaczone
przyzyciowo w terenie 1 wypuszczone.
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Na poszczeg6lnych powierzchniach, losowo wyznaczone zostanie 10 powierzchni kotowych o $rednicy 1 m
w celu okreslenia réznorodnos$ci roslin kwiatowych, liczby kwiatow kwitnacy i Sredniej wysoko$¢ roslinnosci.
Powierzchnie kotowe bgda sprawdzane trzykrotnie w trakcie prowadzenia odlowow (koniec kwietnia, koniec
czerwca i koniec sierpnia). Pozwoli to na oszacowanie bazy pokarmowej pszczot na tych terenach, gdyz jej
zmiany prawdopodobnie moga by¢ zwiazane ze stopniem pokrycia przez krzewy.

Okres realizacji projektu: 1 rok.

Analiza wynikow

Dla poszczeg6dlnych powierzchni zostanie policzona liczba gatunkéw (bogactwo gatunkowe), wskazniki
réznorodno$ci gatunkowej Shannona-Wienera oraz wskaznik dominacji Simpsona dla pszcz6t zebranych
podczas catego sezonu odtowu (kwiecien-sierpien).

Jak wynika ze sposobu sformulowania hipotez badawczych oraz zastosowanego adekwatnie uktadu
eksperymentalnego, zasadniczym celem badan jest stwierdzenie zalezno$ci migdzy stopniem zarastania terenu
przez krzewy i drzewa a bogactwem i réznorodnoscia pszczol.

Konsekwentnie, gtdbwna metoda analizy danych bedzie analiza regresji, w ktorej zmiennymi niezaleznymi
bedzie stopien pokrycia terenu przez drzewa i krzewy, oraz cechy badanej roslinno$ci (stanowiace miarg
dostepnosci pokarmu) za$ mierzone wskazniki — zmiennymi zaleznymi. Zostanie rOwniez sprawdzona
proporcja pomigdzy oligo- i polilektycznymi pszczotami, gatunkami spotecznymi a samotnymi oraz
gatunkami gniazdujacych w ziemi a gniazdujacymi w roslinno$ci oraz ich zalezno$¢ od stopnia pokrycia
terenu przez krzewy.

Posiadane $rodki techniczne i kosztorys badah

Instytut Nauk o Srodowisku posiada dwa witasne samochody terenowe, co jest niezbedne przy tak szeroko
zaplanowanych pracach terenowych. Posiadamy takze (INoS) sprzet niezbedny do pracy w terenie, jak np.
siatki entomologiczne, klucze do oznaczania ro$lin. Zasadnicza czg$¢ pracy, w tym prace florystyczne,
zostanie wykonana przez wykonawcow projektu, ktorzy sa doktorantami. Dwie osoby sa zatrudnione na
stanowiskach inzynieryjno-technicznych w Instytucie Nauk o Srodowisku, a jedna nie ma zatrudnienia ani
stypendium. Zwazywszy, ze obecnie kazdy z nich wykonuje juz prace wykraczajaca poza wymiar etatu, a
wynikajaca z prowadzonych przez nich prac doktorskich, dodatkowe niewielkie wynagrodzenie wydaje si¢ w
petni uzasadnione. W celu precyzyjnego oznaczenia zebranego materiatu konieczne bgdzie zatrudnienie
specjalisty z dziedziny pszczot.

Do realizacji projektu niezbedny bedzie zakup zdje¢ lotniczych badanego terenu odczynnikéw (octan etylu do
usypiania pszczot), szpilek, pudet 1 gablot entomologicznych.

Szczegbdtowy kosztorys:

1. Praca w terenie, na ktore sktadaja si¢ diety oraz wyjazdy w teren 1500 zt
Zakup zdjec 1 potrzebnych materiatlow - 1000 zt
Umowa zlecenie dla specjalisty, ustuga obca - 2000z1
Wynagrodzenie dla realizatoréw projektu - 3 osoby x 5000 zt = 15000 zt
Koszty udzialu w konferencji zagranicznej - 5000 z1.
Adjustacja lingwistyczna, ustuga obca - 1500 zt.

SARNANE Bl N

Suma kosztow 26 000zt
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Efekty projektu

1. Publikacje w migdzynarodowych czasopismach naukowych, takich jak np. Biological Conservation,
Conservation Biology , Journal of Applied Ecology. Wszystkie te wydawnictwa mieszcza si¢ w
goérnych 25% czasopism tzw. Listy Filadelfijskiej pod wzgledem ,,wspolczynnika przebicia” (impact
factor).

2. Prezentacje (referaty 1 plakaty) na migdzynarodowych konferencjach dotyczacych ochrony przyrody.

3. Praktyczne konkluzje wynikajace z badan bgda wykorzystywane przy tworzeniu planoéw ochrony
rezerwatOw przyrody.
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projekt: Wplyw zarastania lak trze¢slicowych (Molinietalia) na roznorodnos$é dzikich pszczot
autorzy: Agnieszka Bednarska, Michal Ciach, Dawid Moron

1.

Ogolnie projekt oceniam bardzo dobrze. Autorzy przylozyli wage do uzasadnienia praktycznych
waloréw uzyskanych wynikéw. Po przeczytaniu ,,Istniejacego stanu wiedzy” brakuje mi jednak
pewnosci czy cokolwiek wiadomo na temat wptywu zarastania tak badz stopnia pokrycia fak
krzewami na réznorodno$¢ zapylaczy. wspomniane sa jedynie badania na fakach przy kampusie, a czy
ktos badat to zjawisko na §wiecie? Poza tym, wymieniany jest fakt badania takiej zaleznosci przez P.
Skorke na motylach i M. Witek na mréwkach 1 modraszkach ale nie wiadomo do jakich wnioskow
doprowadzity te badania.

Streszczenie dos¢ chaotyczne i przegadane. Jednocze$nie brakuje informacji dotyczacych tego jakie
dane beda zbierane (np. baza pokarmowa).

Niejasne do konca jak statystycznie traktowane bgda dane zebrane w seriach czasowych. Np. baza
pokarmowa bedzie okreslana co 2 miesiace i jak te serie zostang pozniej potraktowane w analizach
regresji? Usrednione, zsumowane, czy formalnie b¢dzie zachowana informacja o przynaleznosci do
serii czasowe;j?

Wyniki projektu beda tylko mowity tylko o tym czy istnieje zalezno$¢ migdzy charakterem taki a
stopniem zroznicowania gatunkowego pszczot ktére po niej lataja. Nalezaloby dazy¢ do rozréznienia
efektow dwu mechanizmow: wptywu charakterystyki taki na decyzje zwiazane z furazowaniem
pszczot (charakterystyka taki wplywa na bazg pokarmowa) oraz wplywu charakterystyki taki na
gniazdowanie pszczot. Dodatkowo by¢ moze do jakiego$ stopnia te dwa zjawiska sa z kolei ze soba
powiazane — decyzja pszczot o zatozeniu gniazda moze by¢ uzalezniona od bazy pokarmowej na lace.
Co prawda projekt przewiduje badanie bazy pokarmowej, ale otwarcie nie podawane sa zadne
hipotezy zwiazane z wptywem pokarmu na réznorodno$¢ pszczot.

Istotne z punktu widzenia postawionych celéw projektu bytoby zbadanie czy zmianom
bioréznorodnosci gatunkowej pszczot towarzysza zmiany ogolnej liczebnosci pszczot (niezaleznie od
przynaleznosci gatunkowej). By¢ moze problem negatywnego wptywu zapylaczy nie istnieje gdyz, co
prawda spada réznorodno$¢ zapylaczy wraz z zarastaniem 1ak, ale jednocze$nie ro$nie liczebnos¢
kilku gatunkoéw pszczot, i ogodlny potencjal zapylania przez pszczoty w danym srodowisku nie spada.
Poletka badawcze beda od siebie oddalone o 500 m, nie wiadomo czy to wystarczy aby zapewnié
niezaleznos¢ statystyczna danych. Ponadto nie wiadomo, czy zadbano aby poletka nalezace do jednej
kategorii stopnia zaro$nigcia taki byly tak samo ($rednio) oddalone od siebie jak poletka nalezace do
réznych kategorii. Jak si¢ maja zasiggi lotéw furazowych (od gniazda) do wyznaczonego dystansu 500
m dzielacego poletka? Czy np. pszczoty zyjace w tym samym gniezdzie polozonym pomigdzy dwoma
poletkami (w pasie demarkacyjnym 500 m) moga korzysta¢ z obu poletek badawczych naraz, albo czy
pszczoty majace gniazdo na jednym z poletek moga furazowac na terenie innych poletek badawczych?
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Dominika Dragosz
Recenzja projektu: Wplyw zarastania gk trzeslicowych na r6znorodnosé dzikich pszczol

Projekt doktadnie przemyslany, pozwalajacy na udzielenie odpowiedzi na postawione pytania.

Podjety problem jest wazny zaréwno z punktu naukowego (poznanie stanu biordznorodno$ci wazne;j
grupy organizmow w réznych siedliskach), jak rowniez praktycznego (ochrona siedlisk). Nieczegste jest
podjecie ochrony obszaréow w zasadzie stworzonych przez dzialalnos¢ ludzka.

Poczyniona przez autorow (zwlaszcza w streszczeniu) obietnica wskazania konkretnych sposobow
gospodarowania pozostaje obietnica, gdyz brak sprecyzowania jakiego typu dziatania moga wchodzi¢ w gre.
Moze to §wiadczy¢ o braku pomystu na wykorzystanie wnioskow.

Trafny jest pomyst badania gatunkéw dzikich w ich siedliskach. Jest to z reguty trudne metodycznie,
jednak autorzy zanalizowali bardzo wiele aspektow takich badan i maja §$wiadomos$¢ ograniczen.

Klarownie przedstawiona metodyka i analiza otrzymanych wynikéw pozwalajaca na weryfikacje
postawionych hipotez. Nie wiem tylko dlaczego badane powierzchnie maja mie¢ 3 ha i by¢ oddalone o 50m.

Autorzy doktadnie przemysleli rowniez koszty 1 starali si¢ znalez¢ kompromis pomig¢dzy poprawnym
przeprowadzeniem badan, a oszczednos$cia. Cho¢ zamieszczenie uzasadnienia w punkcie Istniejacy stan
wiedzy nie jest odpowiednie, lepiej bytoby
w kosztorysie ogolnym.

Kilka uwag:
o Istniejacy stan wiedzy W 6: stowo negatywnie niepotrzebne
Sformulowanie fauna pszczot — czy nie réznorodnosé dzikich pszczot
Istniejacy stan wiedzy W 9: Bez prowadzenia...- sugeruje, ze taki trzg¢§licowe to ich jedyne siedliska
Poza rozdz. materialy i metody nie ma mowy o szacowaniu bazy pokarmowe;.

Maciej Ejsmond
Recenzja projektu ,,Wplyw zarastania lak trzeslicowych (Molinietalia) na roznorodnosé dzikich pszczol.

W projekcie ,,Wplyw zarastania tak trzgslicowych...” autorzy poruszaja bardzo wazny problem spadku
bior6znorodnosci gatunkow zwigzanych z terenami otwartymi w Europie. Projekt wydaje sig by¢
przemyslany i spojny logicznie, jednak nie udalo si¢ autorom unikna¢ niedociagnigé:

- Najwazniejszym zarzutem jest brak pokazania kontekstu badan — zapylacze sa jedna z wielu waznych grup
ekologicznych. Liczne badania pokazuja, iz negatywny wpltyw zmiany typu gospodarowania na r6znorodnos¢
gatunkowa dotyczy takze ptakéw, pajakow, wielu grup bezkrggowcow.

- Analogicznie do poprzedniego (wg. mojej oceny) btedu, autorzy twierdza, iz ,,zachowanie siedlisk
dogodnych dla pszczo6t powinno by¢ priorytetem dla os6b zajmujacych si¢ ochrong przyrody”. Brak dowodow
(przynajmniej autorzy ich nie przedstawili), iz dzikie gatunki zapylaczy sa zwornikowa grupa ekologiczna dla
tego typu siedliska. Problemy ochrony przyrody i stanu jaki chcemy utrzymaé sa mocno arbitralne, dlaczego
ochrona gatunkow dzikich zapylaczy ma mie¢ absolutne pierwszenstwo przed ochrona np. drobnych ssakow?
Stwarza to wrazenie mocno jednostronnego patrzenia na problemy ochrony przyrody.

- W celach projektu brak wytlumaczenia dlaczego nalezy spodziewac si¢ takich, a nie innych trendow w
liczebnosciach poszczegdlnych specjalistow pokarmowych.

- Brak takze wyjasnienia dlaczego jest zasadne badanie gatunkdéw gniezdzacych si¢ w ziemi 1 w roslinnosci —
mozna odnie$¢ wrazenie, ze te grupy zostaly dodane na wszelki wypadek. Autorzy nie daja takze zadnych
przewidywac na temat zmian proporcji liczebnosci w obrgbie tej grupy.



Projekty i recenzje 26

- Sadzeg, ze odpowiedz na pytanie postawione w celach projektu pozwala na znacznie wigcej niz tylko
okreslenie sposobu gospodarowania na konkretnym kompleksie tak Molinietalia w okolicach Krakowa.

- Zdanie ,,Jezeli proces ten prowadzi do zanikania pszczot...” nijak nie pasuje do akapitu Istniejacy stan
wiedzy i sprawia wrazenie wtraconego bez powiazania z catoscia tego fragmentu wniosku.

- Mato przekonywujace jest, iz wczesniejsza znajomosc¢ terenu pozwoli na powazne oszczednosci finansowe,
zwlaszcza jezeli i tak autorzy planuja zakup zdje¢ lotniczych na podstawie ktorych bedzie wyznaczane
potozenie powierzchni badawczych.

- Co to jest projekt Witek? Wbrew pozorom nie kazdy zna Magdaleng Witek.

- W rozdziale Istniejacy stan wiedzy, autorzy nie pisza jasno, jaki jest stan wiedzy na §wiecie w tym temacie.
Zdanie ,,Jednak problem zarastania lak przez krzewy i drzewa...” w kontekscie poprzedzajacych je zdan
wskazuje, iz gtbwna motywacja podjecia tego tematu jest brak badan tego problemu na tym konkretnym
kompleksie fak.

- W metodach autorzy planuja wyznaczenie 60 powierzchni 3 ha odlegtych od siebie o co najmniej 0.5 km
kazda — czy na pewno autorzy dobrze przemysleli plan eksperymentalny? Przeciez nawet regularna siatka, w
ktorej weztach byty by powierzchnie, zachowujaca te wymagania bedzie miata ogromne wymiary. Czy
rzeczywiscie sa tak rozlegle tereny tego typu tak w okolicach Krakowa?

- W Analizie wynikdéw autorzy nie precyzuja co kryje si¢ pod zwrotem ,,cechy badanej roslinnosci”.

- Bardzo wskazane bylo by podanie jakiego charakteru zaleznosci autorzy spodziewaja sig stosujac regresj¢
(krzywoliniowa, prostoliniowa) 1 dlaczego taki a nie inny.

- W akapicie Posiadane §rodki techniczne autorzy pisza, iz sa obciazeni praca poza wymiar etatu. Nasuwa si¢
watpliwos¢ czy beda w stanie wygospodarowac czas na realizacje ewentualnie przyznanego grantu.

Katarzyna Bojarska

Recenzja projektu ,,Wplyw zarastania lak trzeslicowych (Molinetalia) na r6znorodnosé dzikich
pszczol”.

Ogo6lne wnioski

Temat jest ciekawy, wazny i aktualny, zwtaszcza z punktu widzenia ochrony przyrody. Projekt sprawia
wrazenie przemys$lanego, a moje uwagi krytyczne dotycza w wigkszo$ci drobnych nieprecyzyjnosci i maja
charakter polemiczny.

Uwagi techniczne
W wielu miejscach brakuje wcigé na poczatkach akapitdw oraz przecinkdéw - to co zauwazylam, zaznaczytam
na mojej kopii.

Uwagi krytyczne

1. Tytut
Wydaje mi sig, ze warto zastapi¢ okreslenie ,,zarastanie” jakims$ innym lub po prostu napisa¢, ze chodzi o
drzewa i krzewy.

2. Streszczenie
,bioréznorodno$ci badanych zapylaczy” - moze lepiej napisa¢ np. roznorodnosci gatunkowej?
Bior6znorodno$¢ to pojecie dos¢ ogolne.

3. Cel

»Zapylacze maja... jednak ich ilo$¢” — chyba lepiej napisac ,,liczebnos¢”
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IT akapit - Zaczetabym od zdania ,,W klimacie umiarkowanym...”. Zmieni to roztozenie akcentu w ten sposob,
ze czytelnik od razu wie, ze siedliska pszczot, cho¢ pochodzenia antropogenicznego, sa warte zachowania ze
wzgledu ich biordéznorodnos¢.

Nie wyjasniono, dlaczego sposrod tak wybrano akurat trzg§licowe.

»Spodziewamy sig..., ktore w trudniejszych warunkach radzq sobie lepiej...” Te okreslenia nalezy
sprecyzowac.

4. Istniejacy stan wiedzy
Nie wyjasniono, co to sa gatunki oligo- i polilektyczne, a wydaje mi sig, ze nie kazdy czytelnik bedzie to
wiedzial.
,Dodatkowo, przeprowadzenie badan na terenach, ...” - to zdanie lepiej pasowatoby do rozdziatu ,,Materiaty i
metody”.

5. Materiaty i metody
Nie napisano, ile transektow bedzie na kazdej badanej powierzchni.
Nalezy uzasadni¢ wybor minimalnej odlegto$ci miedzy powierzchniami w oparciu o istniejacy stan wiedzy.
,,Od tego czasu az do konca sierpnia...” - niepotrzebny patos.
Oszacowanie dostepnosci bazy pokarmowej - wydaje mi sie, ze 10 m” na 3 ha to za mato.

6. Analiza wynikoéw
IT zdanie — to nie jest uktad eksperymentalny.

7. Posiadane $rodki techniczne 1 kosztorys badan
Nie mam zastrzezen.

Leszek Bujoczek
Wplyw zarastania Iak trzeslicowych (Molinietalia) na réznorodnos$¢ dzikich pszczol

Zaproponowany w projekcie temat badan, (szczegdlnie dla terenu Polski) jest istotny i podjgty w
odpowiednim czasie. Aktualno$¢ podjetej problematyki zwiazana jest z szybko zachodzacymi zmianami w
siedliskach zapylaczy, bedacymi skutkiem zmian w gospodarce prowadzonej przez cztowieka i wymaga
podjecia pilnych dziatan.

Kluczowa informacja otrzymanych wynikoéw powinien by¢ najkorzystniejszy stopien pokrycia tak
przez gatunki krzewiaste w odniesieniu do r6znorodnosci zapylaczy, gdyz obecnie dofinansowania UE do
wykaszania tak nie biora tego pod uwage i maja moim zdaniem wiele minuséw. Natomiast sama informacja,
0 zmniejszaniu si¢ roznorodnosci zapylaczy ze wraz stopniem zarastania jest spodziewana.

Niezbyt jasny jest dla mnie sens i sposob wyboru 10 powierzchni z réZznym stopnia pokrycia
krzewami, a nast¢pnie losowania 3 powierzchni. Jesli wybor 10 powierzchni jest subiektywny to cata
procedura losowania wydaje si¢ zbedna. Prosciej byto by wybraé¢ od razu po 3 powierzchnie najbardziej
reprezentatywne (jak to ma miejsce przy wykonywaniu zdje¢ fitosocjologicznych) dla kazdej kategorii.
Ewentualnie podzieli¢ caty obszar tak na podstawie zdje¢ lotniczych na kategorie i wtedy wylosowac po 3
powierzchnie.

W mojej opinii korzystne byloby wprowadzenie kilku danych w czeséci dotyczacej istniejacej wiedzy
dla poparcia wybranego terenu badan:

- jaki jest obszar Iak trzgslicowych w Polsce i1 Europie i jaki stanowia one udziat w ogolnej liczbie
siedlisk preferowanych przez zapylacze. Dane te wskazatyby na ile wybrane siedlisko jest
reprezentatywne dla ogolne;j istoty problemu.
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- podanie kilku gatunkéw zagrozonych szczeg6lnie zwigzanymi z takami trzg§licowymi.

Projekt wymaga takze wniesienia poprawek jezykowych. Zauwazono m.in. kilka literéwek :

- ,Dzikie pszczoty maja zasadnicze znaczenie...” str.2

- ,» Lym bardziej alarmujacy jest fakt, ze liczba...” str.2

- »-.. liczby kwiatow kwitnacy i sredniej wysokosci drzew.” — str.3
Niezbyt poprawne sa niektore wyrazenia jak np. ,,nie ma zatrudnienia” str. 3. lub ,,proces utraty” str.2
Przeniost bym takze informacjg ,, przyniesie znaczne oszczgdnosci ... ,, z akapitu ,,Istniejacy stan wiedzy” 1
ujat ja na wstgpie opisu przewidywanych kosztow.

Karolina Kuszewska

Recenzja projektu pt: Wplyw zarastania lak trzeslicowych (Molinietalia) na réznorodnos¢ dzikich
pszczol.

Celem autorow projektu bedzie zbadanie wpltywu zarastania tak trzeslicowych na roznorodnos¢ dzikich
pszczot. Uwazam, ze wykonanie tych badan jest wazne ze wzgledu na do$¢ duze znaczenie zapylaczy
zaroOwno przyrodnicze jak 1 gospodarcze. Wyniki tych badan moglyby by¢ w przysztosci wykorzystane do
czynnej ochrony tej grupy organizmoéw. Recenzowany projekt zostat zaprojektowany poprawnie jednak mam
do niego kilka uwag:
1) Do wykonania badan zostaly wybrane tylko taki trze§licowe a mozna byto takze wybra¢ inny typ
zbiorowisk roslinych np. murawy kserotermiczne gdzie takze jest duza roznorodno$¢ zapylaczy.
2) W projekcie uzywane sa stwierdzenia oligo- i polilektyczne i nie jest wyjasnione co znacza te stowa
3) W metodach opisany jest sposob okreslenia zroznicowania roslin kwiatowych i jednym z pomiarow
jest wysokos$¢ rosliny, nie bardzo wiem do czego ta miara mialaby stuzy¢, a nie jest to wyjasnione w
tekscie.
Kolejne uwago dotycza juz samej formy projektu:
4) Czasami na koncu zdania pojawiaja pojedyncze litery (spojniki) np. ,,a”, ,,i”’, nie powinno si¢ to zdarza
5) Na trzeciej stronie na samym dole rozpoczgty jest kosztorys ale cala tabela znajduje si¢ na kolejnej
stronie i to tez powinno by¢ zmienione.
6) Mozna bylo zastosowac¢ interlini¢ pomigdzy tekstem tatwiej czytalo by si¢ projekt i miatby on
jasniejszy uktad.
Pomimo powyzszych uwag projekt uwazam za ciekawy i wysoko go oceniam.

Malgorzata Bylicka

Ocena projektu badawczego: Wplyw zarastania lak trzeslicowych (Molinietalia) na réznorodnos¢
dzikich pszczot

Uwagi ogdlne do catego tekstu
Tekst generalnie napisany do$¢ dobrym stylem, ale obecne nieliczne btedy literowe i stylistyczne. Miejscami
brak konsekwencji w formie cytowania literatury w tekscie.

Tytul — mozna wspomnie¢ rowniez o liczebnosci pszczot.

Streszczenie — nowe mysli powinny stanowi¢ odrebne akapity, a nie tylko by¢ rozpoczynane od nowej linii.
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Cele projektu — cele jasno okreslone, a uzasadnienie podjecia tego tematu przekonujace.

Stan wiedzy

—,,...zaleznos¢ pomigdzy roznorodnoscia i/lub liczebnos$cia pszczot bedzie male¢ wraz ze stopniem pokrycia
terenu.....” — niejasny zapis, rozumiem, ze chodzi o zalezno$¢ pomigdzy dwoma warto$ciami a stopniem
pokrycia terenu, ale to zdanie tego nie przedstawia.

Metodyka badawcza

— czy na zdjeciach lotniczych widoczna jest frakcja mtodych krzewow, ktére nie sa wyzsze od roslinnosci
zielnej, posiadaja forme zblizona do niej, a z pewnoscia wplywaja na obiekt badan?

— ,,nie mniejsze niz 3 ha” czyli brak stalej wielkosci powierzchni, mozna ja sprecyzowac¢ podajac
przynajmniej przedziatl wielkosci. Obecny zapis moze sugerowac ze powierzchnie moga si¢ znacznie roznic.
Nie bedzie to miato wptywu na odlowy, gdyz transekty sa stale, natomiast moze mie¢ znaczenie w czasie
badan roslinno$ci kwiatowe;.

— ,,gatunki podlegajace ochronie...zostang oznaczone w terenie i wypuszczone” — wnioskujg, ze te grupe
autorzy doskonale znaja lub niezbedna bgdzie obecnos¢ specjalisty w czasie kontroli terenowe;j

Temat ciekawy i1 watry realizacji, proponowane metody zapewniaja skompletowanie danych niezbednych do
uzyskania odpowiedzi na postawione pytania. Dodatkowo wazne jest praktyczne zastosowanie wynikow
badan w ochronie srodowiska, a konkretnie zbiorowisk tak trzg§licowych i dzikich pszczot. Poruszenie tego
tematu moze by¢ bodzcem do podobnych badan na innych zespotach roslinnych i zwierzgcych. Po naniesieniu
drobnych poprawek projekt uzyska finansowanie.

Magdalena Lenda

Recenzja projektu badawczego A. Bednarskiej, M. Ciacha, D. Moronia pt. ,, Wplyw zarastania lak
trzeslicowych (Molinietalia) na r6znorodnos¢ dzikich pszczol.

Temat projektu jest dla mnie niezmiernie ciekawy, poniewaz dotyczy bardzo waznego aspektu w
ekologii, jakim jest sukcesja i jej wptyw na biordéznorodnos$¢. Istotne jest powiazanie oddziatywania zarastania
unikatowych lak trze¢slicowych, ze stopniem réznorodnosci dzikich pszczol, ktore sa jedna z najwazniejszych
grup zapylaczy roslin kwiatowych. Zaniechanie uzytkowania tak faktycznie moze powodowac spadek liczby
odpowiednich dla pszczoét siedlisk, a tym samym zmniejszac¢ ich r6znorodnos¢ gatunkowa.

Cele projektu oraz przewidywania sa jasno sprecyzowane. Zaplanowana metodyka jest przemyslana i
uwazam, ja za wlasciwa. Jednakze opis badan moim zdaniem powinien by¢ dokladniejszy. Nie jestem pewna,
czy nie byloby zasadne okreslanie gatunkow drzew i krzewow, ktore wkraczaja na badane taki. Obecnos¢
wigkszej liczby drzew 1 krzewdw owocowych moze powodowac na wiosng wzrost roznorodnosci dzikich
pszczot. Oczywiscie w przypadku, gdy udziat w zarastaniu miaty by gtéwnie rosliny wiatropylne, zjawisko to
nie bedzie wystgpowato.

Nie mam zastrzezen, odnos$nie statystycznego opracowania wynikow. Opis projektu jest spojny,
zwigzly 1 logiczny, jednakze uwazam, ze autorzy powinni wyjasni¢ stosowang specjalistyczna terminologi¢ —
,oligo- i polilektyczne”.

Myslg, iz planowane badania powinny by¢ finansowane z pienigdzy publicznych, ze wzgledu na wage
problemu i nowe spojrzenie na problem sukces;ji.
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PROJEKT OSTATECZNA WERSJA

Wplyw zarastania Iak trzeslicowych (Molinietalia) na roznorodnos¢ dzikich pszczoél
Agnieszka Bednarska*, Michat Ciach**, Dawid Moron*

*Instytut Nauk o Srodowisku, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

**Wydziat Lesny, Akademia Rolnicza, Krakow

Streszczenie

Projekt dotyczy wplywu zarastania tak trzgslicowych (Molinietalia) na réznorodno$¢ dzikich pszczoét
(Apioidea). Podczas badan zamierzamy sprawdzi¢ przy jak duzym udziale krzewow i drzew na takach
trzgslicowych dochodzi do spadku réznorodno$ci badanych zapylaczy. Chcieliby$Smy takze zaproponowaé
wlasciwy sposob gospodarowania na tego typu takach, najbardziej optymalny dla zachowania wysokiej
réznorodnos$ci dzikich pszczot. Wyniki badan beda miaty bezposrednie przetozenie na praktyczne
zastosowanie w czynnej ochronie przyrody prowadzonej zaréwno w kraju, jak i w catej Europie, gdzie liczba
zapylaczy drastycznie maleje.

Cel projektu

Pszczoly sa najwazniejsza grupa zapylaczy, od ktorych zalezy rozmnazanie wielu gatunkow roslin
kwiatowych, jako$¢ i ilo$¢ nasion i owocoéw oraz ich zré6znicowanie genetyczne. Zapylacze maja ogromne
znaczenie gospodarcze, zapylajac ponad potowe roslin uprawianych przez cztowieka, jednak ich liczebnos¢ z
roku na rok maleje. Jednym ze sposobow zachowania wysokiej bioréznorodnos$ci dzikich pszczoét jest ochrona
ich siedlisk.

Siedliska zamieszkiwane przez pszczoty to glownie otwarte tereny, pochodzenia antropogenicznego,
ktore wymagaja koszenia w celu zachowania ich charakteru. Przyktadem siedlisk zamieszkiwanych przez
pszczoty sa taki trzgslicowe. Notowane w ostatnich latach zaniechanie uzytkowania trzg¢§licowych tak
ko$nych prowadzi do ich zarastania i zmian w r6znorodnosci roslin kwiatowych i zwigzanych z nimi
zapylaczy.

Celem projektu jest poznanie wptywu zarastania tak na réznorodnos¢ dzikich pszczoét. Projekt ten
pozwoli na odpowiedZ na nast¢pujace pytania:

3. Jak réznorodnosc¢ i liczebnos$¢ dzikich pszczot zmieni si¢ wraz ze wzrostem stopnia pokrycia siedliska
przez krzewy i drzewa?

4. Jak zmieni si¢ udziat poszczegolnych specjalistow pokarmowych (oligo- 1 polilektyczne, czyli
zwiazanych ze specyficzng lub ré6znorodna baza pokarmowa), udziat gatunkéw spotecznych badz
samotnych oraz gniazdujacych w ziemi badz w roslinnosci?

Spodziewamy si¢ negatywnego wptywu zarastania na liczebno$¢ i réznorodno$¢ fauny pszczot, przy
czym zaktadamy: spadek udziatu gatunkéw oligolektycznych — zwigzanych z konkretnymi grupami
roslinno$ci, ktore moga zanika¢ w pierwszej kolejnosci; wzrostu udzialu gatunkow spolecznych, ktore w
warunkach mniejszej dostepnosci pokarmu zwykle radza sobie lepiej, magazynujac pokarm oraz spadku
udzialu gatunkoéw gniazdujacych w glebie. Zaktadamy, Ze proces zarastania tak bedzie wptywat na
zmniejszenie bazy pokarmowej zapylaczy. Poznanie odpowiedzi na powyzsze pytania pozwoli na
zaplanowanie optymalnego sposobu gospodarowania na tych takach w celu ochrony zamieszkujacych je
zapylaczy.
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Istniejacy stan wiedzy

Dzikie pszczoty maja zasadnicze znaczenie w utrzymywaniu réznorodnosci roslin kwiatowych.
Ponadto udziat pszczot w wielkosci plonéw uzyskanych dzigki ich zapyleniu w krajach UE i Stanach
Zjednoczonych wart jest miliardy euro rocznie (Kremen in.,2003; Williams 1994). Tym bardziej alarmujacy
jest fakt, ze liczba zapylaczy w krajach Europy Zachodniej maleje (O’Tool 1993; Biesmeijer i in., 2006;
Fitzpatrick 1 in., 2007). Waznym czynnikiem negatywnie oddziatujacym na spadek liczebnosci 1
réznorodnos$ci zapylaczy jest zanikanie ich siedlisk. Problem zarastania tak nie byt dotychczas przedmiotem
zainteresowania naukowcdw. Proces utraty siedlisk zapylaczy jest potegowany zaniechaniem ekstensywnego
rolnictwa oraz prowadzeniem planowych zalesien, bgdacych czg$cia polityki rolno-lesnej UE. Bez
prowadzenia wlasciwej gospodarki na takach trzeslicowych, siedliska te znikna, a wraz z nimi wysoka
réznorodno$¢ pszczot. W klimacie umiarkowanym taki te to zespoty nieklimaksowe cechujace si¢ jednym z
wyzszych poziomdéw roznorodnosci roslin kwiatowych 1 zwiazanych z nimi zapylaczy. Zostaly one uznane
przez Radg Europy za siedliska podlegajace obowiazkowej ochronie (Dyrektywy Rady 92/43/EWGQG).

Laki trzeslicowe cechuja si¢ wysokim bogactwem gatunkowym zamieszkujacych je pszczot. Pszczoty
moga by¢ uznane za grupg zwornikowa, ktorej wystgpowanie pozwala na sprawne funkcjonowanie catego
siedliska. W zbiorowiskach tak trzgslicowych stwierdzono dotychczas obecnos¢ ponad 100 gatunkow dzikich
pszczot (Moron, informacja ustna). Jednak problem zarastania tego typu tak przez krzewy i1 drzewa w
powiazaniu z malejaca roznorodnoscia pszczot dzikich nie byt dotad badany. Jezeli proces ten prowadzi do
zanikania pszczot nalezy prowadzi¢ odpowiednie zabiegi gospodarcze, utrzymujace te murawy w najbardzie;j
optymalnym stadium sukcesji. Jak dotad nie dowiedziono, ktore z tych stadiow jest najbardziej optymalne dla
utrzymania wysokiej bioréznorodnosci dzikich pszczot. Spodziewamy sig, ze zalezno$¢ pomigdzy
roznorodnoscia i1 liczebno$cia pszczot bedzie male¢ wraz ze stopniem pokrycia terenu przez krzewy i drzewa.
Jednak nie mozna wykluczy¢, ze jaki$ niski stan zakrzewienia bgdzie wplywac korzystnie na bior6znorodnos¢
pszczot. Uzyskane wyniki pozwola zaproponowac najbardziej optymalny sposdb gospodarowania korzystny
dla utrzymania wysokiej réznorodnos$ci zapylaczy. Zachowanie siedlisk dogodnych dla pszczot powinno by¢
priorytetem zarowno dla oso6b zajmujacych si¢ ochrong naturalnych siedlisk, oraz pszczot jak réwniez
zainteresowanych poprawa gospodarki rolne;.

Materialy i Metody

Przeprowadzenie badah

W celu przeprowadzenia badan wyznaczonych zostanie 6 kategorii platow badawczych rdzniacych sig
stopniem pokrycia krzewami i drzewami: 0, 20, 40, 60, 80 i 100% pokrycia w oparciu o zweryfikowane w
terenie zdjecia lotnicze badanego terenu. Dla kazdej kategorii planuje si¢ wyznaczenie 10 powierzchni,
sposrod ktorych zostana wylosowane trzy. W kazdym ptacie wyznaczone zostana 200 metrowe transekty
oddalone od jego krawgdzi o nie mniej niz 50 m. Poszczegolne ptaty o powierzchni nie mniejszej niz 3 ha
beda od siebie oddalone o co najmniej 500 m. Dystans oddzielajacy poszczegolne transekty pozwala na
uniknigcie problemu przemieszczania si¢ osobnikow migdzy mini i zwigzanej z tym niezaleznosci prob. Na
powierzchniach, gdzie procent pokrycia przez krzewy bedzie utrudniat prowadzenie odtowu z uzyciem siatki,
obszar przez ktory bedzie przebiegat transekt zostanie oczyszczony z galezi zachodzacych na transekt.

Rozpoczecie odtowu pszczét planuje sig na poczatek kwietnia. Do konca sierpnia, co dwa tygodnie
beda prowadzone odlowy na poszczegolnych transektach przy uzyciu siatki entomologicznej. Zaplanowany
okres trwania odtowu pozwoli na wyeliminowanie ewentualnych réznic zwiazanych z sezonem. Odtowy beda
wykonywane zawsze przez ta sama osobg, przy uzyciu siatki entomologicznej o okreslonej §rednicy i w ten
sam sposob, w celu standaryzacji metody. Metoda odtowu przy uzyciu siatki entomologicznej, zdaniem
autoréw jest najlepsza do odpowiedzi na postawione pytania. Inna metoda, jaka sa putapki wodne (ang. pan
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traps) jest bardziej selektywna w stosunku do poszczegolnych grup. Gatunki podlegajace ochronie prawne;j
(Bombus sp.) zostang oznaczone przyzyciowo w terenie i wypuszczone, a pozostaly zebrany material bedzie
przenoszony do laboratorium w celu oznaczenia przynaleznosci gatunkowej 1 okreslenia ich liczebnosci.

Na poszczeg6lnych powierzchniach, losowo wyznaczone zostanie 10 powierzchni kotlowych o
srednicy 1 m w celu okreslenia roznorodnos$ci roslin kwiatowych, liczby kwiatow kwitnacych i $redniej
wysokos$¢ roslinnosci. Powierzchnie kotowe bgda sprawdzane trzykrotnie w trakcie prowadzenia odlowow
(koniec kwietnia, koniec czerwca i koniec sierpnia). Pozwoli to na oszacowanie bazy pokarmowej pszczo6t na
tych terenach, gdyz jej zmiany prawdopodobnie moga by¢ zwiazane ze stopniem pokrycia przez krzewy.
Okres realizacji projektu: 1 rok.

Analiza wynikow

Dla poszczegdlnych powierzchni zostanie okre§lona catkowita liczba osobnikéw, liczba gatunkow
(bogactwo gatunkowe) oraz wskazniki réznorodnosci gatunkowej Shannona-Wienera i wskaznik dominacji
Simpsona dla pszczo6t zebranych podczas calego sezonu odtowu (kwiecien-sierpien). Dane na temat bazy
pokarmowej pszczot zebrane na powierzchniach kotowych podczas catego sezonu postuza do obliczenia
$rednich wskaznikow: r6znorodnosci roslin kwiatowych, liczby kwiatéw kwitnacy oraz §redniej wysokos¢
roslinnosci.

Jak wynika ze sposobu sformulowania hipotez badawczych oraz zastosowanego adekwatnie uktadu
eksperymentalnego, zasadniczym celem badan jest stwierdzenie zalezno$ci migdzy stopniem zarastania terenu
przez krzewy i drzewa a bogactwem i1 r6znorodnos$cia pszczot. Konsekwentnie, gtéwna metoda analizy
danych bedzie analiza regresji, w ktorej zmiennymi niezaleznymi bedzie stopien pokrycia terenu przez
drzewa i krzewy, oraz $srednie wskazniki badanej roslinno$ci (stanowiace miarg dostgpnosci pokarmu) zas
mierzone wskazniki — zmiennymi zaleznymi. Zostanie réwniez sprawdzona proporcja pomiedzy oligo- i
polilektycznymi pszczotami, gatunkami spolecznymi a samotnymi oraz gatunkami gniazdujacych w ziemi a
gniazdujacymi w roslinnosci oraz ich zaleznos$¢ od stopnia pokrycia terenu przez krzewy.

Posiadane $rodki techniczne i kosztorys badah

Instytut Nauk o Srodowisku posiada dwa wiasne samochody terenowe, co jest niezbedne przy tak
szeroko zaplanowanych pracach terenowych. Posiadamy takze (INoS) sprzet niezbedny do pracy w terenie,
jak np. siatki entomologiczne, klucze do oznaczania ro$lin. Zasadnicza czg$¢ pracy, w tym prace florystyczne,
zostanie wykonana przez wykonawcdow projektu, ktorzy sa doktorantami. Dwie osoby sa zatrudnione na
stanowiskach inzynieryjno-technicznych w Instytucie Nauk o Srodowisku, a jedna nie ma zatrudnienia ani
stypendium. Zwazywszy, ze obecnie kazdy z nich wykonuje juz prace wykraczajaca poza wymiar etatu, a
wynikajaca z prowadzonych przez nich prac doktorskich, dodatkowe niewielkie wynagrodzenie wydaje si¢ w
peni uzasadnione. W celu precyzyjnego oznaczenia zebranego materiatu konieczne bedzie zatrudnienie
specjalisty z dziedziny pszczot. Do realizacji projektu niezbedny bedzie zakup zdje¢ lotniczych badanego
terenu odczynnikoéw (octan etylu do usypiania pszczot), szpilek, pudet i gablot entomologicznych.

Szczegbdtowy kosztorys:
7. Praca w terenie, na ktore sktadaja si¢ diety oraz wyjazdy w teren 1500 zt
8. Zakup zdje¢ 1 potrzebnych materiatéw - 1000 zt
9. Umowa zlecenie dla specjalisty, ustuga obca - 2000z1
10. Wynagrodzenie dla realizatorow projektu - 3 osoby x 5000 zt = 15000 zt
11. Koszty udziatu w konferencji zagranicznej - 5000 zt.
12. Adjustacja lingwistyczna, ustuga obca - 1500 zt.

Suma kosztow 26 000zt
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Efekty projektu

4. Publikacje w miedzynarodowych czasopismach naukowych, takich jak np. Biological Conservation,
Conservation Biology , Journal of Applied Ecology. Wszystkie te wydawnictwa mieszcza si¢ w
goérnych 25% czasopism tzw. Listy Filadelfijskiej pod wzgledem ,,wspolczynnika przebicia” (impact
factor).

5. Prezentacje (referaty i plakaty) na miedzynarodowych konferencjach dotyczacych ochrony przyrody.

6. Praktyczne konkluzje wynikajace z badan bgda wykorzystywane przy tworzeniu planoéw ochrony
rezerwatOw przyrody.
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3. Wpltyw pestycydu na immunokompetencje robotnic pszczoty miodnej Apis
mellifera — Matgorzata Bylicka; Karolina Kuszewska; Rafat Martyka

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

Wplyw pestycydu na immunokompetencjg¢ robotnic pszczoly miodnej Apis mellifera.
Karolina Kuszewska', Rafat Martyka', Matgorzata Bylicka®
: Instytut Nauk o Srodowisku, UJ; : Wydziat Lesny AR w Krakowie

Streszczenie

Proponowany projekt dotyczy wplywu powszechnie stosowanego pestycydu na immunokompetencije
robotnic pszczoty miodnej. Aby moc odpowiedzie¢ na to pytanie zaplanowano eksperyment, w ktorym
pszczotom zostana zaaplikowane rozne dawki pestycydu. Przewidujemy, ze zastosowana substancja
toksyczna obnizy sprawno$¢ uktadu immunologicznego.

Cel projektu
Uktad immunologiczny petni wazna role w ochronie organizméw przed patogenami, a jego sprawne

funkcjonowanie jest jednym z warunkow przezycia i wydania potomstwa (Price 1980). Utrzymanie
efektywnie dziatajacego uktadu odpornosciowego uzaleznione jest od dostgpnosci zasobow, a ich brak moze
ostabia¢ odporno$¢. Innym czynnikiem negatywnie oddziatujacym na funkcje immunologiczne sa
zanieczyszczenia srodowiska. Substancje toksyczne dziatajace na organizmy obnizaja sprawnos¢
immunologiczna powodujac ich zwigkszona podatno$¢ na choroby i pasozyty (Galloway, Depledge 2001).
Procesy detoksykacji sa kosztowne i dlatego musi istnie¢ kompromis migdzy zasobami przeznaczonymi na
funkcje immunologiczne 1 mechanizmy odtruwajace. Stad, nalezy si¢ spodziewaé, ze osobniki narazone na
kontakt z substancjami szkodliwymi moga charakteryzowac¢ si¢ zmniejszong wydajno$cia systemu
odpornosciowego.

Dotychczas stwierdzono, ze istnieje niekorzystny wptyw metali cigzkich na uktad immunologiczny
owadow (Sorvari et al. 2007). Powszechne stosowanie pestycydow w rolnictwie spowodowato, ze moga one
réwniez stanowi¢ potencjalny czynnik obnizajacy immunokompetencj¢ osobnikéw. Pomimo tego nie
wiadomo w jakim stopniu pestycydy moga wpltywac¢ na poziom odpowiedzi immunologicznej u owadow.
Dlatego celem niniejszego projektu jest odpowiedz na pytanie czy powszechnie stosowany pestycyd
(Imiadachloprid) wplywa na poziom immunokompetencji u robotnic pszczoty miodnej Apis mellifera.
Przewidujemy, ze robotnice poddane dziataniu tego pestycydu beda wykazywac obnizony poziom
odpowiedzi immunologicznej. W celu weryfikacji tej hipotezy planujemy wykonanie eksperymentu w ktorym
robotnice bgda poddawane dzialaniu roznych dawek pestycydu.

Wybor pszczoly miodnej jako obiektu badan podyktowany jest znaczeniem gospodarczym, jej
strategia zyciowa i szczegdlnym narazeniem na pestycydy. Jako owad socjalny pszczota zyje w wysokich
zageszezeniach bliskospokrewnionych osobnikoéw, co stwarza sprzyjajace warunki dla rozprzestrzeniania si¢
patogenéw. Efektywnie dziatajacy uktad immunologiczny pojedynczych osobnikow moze zatem oddzialywac
na kondycj¢ 1 produktywnos¢ catej kolonii. Dodatkowo pszczota miodna jest dobrym obiektem do wykonania
tego typu badan, poniewaz jest tatwa w hodowli.
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Istniejacy stan wiedzy

Dotychczas wykonano szereg badan pokazujacych wptyw zanieczyszczonego srodowiska na system
immunologiczny cztowieka i innych kreggowcoéw (Galloway, Depledge 2001). Natomiast ciagle
niedostateczna jest wiedza w tym temacie u bezkrggowcoOw (Sorvari et al. 2007). System odpornosciowy tej
grupy organizmow jest mniej specyficzny 1 mniej ztozony niz u kregowcow (Beck, Habicht 1996). Powoduje
to ze, wptyw substancji toksycznych na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego kregowcow i
bezkrggowcoOw moze by¢ inny. Uktad immunologiczny u owadow oparty jest na odpowiedzi komoérkowej, w
ktérej gtowna rolg odgrywaja hemocyty (komorki fagocytujace) (Karp 1990). Sprawnos¢ dziatania tego
uktadu jest obnizana przez zanieczyszczenia (Galloway, Depledge 2001), co zostato potwierdzone badaniami
na metalach cigzkich (Eeva et al. 2004, Sorvari et al. 2007). Przypuszcza¢ nalezy, ze rowniez inne substancje
toksyczne, w tym pestycydy, beda miaty podobny wptyw na immunokompetencje owadow. Wedlug naszej
wiedzy do tej pory nie przeprowadzono badan w tym zakresie. Efekt obnizonej odpornosci pojedynczych
osobnikéw jest bardziej widoczny u koloniach owaddw spotecznych, poniewaz zycie w $cistych relacjach
utatwia przenoszenie infekcji (Schmid-Hempel 1998). Dlatego tez szereg prac o immunokompetencji
wykonano na owadach o takiej strategii zyciowej (Eeva et al. 2004, Vainio et al. 2004). Nie byty one jednak
prowadzone w kontek$cie wpltywu pestycydéw na odpornosé.

Metodyka badan

Aby rozwiaza¢ postawiony problem planujemy wykonanie eksperymentu. Do tego celu wykorzystamy
po 72 robotnice pszczoty miodnej pochodzace z 10 uli. Beda one pobierane w pierwszym dniu po
przepoczwarzeniu. Osobniki z kazdego ula bgda przetrzymywane w osobnych klateczkach w inkubatorze
(temperatura 33 °C, wzgledna wilgotno$¢ 70%) i karmione roztworem wody z cukrem (1:1). Po 24 godzinach
pobytu w inkubatorze wszystkie osobniki zostana uspione przy pomocy CO,. Nastegpnie kazdemu osobnikowi
pomigdzy 3 a 4 segmentem odwtoka zostanie zaimplantowana nylonowa ni¢ (grubo$¢ 0,3 mm, dtugosc¢ 0,5
mm), za pomoca ktorej bedziemy badac¢ poziom odpowiedzi immunologicznej. Robotnice z kazdej klateczki
zostang losowo przydzielone do 6 grup eksperymentalnych po 12 osobnikéw kazda. W czterech grupach
zostang zaaplikowane rézne dawki powszechnie stosowanego w rolnictwie pestycydu (Imiadachloprid).
Planujemy zastosowac nastgpujace dawki pestycydu: 60, 30, 151 7,5 ng /pszczole, rozpuszczonego
w acetonie. Dawki zostaty dobrane tak, aby nie powodowac wysokiej $miertelnosci. Najwyzsza proponowana
dawka (60 ng/pszczolg) jest wartoscia przy ktorej ginie 50% osobnikdéw pszczoly miodnej (A. Bednarska —
inf.ustna). Kazdemu osobnikowi zostanie zaaplikowany 1ul roztworu na tutéw przy pomocy pipety. W
kolejnej grupie pszczotom bedzie aplikowany 1 pl acetonu bez pestycydu. Natomiast w ostatniej grupie
pszczoty zostana nakropione tylko 1 ul soli fizjologicznej. Pszczoly z kazdej grupy eksperymentalnej beda
znakowane innym kolorem przy pomocy markera. Po 48 godzinach od zaaplikowania dawki pszczoty zostana
usmiercone poprzez zamrozenie, a nylonowe implanty wyciagnigte. W zwiazku z kontaktem bezposrednim z
hemolimfa nylonowe nici sg otaczane hemocytami, ktorym towarzyszy proces melanizacji (Gotz 1986).
Liczba komorek i ilos¢ melaniny zgromadzonej na implancie bgdzie oceniana na podstawie stopnia
zaciemnienia implantu (Schmid-Hempel, Schmid-Hempel 1998). Jednoczes$nie u wszystkich osobnikdéw
zostanie okreslona wielkos¢ ciata poprzez pomiar dlugosci komorki radialnej (na prawym skrzydle) (Bertsch
1984).

Do opracowania statystycznego wynikow uzyjemy modelu liniowego mieszanego (GLMM). Zmienna
zalezna bedzie pomiar immunokompetencji, natomiast czynnikiem ustalonym grupa eksperymentalna.
Dodatkowo wielko$¢ ciata zostanie wprowadzona do modelu jako kowariata aby kontrolowac jej potencjalny
wplyw na poziom odpowiedzi komoérkowe;j. Ul bedzie w tym modelu czynnikiem losowym.

Kierownik projektu (KK) ma doswiadczenie w pracy z pszczotami, natomiast jeden z wykonawcow
(RM) posiada dos§wiadczenie w badaniach immunologicznych.

W projekcie wykorzystamy pszczoly z pasieki Instytutu Nauk o Srodowisku UJ. Urzadzenia niezbedne
do wykonania eksperymentu sa w posiadaniu wyzej wymienionej jednostki i wykonawcy maja do niego
dostep.
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Efekty projektu
Wyniki zostang opublikowane w Apidiologie lub Ecotoxicology i zaprzentowane na mi¢gdzynarodowej
konferencji toksykologicznej oraz postuza do napisania 2 prac magisterskich.

Kosztorys

1. Wynagrodzenia dla wykonawcow projektu (3 osoby) 10 000 zt

2. Zakup rodzin pszczelich 4 000 zt

3. Zakup odczynnikow (pestycyd, aceton) i materialow (tipsy, pencety, eppendorfy, nici nylon)
3 000 zt

4. Udzial w konferencji dla wykonawcow 15 000 zt

Suma 32 000 zt
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RECENZJE

Marcin Czarnoleski

recenzent: Marcin Czarnoteski

projekt: Wplyw pestycydu na immunokompetencje robotnic pszczoly miodnej Apis mellifera.

autorzy: Karolina Kuszewska, Rafal Martyka, Matgorzata Bylicka

7.
8.

Ogolnie projekt oceniam bardzo dobrze. Przejrzyscie opisane 1 dobrze dobrane metody statystyczne.
Realistyczny plan eksperymentu.

Projekt dotyczy wciaz mato zbadanego problemu: wplywu zmian warunkow srodowiska na
funkcjonowanie uktadu immunologicznego bezkrggowcow. Wyniki badan moga by¢ wykorzystane w
tzw. badaniach podstawowych ale beda miaty zapewne istotne znaczenie w badaniach stosowanych —
okreslony bedzie wptyw réznych dawek pestycydu na sprawno$¢ immunologiczna pszczoty miodne;.
Jednak autorzy w niewielkim stopniu okreslaja w projekcie w jaki sposéb mozna bedzie wykorzystaé
wyniki ich badan, np. do lepszego okreslenia dawek pestycydow z punktu widzenia ich skutecznosci
dziatania na szkodniki, czy wrgcz przeciwnie, z punktu widzenia ograniczania niepozadanego wptywu
na owady pozyteczne z punktu widzenia gospodarczego. Nalezatoby takie mysli zawrze¢ w ,,Celach”,
a takze powinny one wptyna¢ na ,,Efekty projektu”. Mozna na przyktad upowszechni¢ wyniki wsrod
rolnikow 1 ogrodnikow stosujacych pestycydy, pszczelarzy, zorganizowac warsztaty, itp.

Streszczenie jest zbyt lakoniczne, mogtoby wigcej mowic o przyjetej metodzie, np. jaka odpowiedz
immunologiczna bedzie badana. Zdanie pierwsze i ostatnie streszczenia mozna potaczy¢ w jedno
konkretne stwierdzenie. Poza tym w streszczeniu nalezy unika¢ niepotrzebnych ,,wypetniaczy” takich
jak na przyktad: ,,aby moc odpowiedzie¢ na to pytanie zaplanowano eksperyment”.

Cel projektu, ostatnie zdanie. Wykazanie obnizonej sprawno$ci uktadu immunologicznego u
organizm6éw narazonych na dziatanie toksyn nie musi §wiadczy¢ o tym, Ze rzeczywisci istnieje jedna
pula zasobow, ktora jest dzielona migdzy detoksyfikacjg i immunologi¢ (czyli, ze jest ,,trade-off
migdzy tymi funkcjami”). Przeciez gdyby organizm w ogdle byt pozbawiony zdolnosci do
detoksyfikacji, wigc nie zuzywal na t¢ funkcje energii, nadal moglby cierpie¢ z powodu obnizonej
sprawnosci immunologicznej w Srodowisku zanieczyszczonym, i bytby to bezposredni efekt wplywu
zanieczyszczen na procesy fizjologiczne, a nie objaw istnienia ,,trade-offu” miedzy detoksyfikacja i
immunologia.

Badania stopnia zaciemnienia nici przez melanocyty prowadzi si¢ po uprzednim utrwaleniu preparatu
(odpowiednie odczynniki), i poddaje analizie obrazu zdjecia preparatow spod lupy. Brakuje takiej
informacji w projekcie i uwzglednienia kosztow zakupu odczynnikoéw w kosztorysie. Nie wiadomo
réwniez czy zespot dysponuje dostgpem do odpowiedniej aparatury pomiarowej: lupa z
kamera/aparatem, program komputerowy do analizy obrazu.

W kosztorysie duza czg$¢ stanowia wynagrodzenia i udzial w konferencji (ponad 78%). Eksperyment 1
zbieranie danych beda trwaty kilkanascie dni, a wynagrodzenie wynosi po 3300 zt na osobe.

Czy zaplanowane badania wystarcza by zebra¢ dane az do dwoch prac magisterskich?

Btad w ,,penceta”, powinno by¢ ,,pinceta”.

© Zto$liwos¢ na marginesie
Nie mam pewnosci czym sa ,,tipsy” w materiatach uzytych do badan (ale zastrzegam, ze nie znam
zargonu). Chyba nie chodzi o metodg zwigkszania powabu i drapiezno$ci obiektu badan?
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Agnieszka Bednarska

Recenzja projektu ,,Wplyw pestycydu na immunokompetencj¢ robotnic pszczoly miodnej Apis
mellifera”

Temat projektu jest wazny z punktu widzenia ekotoksykologii. Problem stosowania pestycydow na
wielka skalg dotyczy nie tylko naszego kraju, ale calego $wiata. ROwniez wybranie obiektu badan jakim jest
pszczota miodna Apis mellifera, ze wzgl¢du na jej znaczenie gospodarcze wydaje si¢ zasadne. Jednak w
projekcie brakuje mi jasnego sprecyzowania jakie moga by¢ szersze praktyczne konsekwencje uzyskania
takich a nie innych wynikow. Brakuje pomystow na przyszios¢.

W celu projektu nalezy sprecyzowac o dostgpnos¢ jakich zasobow autorom chodzi. Sformutowania
,mechanizmy odtruwajace” 1,,wydajnos¢ systemu odpornosciowego” brzmia dziwnie. To, ze pestycydy moga
stanowi¢ potencjalny czynnik obnizajacy immunokompetencj¢ osobnikdw jest mato odkrywceze, gdyz
wiadomo, ze pestycydy sa stosowane zeby zabija¢ szybko 1 skutecznie. Nalezato tak sformutowac hipotezy
badawcze, zeby jasno z nich wynikato, ze wcale nie musi by¢ tak, ze jesli pestycyd nie zabit organizmu to
znaczy, ze mu nie zaszkodzit. A to, w jakim stopniu mu zaszkodzit i jaki to moze mie¢ skutek dla jego
dalszego zycia (podatno$¢ na choroby, pasozyty) mozna sprawdzi¢ badajac poziom odpowiedzi
immunologicznej. Autorzy nie wspominaja na ile obnizenie poziomu immunokompetencji przyczynia si¢ do
wzrostu podatnos$ci na pasozyty i choroby.

Podana nazwa pestycydu jest btedna i prawdopodobnie chodzi o imidakloprid. Zdanie ,,niedostateczna
jest wiedza ... u bezkregowcdw”, sugeruje, ze to nie naukowcy, a bezkrggowce czego$ niewiedza”. Stezenie
pestycydoéw nalezato poda¢ w nanogramach jednostek aktywnych na osobnika. Podanie samych nanogramow
nic nie mowi o dawce, bo pestycyd moze by¢ w rdznej formie (ptyn, granulat, proszek). Powinno si¢ podaé
petne nazwisko kierownika i wykonawcy, a nie dwuliterowe skréty KK i RM. Bledny jest sposob cytowania
literatury w tekscie (razi angielskie,,et.al”’). ROwniez sposob cytacji w spisie literatury nie jest konsekwentny.
Pojawiaja si¢ btedy w interpunkcji, ortografii i stylistyce oraz skroty myslowe.

Generalnie uwazam, Ze projekt jest ciekawy, dotyczy waznych zagadnien i waznych organizmow i po
dopracowaniu, jest wart finansowania.

Magdalena Lenda

Recenzja projektu K. Kuszewskiej, R. Martyki, M. Bylickiej pt. ,,Wplyw pestycydu na
immunokompetencj¢ robotnic pszczoly miodnej Apis mellifera”

Autorzy w swoim projekcie poruszaja niezmiernie wazny wptyw pestycydow, czesto uzywanych w
rolnictwie, na organizm owadoéw z gatunku Apis mellifera. Wykazanie, iz $rodki ochrony roslin moga
uposledza¢ odpowiedz immunologiczna u pszczoty miodnej jest bardzo istotne na przyktad ze wzgledu na jej
znaczenie gospodarcze oraz migdzy innymi na ekologi¢ zapylaczy (jest mozliwe, iz ten sam zwiazek bgdzie
podobnie wptywat na inne owady). Projekt bylby cieckawym uzupetnieniem istniejacych badan,
potwierdzajacych toksyczny wplyw pestycydow na osobniki z omawianego gatunku. Uwazam, iz plan
eksperymentu jest przemyslany i logiczny. Przewidywania okre$lone sa w jasny sposéb. Nie mam zastrzezen
co do proponowanego statystycznego opracowania wynikow. W opisie projektu autorzy cytuja jedne z
najnowszych prac, opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskie;j.

Zastanawiam si¢ czy nie warto by umie$ci¢ w tytule nazwy pestycydu, ktorego oddziatywanie bedzie
testowane. Wydaje mi sig, ze autorzy powinni lepiej uzasadni¢ w projekcie, dlaczego warto prowadzic¢
badania nad immunokompetencja, pomimo, iz znany jest wplyw Imiadachloropridu na przezywanie robotnic
pszczoty miodne;j.
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Nie jest dla mnie jasne, dlaczego ni¢ nylonowa bedzie implantowana akurat pomiedzy 3 a 4 segmentem
odwloka. Moim zdaniem rola nici nylonowej, powinna zosta¢ podana wczesniej niz przy koncu opisu
eksperymentu, tym bardziej, ze duzo wczesniej byta wzmianka o planach jej uzycia.

Podsumowujac, moim zdaniem jest to ciekawy projekt i jest warty sfinansowania z pienigdzy
publicznych.

Leszek Bujoczek
Wplyw pestycydu na immunokompetencje robotnic pszczoly miodnej Apis mellifera

Zaproponowana w projekcie tematyka badan jest cieckawa 1 w moim odczuciu warta podjecia. Cel
zostal jasno okres§lony a sposdb opis jego realizacji wydaje si¢ przemyslany
1 dobrze zaplanowany. Projekt jest napisany logicznie i przejrzyscie co sprawia pozytywne wrazenie.

Brak wiedzy na temat podjgtego zagadnienia nie pozwala odnie$¢ mi si¢ do merytorycznej czgsci
opracowania. Watpliwosci moje budzi natomiast wielko$¢ proby. Grupy sktadajace si¢ z 12 robotnic, ktore
dodatkowo ze wzgladu na réznice w wielkos$ci ciata moga réznie reagowaé na dawkg pestycydu, wydaja si¢
zbyt mate aby wnioskowac statystycznie. Nalezalo by si¢ zastanowi¢ nad zwigkszeniem proby, gdyby okazato
si¢ wielko$¢ ciata ma istotny wplyw na odpowiedZz immunologiczna owadow.

Justyna Morawska
Recenzja projektu: Wplyw pestycydu na immunokompetencj¢ u pszczoly miodnej Apis mellifera

Przedstawiony przez autoréw pomyst projektu poczytujg jako interesujacy zar6wno z perspektywy biologa-
naukowca jak i pszczelarzy. Sens podjecia tego problemu zostat umiejetnie uargumentowany. Wyjatkowo
doktadnie zostaly opracowane rozdziaty: Istniejacy stan wiedzy jak i Metodyka badan. Autorzy wykazali si¢
znajomoscia zagadnienia, rozrznaniem w literaturze oraz pomystem na ambitne upowszechnienie swoich
badan (Czasopisma, konferencja).

Rzuca si¢ jednak w oczy pospiech w pisaniu projektu przejawiajacy si¢ pewna liczba btedow literowych i
interpunkcyjnych. Brakowato jasnego okreslenia na poczatku pracy (Streszczenie, Cel projektu) o jaki
pestycyd chodzi. Istota problemu/cel powinien by¢ wspomniany na samym poczatku a nie w potowie
rozdziatu.
Zastanawiam si¢ czy cytacja (Price 1980) jest potrzebna, informacja ta zdaje si¢ by¢ powszechnie
wiadoma.Brakuje wyjasnienia, czym podyktowane jest u§miercanie pszczot akurat po 48h. W rozplanowaniu
kosztorysu wzbudza moje zainteresowanie proporcja korzysci finansowych wykonawcow w stosunku do
kosztu przeprowadzenia eksperymentu, czy 25000 / 7000 to odpowiedni uktad?
Projekt kwalifikuje si¢ do finansowania

Justyna Morawska

Michatl Ciach

Recenzja projektu: Wplyw pestycydu na immunokompetencje robotnic pszczoly miodnej Apis mellifera
Autorzy w swym projekcie poruszyli wazny problem wptywu chemizacji na sSrodowisko. Zaproponowany
uktad badawczy obejmujacy powszechnie stosowane w ochronie roslin pestycydy oraz ich wplyw na gatunek

wazny z punktu widzenia gospodarki cztowieka podnosi warto$¢ pracy. Przedstawiona metodyka badan
wydaj¢ si¢ by¢ dobrze skonstruowana i pozwoli¢ na odpowiedz na postawione pytanie badawcze.
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Jednak:

Co autorzy spodziewaja si¢ wnies¢ nowego do stanu naszej wiedzy? Z zaprezentowanego w projekcie
przegladu istniejacego stanu wiedzy (a robionego przeciez w trudnych warunkach terenowych) juz wynika, ze
metale cigzkie oraz pestycydy wplywaja negatywnie na system immunologiczny kregowcodw. W celu projektu
zawarte jest zdanie o negatywnym wptywie metali cigzkich na uktad immunologiczny owadoéw. Zatem nalezy
si¢ spodziewac, ze 1 u tej grupy organizméw pestycydy beda dziataly niekorzystnie. Co zreszta autorzy
spodziewaja si¢ wlasnie wykazac. Czy zatem tak tatwo przewidywalny wynik wart jest inwestycji czasowej 1
finansowej w jego osiagnigcie? Z przedstawionego projektu wynika, ze w zasadzie autorzy ,,wiedza jak jest”,
ale ,,na pszczotach nikt tego jeszcze nie robit”. Czy kilka dni szperania w bazach publikacji nie pozwoli na
odpowiedz na postawione pytanie?

Autorzy projektu zaznaczaja, ze kierownik projektu oraz z jeden z wykonawcoOw maja wiedz¢ i doswiadczenie
w zakresie zarowno pszczot jak i funkcjonowania uktadu immunologicznego. Mogliby oni zatem pokusi¢ si¢
o wykonanie pracy przegladowej (szybciej i1 taniej) o wplywie pestycyddéw na immunokompetencj¢ zwierzat
(jesli jeszcze takiej nie ma). Myslg, ze publikacja takiego przegladu mogtaby trafi¢ do znacznie lepszego
czasopisma 1 by¢ bardziej cytowana niz ta bedaca efektem planowanego eksperymentu.

Michat Ciach
Zofia Prokop

Recenzja projektu ‘Wplyw pestycydu na immunokompetencje¢ pszczoly miodnej Apis mellifera.

Recenzowany projekt wpisuje si¢ w wazna i cieckawa tematyk¢ wplywu pestycyddéw na funkcjonowanie
organizméw. Autorzy dos$¢ przejrzyscie i przekonujaco uzasadniaja cel przeprowadzenia badan. Istniejacy
stan wiedzy w dziedzinie, ktorej dotyczy projekt, zostat omoéwiony w sposdb jasny i dostepny. Bledem jest
natomiast umieszczenie zdecydowanie zbyt duzej czesci przegladowej w punkcie poswigconym celom
projektu. Cel 1 przewidywania, ktore powinny byc¢ istota tej czgsci tekstu, znalaztam dopiero w potowie
drugiego akapitu. Caty pierwszy akapit z ‘celu projektu’ nalezatoby moim zdaniem przenies¢ do punktu
nastepnego (przy okazji pomogtoby to unikna¢ powtarzania niektorych informacji dwa razy).

Formutujac swoje przewidywania, autorzy napisali tylko, ze spodziewaja si¢ spadku immunokompetencji w
wyniku dziatania pestycydu. Nie wspomnieli czy spodziewaja si¢ jakiegokolwiek trendu ze wzrostem dawki
pestycydu, mimo ze zamierzaja zastosowac cztery dawki. Moze si¢ to wydawac oczywiste, jednak nalezatoby
te oczywisto$¢ uja¢ w stowa. Tym bardziej zZe jest to istotne przy planowaniu analiz statystycznych: autorzy
chca uzy¢ GLMM z grupa eksperymentalna jako czynnikiem ustalonym, jednak takie podejscie zaktada, ze
réznice moga wystapi¢ rownie dobrze pomigdzy dowolnymi poziomami czynnika (grupami
eksperymentalnymi). W przypadku planowanych badan tak oczywiscie nie jest.

Planowana metodyka badan zostala opisana przejrzyscie i nie pozostawia pytan co do sposobu
przeprowadzenia eksperymentu. Brakuje mi jednak wyjasnienia jakim rodzajem zwiazku jest imiadachloprid,
jaki jest mechanizm jego dzialania na fizjologi¢ owadow oraz w jakim okresie czasu po zastosowaniu dawki
60ng ginie 50% osobnikow.

Nie jest dla mnie jasne, w jaki sposob projekt sktadajacy si¢ z jednego eksperymentu i badajacy jedna
zmienng zalezna moglby zosta¢ wykorzystany do napisania dwoch prac magisterskich?

Ogolnie projekt przekonuje (przynajmniej mnie) do zasadnosci planowanych badan, chociaz nalezy go
dopracowac. Miejscami dobrze bytoby popracowaé nad jezykiem i spojnoscia wypowiedzi, ale tu juz moze
si¢ trochg czepiam ©.

Zofia Prokop
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PROJEKT WERSJA OSTATECZNA

Wplyw pestycydu na immunokompetencje¢ robotnic pszczoly miodnej Apis mellifera.
Karolina Kuszewska', Rafat Martyka', Matgorzata Bylicka®
! Instytut Nauk o Srodowisku, UT; z Wydziat Lesny AR w Krakowie

Streszczenie

Proponowany projekt dotyczy wptywu powszechnie stosowanego pestycydu (Imidakloprid) na
immunokompetencj¢ robotnic pszczoly miodnej. W planowanym eksperymencie poddamy pszczoty dziataniu
roznych dawek pestycydu, a nastgpnie zmierzymy poziom komodrkowej odpowiedzi immunologiczne;j.
Przewidujemy, ze zastosowana substancja toksyczna obnizy sprawno$¢ uktadu odporno$ciowego.

Cel projektu
Uktad immunologiczny pelni wazna rolg w ochronie organizmow przed patogenami, a jego sprawne

funkcjonowanie jest jednym z warunkéw przezycia i wydania potomstwa (Price 1980). Czynnikiem
negatywnie oddziatujacym na funkcje immunologiczne sa zanieczyszczenia sSrodowiska. Substancje
toksyczne dziatajace na organizmy obnizaja sprawnos¢ immunologiczng powodujac ich zwigkszona
podatnos¢ na choroby i pasozyty (Galloway, Depledge 2001). Dotychczasowe badania wykazatly, Ze istnieje
niekorzystny wplyw metali ci¢zkich na uktad immunologiczny owadoéw (Sorvari et al. 2007). Powszechne
stosowanie pestycydow w rolnictwie powoduje, ze moga one réwniez stanowi¢ potencjalny czynnik
obnizajacy immunokompetencj¢ osobnikow. Wysokie dawki pestycydow z reguty dziataja $miertelnie na
owady, z kolei niskie moga wywiera¢ jedynie niekorzystny wptyw na rézne funkcje fizjologiczne. Jednak nie
wiadomo jak reaguje uktad immunologiczny owaddéw majacych kontakt z dawkami pestycydow, ktore nie
powoduja $miertelnosci, a sa obecne w srodowisku.

Celem niniejszego projektu jest odpowiedz na pytanie czy powszechnie stosowany pestycyd
(Imidakloprid) wpltywa na poziom immunokompetencji u robotnic pszczoty miodnej Apis mellifera.
Przewidujemy, ze robotnice poddane dziataniu tego pestycydu beda wykazywaé obnizony poziom
odpowiedzi immunologicznej. W celu weryfikacji tej hipotezy planujemy wykonanie eksperymentu, w
ktorym robotnice bgda poddawane dziataniu ré6znych dawek pestycydu.

Wybor pszczoly miodnej jako obiektu badan podyktowany jest znaczeniem gospodarczym, jej
strategia zyciowa i1 szczegdlnym narazeniem na pestycydy. Jako owad socjalny pszczota zyje w wysokich
zageszezeniach bliskospokrewnionych osobnikoéw, co stwarza sprzyjajace warunki dla rozprzestrzeniania si¢
patogenoéw. Efektywnie dziatajacy uktad immunologiczny pojedynczych osobnikow moze zatem oddzialywac
na kondycj¢ 1 produktywnos¢ catej kolonii. Dodatkowo pszczota miodna jest dobrym obiektem do wykonania
tego typu badan, poniewaz jest tatwa w hodowli.

Istniejacy stan wiedzy

Dotychczas wykonano szereg badan pokazujacych wptyw zanieczyszczonego srodowiska na system
immunologiczny cztowieka i innych krggowcow (Galloway, Depledge 2001). Natomiast nie wiele wiadomo
na temat funkcjonowania uktadu immunologicznego w warunkach zanieczyszczen u bezkrggowcoOw (Sorvari i
in. 2007). System odpornosciowy tej grupy organizmow jest mniej specyficzny i mniej ztozony niz u
krggowcow (Beck, Habicht 1996). Powoduje to ze, wptyw substancji toksycznych na funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego kregowcdw 1 bezkrggowcow moze by¢ inny. Uktad immunologiczny u owaddéw oparty jest
na odpowiedzi komoérkowej, w ktorej gtdéwna rolg odgrywaja hemocyty (komorki fagocytujace) (Karp 1990).
Sprawno$¢ dzialania tego uktadu jest obnizana przez zanieczyszczenia (Galloway, Depledge 2001), co zostato
potwierdzone badaniami na metalach cigzkich (Eeva i in. 2004, Sorvari i in. 2007). Przypuszcza¢ nalezy, ze
réwniez inne substancje toksyczne, w tym pestycydy, beda mialy podobny wplyw na immunokompetencjg
owadow. Wedhug naszej wiedzy do tej pory nie przeprowadzono badan w tym zakresie. Efekt obnizonej
odpornosci pojedynczych osobnikdéw jest bardziej widoczny u koloniach owaddéw spotecznych, poniewaz
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zycie w $cistych relacjach ulatwia przenoszenie infekcji (Schmid-Hempel 1998). Dlatego tez szereg prac
o immunokompetencji wykonano na owadach o takiej strategii zyciowej (Eeva et al. 2004, Vainio i in.. 2004).
Nie byly one jednak prowadzone w konteks$cie wptywu pestycyddéw na odpornosc.

Metodyka badan

Aby rozwiazaé postawiony problem planujemy wykonanie eksperymentu. Do tego celu wykorzystamy
po 72 robotnice pszczoty miodnej pochodzace z 10 uli. Beda one pobierane w pierwszym dniu po
przepoczwarzeniu. Osobniki z kazdego ula beda przetrzymywane w osobnych klateczkach w inkubatorze
(temperatura 33 °C, wzgledna wilgotno$¢ 70%) i karmione roztworem wody z cukrem (1:1). Po 24 godzinach
pobytu w inkubatorze wszystkie osobniki zostang uspione przy pomocy CO,. Nastgpnie kazdemu osobnikowi
pomiedzy 3 a 4 segmentem odwloka zostanie zaimplantowana nylonowa ni¢ (grubos¢ 0,3 mm, dtugos¢ 0,5
mm), za pomocg ktorej bgdziemy bada¢ poziom odpowiedzi immunologicznej. Robotnice z kazdej klateczki
zostana losowo przydzielone do 6 grup eksperymentalnych po 12 osobnikéw kazda. W czterech grupach
zostang zaaplikowane rézne dawki powszechnie stosowanego w rolnictwie pestycydu (Imidakloprid).
Planujemy zastosowac nastepujace dawki pestycydu: 60, 30, 151 7,5 ng jednostek aktywnych/pszczote,
rozpuszczonego w acetonie. Dawki zostaty dobrane tak, aby nie powodowa¢ wysokiej §miertelnosci.
Najwyzsza proponowana dawka (60 ng jednostek aktywnych/pszczole) jest wartoscia przy ktorej ginie 50%
osobnikow pszczoty miodnej (A. Bednarska — inf.ustna). Kazdemu osobnikowi zostanie zaaplikowany 1ul
roztworu na tuléw przy pomocy pipety. W kolejnej grupie pszczotom bedzie aplikowany 1 ul acetonu bez
pestycydu. Natomiast w ostatniej grupie pszczoty zostang nakropione tylko 1 ul soli fizjologiczne;j. Pszczoty
z kazdej grupy eksperymentalnej beda znakowane innym kolorem przy pomocy markera. Po 48 godzinach od
zaaplikowania dawki pszczoty zostang u$miercone poprzez zamrozenie, a nylonowe implanty wyciagnigte.
W zwiazku z kontaktem bezposrednim z hemolimfa nylonowe nici sa otaczane hemocytami, ktorym
towarzyszy proces melanizacji (G6tz 1986). Liczba komdrek i ilo$¢ melaniny zgromadzonej na implancie
bedzie oceniana na podstawie stopnia zaciemnienia po jego uprzednim utrwaleniu. Okreslenie stopnia
zaciemnienia nici bedzie wykonane za pomoca analizy obrazu zdjgcia implantu pod lupa (Schmid-Hempel,
Schmid-Hempel 1998). Jednoczes$nie u wszystkich osobnikéw zostanie okreslona wielko$¢ ciala poprzez
pomiar dlugosci komorki radialnej (na prawym skrzydle) (Bertsch 1984).

Do opracowania statystycznego wynikow uzyjemy modelu liniowego mieszanego (GLMM). Zmienna
zalezna bedzie pomiar immunokompetencji, natomiast czynnikiem ustalonym grupa eksperymentalna.
Dodatkowo wielko$¢ ciata zostanie wprowadzona do modelu jako kowariata aby kontrolowac jej potencjalny
wplyw na poziom odpowiedzi komoérkowe;j. Ul bedzie w tym modelu czynnikiem losowym.

Kierownik projektu (KK) ma doswiadczenie w pracy z pszczotami, natomiast jeden z wykonawcow
(RM) posiada doswiadczenie w badaniach immunologicznych. W projekcie wykorzystamy pszczoty z pasieki
Instytutu Nauk o Srodowisku UJ. Urzadzenia niezbedne do wykonania eksperymentu (inkubator, lupa, aparat
cyfrowy, program do analizy obrazu) sa w posiadaniu wyzej wymienionej jednostki i wykonawcy maja do
niego dostep.

Efekty projektu

Wyniki zostana opublikowane w Apidologie lub Ecotoxicology 1 zaprezentowane na migdzynarodowe;j
konferencji toksykologicznej oraz postuza do napisania 1 pracy magisterskiej. Zdobyta wiedza postuzy do
lepszego okreslenia dawek pestycydu z punktu widzenia ograniczania niepozadanego wptywu na owady
pozyteczne. Wyniki beda rozpowszechnione rowniez wsérdd rolnikow i pszczelarzy.




Projekty i recenzje 43

Kosztorys

5. Wynagrodzenia dla wykonawcow projektu (3 osoby) 3 000 zt

6. Zakup rodzin pszczelich 4 000 zt

7. Zakup odczynnikow (pestycyd, aceton, odczynniki do utrwalenia implantu) i materialdw (tipsy, pincety,

eppendorfy, nici nylon) 5000 zt

8. Udziat w konferencji dla wykonawcow 15 000 zt

Suma 27 000 zt
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4 Czy kosy zjadajg owoce bogate w roslinne metabolity wtérne aby pozby¢ sie
pasozytéw ukladu pokarmowego? — Magdalena Lenda, Zofia Prokop, Maciej Ejsmond

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

M. Lenda, Z. Prokop, M. Ejsmond
Ochotnica Gorna 08.10.2007

Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych u kosa
(Turdus merula)

Streszczenie

W zaproponowanym przez nas projekcie chcemy zbada¢ czy kosy moga obnizaé swdj stopien zapasozycenia
przez wybieranie owocOw o duzej zawartos$ci metabolitow wtdrnych roslin a konkretnie amygdaliny.
Odpowiedz na to pytanie zostanie udzielona w wyniku przeprowadzenia dwoch eksperymentéow. W jednym
zbadamy wplyw zapasozycenia na wybor owocow irgi (zawiera amigdaling). W drugim zbadamy
efektywnos¢ amigdaliny w redukcji zapasozycenia.

Cele projektu

Istota planowanych badan jest odpowiedz na pytanie czy kosy konsumuja owoce zawierajace wysokie
stgzenia amigdaliny w celu zwalczania pasozytow wewngtrznych. Amigdalina, z grupy glikozydow
cyjanogennych, nalezy do tzw. ro§linnych metabolitéw wtornych (Plant secondary matabolites - PSM).
Powszechnie uwaza sig, iz PSM wystgpujace w owocach chronia je przed atakiem patogenow i
ros$linozercow. Roslinne metabolity wtorne, toksyczne dla tego typu organizmow (np. glikozydy) zawarte sa
w wielu owocach (np. irga, psianka, czeremcha itd.) ch¢tnie zjadanych przez ptaki. Stawiamy hipotezg, iz
przyczyna jest antypasozytnicze dziatanie PSM. Liczne badania in vitro oraz in vivo pokazuja, iz wiele
zwiazkow sposrod PSM wykazuje silne wlasciwos$ci antypasozytnicze dla np. nicieni, plazincow,
pierwotniakow (Athanasiadou i Kyriazakis 2004). Zgodnie z postawiona hipoteza przewidujemy, ze:

1. owoce zawierajace amigdaling beda czgsciej wybierane przez osobniki zapasozycone niz te pozbawione
pasozytow (eksperyment 1).
2. spozywanie amigdaliny obnizy stopien zapasozycenia (eksperyment 2).

Stan wiedzy

Dotychczasowe prace poswigcone preferencjom pokarmowym ptakéw owocozernych skupiaty si¢ na roli
zawartosci cukrow, lipidéw i biatek. Prace uwzgledniajace zawartos¢ PSM w owocach, badaty najczesciej
ograniczajacy wptyw tych zwiazkdéw na spozycie przez ptaki.

Hipoteza wybiorczej toksycznosci zaktada, iz wtdrne metabolity roslin zawarte w owocach sa toksyczne dla
organizméw, ktdre nie przyczyniaja si¢ do dyspersji nasion, natomiast sa nieszkodliwe dla zwierzat, ktore
koewoluowaty jako rozsiewacze (Cipolini i Levey 1997). Potwierdzenia tej hipotezy dostarczaja prace
pokazujace, iz ptaki owocozerne (np. jemiotuszka) nie metabolizuja amigdaliny (Strumpv 1 in. 1999). W
organizmach innych zwierzat rozktad tego glikozydu prowadzi do uwolnienia cyjanowodoru, ktéry blokuje
oddychanie komérkowe. Innym przyktadem jest Toxoscome curviroste, ptak bedacy gtownym rozsiewaczem
nasion papryki chilli i odzywiajacy si¢ jej owocami, ktore sa silnie toksyczne dla innych zwierzat, np. myszy
(Teewksbury i Nabhan, 2001).
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Hipoteza ta nie wyjasnia jednak faktu, ze wiele owocow zawierajacych toksyczne PSM cechuje si¢ rowniez
niska zawarto$cig substancji odzywczych, a mimo to jest ch¢tnie zjadanych przez ptaki, nawet w obecnosci
owocOw bardziej obfitych w nutrienty (Snow, ~1999). Przyktadem moze by¢ jarze¢bina, zawierajaca kwas
parasorbowy (w wigkszych dawkach letalny np. dla myszy) lub irga, zawierajaca amigdaling. Owoce obu
gatunkow sa ubogie w substancje odzywcze, a mimo stanowia znaczaca cz¢$¢ diety ptakéw, mimo
wystgpowania w tym samym czasie glogu, czarnego bzu i innych znacznie bardziej odzywczych owocoéw
(Snow, ~1999).

Proponowane badania maja na celu sprawdzenie czy zjadanie przez ptaki owocow o wysokiej zawartosci
PSM moze mie¢ zwiazek z obrona przed pasozytami. Pasozyty sa obecnie powszechnie uwazane za jeden z
najwazniejszych czynnikow wptywajacych na dostosowanie organizméw. Skutecznos¢ niektorych PSM
(m.in. z grup glikozydow, alkaloidéw, saponin i tanin) w zwalczaniu pasozytow zostata zaobserwowana u
ssakow przezuwajacych (Athanasiadou i Kyriazakis, 2004). Wedtug naszej wiedzy nie byto jednak zadnych
badan w tym temacie na ptakach.

Metodvka badawcza

1) Opis uktadu badawczego

Elementami naszego uktadu badawczego beda: kos, pasozyty jelitowe, amigdalina, owoce irgi i gtogu.

Jako obiekt naszych badan wybrali$my kosa (Turdus merula, rodzina Turdidae), poniewaz u osobnikdéw tego
gatunku duzy udziat w diecie stanowia owoce zawierajace wysokie zawartosci PSM. Kosy mozna do$¢ tatwo
odtawia¢, dodatkowym argumetnem jest zapewniona wspolpraca z osoba, ktora ma doswiadczenie w
prowadzeniu wieloletniej hodowli tych ptakéw. Wybrali§my pasozyty jelitowe, poniewaz nadaja si¢ do
przeprowadzenia sztucznego zapasozycania koséw oraz kontrola zapasozycenia opiera si¢ na badaniach katu,
co minimalizuje wywierany na ptaki stres. Amigdaling wybraliSmy poniewaz jest to jeden z najbardziej
toksycznych zwiazkoéw zawartych w owocach irgi - produkt metabolizmu tego glikozydu blokuje oddychanie
komoérkowe. Sposrod owocow wehodzacych w sktad diety kosa, Irga posiada najwyzsza zawartos¢
amigdaliny. Gl6g owocuje w tym samym czasie co irga, a nie zawiera w migzszu amigdaliny 1 innych silnie
toksycznych PSM, natomiast ma znacznie wigcej sktadnikéw odzywczych.

2) Plan badan
2.1) Wybiorczos¢ pokarmowa koséw w zaleznosci od stopnia zapasozycenia (eksperyment 1).

W eksperymencie zamierzamy uzy¢ 90 samcow kosa odlowionych z zakrzaczen nad brzegiem Wisty migdzy
Salwatorem a Tyncem. Odtowione ptaki przewieziemy do Instytutu Nauk o Srodowisku UJ i umiescimy w
indywidualnych klatkach w laboratorium, w temperaturze 20°C i fotoperiodzie adekwatnym do daty
odtowienia.

Przez kolejnych 5 dni bedziemy aklimatyzowac ptaki do warunkdw laboratoryjnych. W tym czasie bgdziemy
im podawac pozywke dla kosow opracowana na potrzeby innych badan (Walasz, 19..), sktadajaca si¢ z
gotowanego jajka, biatego sera i startej marchewki. Codziennie poczawszy od dnia odtowow bedziemy od
kazdego osobnika pobiera¢ probke odchodéw 1 wymieniac¢ podscidtke w klatce. Z pomoca parazytologa
oznaczymy na podstawie tych probek réznorodno$¢ gatunkowa pasozytow jelitowych. Otrzymane wyniki
pozwola nam wybra¢ 3 do 5 najczesciej wystepujacych gatunkdéw nicieni jelitowych, ktore uzyjemy pozniej
do sztucznego zapasozycenia ptakow. Do tego zabiegu wybraliSmy nicienie poniewaz maja one cykl zyciowy
bez stadium wymagajacym zywiciela posredniego (forma infekcyjna dla ptakow moga by¢ jaja zawarte w
odchodach).

Po 5 dniach aklimatyzacji podamy ptakom $rodek antypasozytniczy. Po tygodniu od odpasozycenia
skontrolujemy jego efektywno$¢ badajac odchody na obecnos¢ form zyciowych pasozytéw. Procedurg
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odpasozycania bedziemy powtarza¢ do momentu skutecznego wyleczenia ptakow. Kiedy to nastapi,
zwierzgta podzielimy na 2 grupy: eksperymentalna 1 kontrolna, po 45 osobnikow kazda. Ptakom z grupy
eksperymentalnej, po kilkugodzinnym przeglodzeniu, podamy w pokarmie jaja nicieni w liczbie ustalonej na
podstawie danych literaturowych (prace nad sztucznym zapasozycaniem ptakow). Ptaki z grupy kontrolne;j
réwniez zostang przeglodzone, a nast¢pnie nakarmione pokarmem bez jaj nicieni. Efektywno$¢ zapasozycenia
w grupie eksperymentalnej skontrolujemy po odpowiednim czasie (dobranym na podstawie znajomosci
cyklow zyciowych uzytych gatunkéw nicieni).

Po potwierdzeniu skutecznego zapasozycenia w grupie eksperymentalnej przeprowadzimy badanie
wybidrczosci pokarmowej. W tym celu do kazdej klatki (w obu grupach) podamy 600 owocoéw (300 owocow
gtogu + 300 owocow irgi). Dla kazdego ptaka, po zjedzeniu przez niego pierwszych 100 owocow obliczymy
proporcjg jaka w tej liczbie stanowity owoce irgi. Otrzymane wyniki przeanalizujemy przy pomocy testu t
Studenta dla $rednich z grup, gdzie zmienna niezalezna bedzie obecno$¢ zapasozycenia, a zmienng zalezna —
proporcja zjedzonych owocow irgi. Odrzucenie w tescie hipotezy zerowej pozwoli nam stwierdzié, ze
zapasozycenie ma wptyw na rodzaj wybieranych owocow.

2.2) Wpltyw amigdaliny na zapasozycenie (eksperyment 2).

W tym eksperymencie uzyjemy 90 samcow kosa odtowionych i przetrzymywanych tak jak w eksperymencie
1. Po 10 dniach aklimatyzacji, na podstawie analizy odchodow ocenimy stopien zapasozycenia wszystkich
osobnikéw. Nastepnie podzielimy je na dwie grupy: eksperymentalna i kontrolna (po 45 osobnikdéw) w taki
sposob by srednie oraz wariancje zapasozycenia byty jak najbardziej zblizone w obu grupach.

Przez kolejne 5 dni ptakom w grupie eksperymentalnej bedzie podawany codziennie wodny roztwor
amigdaliny, a grupie kontrolnej czysta woda (strzykawka do dzioba). Ilo§¢ podanej amigdaliny zostanie
dobrana na podstawie $redniej zawartosci tego zwiazku w owocach, pomnozonej przez $rednia liczbe
owocoOw irgi spozywanej w ciagu dnia przez kosa (obserwacje ptakoéw w hodowli). Kazdego dnia w czasie
trwania eksperymentu bgda pobierane probki katu z klatki kazdego ptaka oraz wymieniana podscidtka. Liczba
form zyciowych w probkach katu okresli stopien zapasozycenia zwierzat.

Otrzymane wyniki zostang przeanalizowane za pomoca analizy wariancji z powtarzanymi pomiarami
(Repeated maesures ANOVA) z czynnikiem ustalonym ,,zabieg” (obecno$¢ i brak amigdaliny w podawane;j
wodzie). Zmienna zalezna bedzie stopien zapasozycenia ptakow. Statystycznie istotny wptyw badanego
czynnika ,,zabieg” pozwoli stwierdzi¢, ze spozycie amigdaliny wptywa na stopien zapasozycenia u badanych
ptakow. Spodziewamy si¢ rowniez efektu czynnika czasowego (kolejne dni eksperymentu), gdyz
zapasozycenie moze zmienia¢ si¢ w czasie. Ewentualnie, istotna statystycznie interakcja czynnika ,,zabieg” z
dniem wykaze, ze dynamika zmian zapasozycenia r6zni si¢ mi¢dzy grupa kontrolna a eksperymentalna.

Formy rozpowszechniania
Wyniki chcieliby$Smy zamieéci¢ w renomowanym czasopi$mie naukowym i zaprezentowaé na konferencji
mig¢dzynarodowej ESEB.
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RECENZJE
Hajnalka Szentgyorgyi

Recenzja projektu pt ,,Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych
kosa (Turdus merula)”

Projekt, czy raczej plan projektu przedstawia ciekawy problem badawczy, ale:

Tytut projektu oddaje tylko czg$¢ zagadnien poruszanych w projekcie i to tej czg$ci mniej ciekawej: o
wplywie amigdaliny na poziom pasozytow jelitowych u kosa. Znacznie bardziej interesujace dla biologa jest
druga kwestia: czy kosy ,,§wiadomie” wybieraja owoce zawierajace amigdaling zalezno$ci od poziomu
swojego zapasozycenia, zaktadajac optymistycznie, iz takowe dziatanie istnieje.

Z tym si¢ wiaze nastgpny powazny zarzut: Sami autorzy pisza, iz niewiele wiadomo na temat
przeciwpasozytniczego dzialania PSM u ptakow, a juz na pewno niewiele na temat dziatania amigdaliny u
kosow. (Z literatury wiemy, ze amigdalina jest glikozydem o dzialaniu przeciwnowotworowym, przynajmniej
takie sa wyniki badan in vitro, natomiast na temat dziatania przeciwpasozytniczego nie znalaztam zadne;j
wzmianki). Dlaczego wigc autorzy planuja rozpoczecia eksperymentéw od wybidrczosci pokarmowej u
zapasozyconych i niezapasozyconych osobnikow, skoro nie wiemy jak i czy w ogdle badany zwiazek dziala
na wybrany przez nas gatunek modelowy.

Dlaczego tylko nicienie jelitowe autorzy biora pod uwagg, jesli chodzi o badanie dziatan
przeciwpasozytniczych amigdaliny? Roznego rodzaju pierwotniaki pasozytnicze lub ptazince zamieszkujace
uktad trawienny moga mie¢ rownie powazne konsekwencje zdrowotne, jak i nicienie. Dodatkowo, skoro nie
wiemy czy i jak dziata badany zwiazek, moze ono rownie dobrze lub jeszcze wyrazniej dziata¢ na pasozyty
inne, niz nicienie.

Eksperymenty sa logicznie zaplanowane, ale pewne kwestie wymagaja przemyslenia. Wiedza autoréw i
podejrzewam, ze takze dane dostgpne z literatury sa do$¢ ogolnikowe na temat mozliwych pasozytow u kosa.
Dlaczego akurat 3-5 gatunkdéw nicieni chca autorzy uzy¢ do ponownego zapasozycenia? Jaki bezpieczny
$rodek mozna stosowac u ptakodw?

Eksperyment 1: Co to znaczy ,,po skutecznym wyleczeniu”? Natychmiast jak zabraknie §ladow w kale po
badanych pasozytach? Czy po okresie rekonwalescencji ptakow po podaniu $rodka antypasozytniczego? Jak
wiemy tzw. ,,odrobaczenie” powaznie wyciencza organizm, wiec jest to efekt, ktorego nie mozna ignorowac.
Dlaczego podajemy w sumie 600 owocow, skoro po 100 zjedzonych obliczamy proporcje?

Eksperyment 2: Dlaczego ptaki sa dluzej aklimatyzowane? Na podstawie czego okreslimy poziom
zapasozycenie skoro nawet nie wiemy jakie gatunki i w jakich ilo$ciach znajdziemy (patrz uwagi do
eksperymentu 1)? Czy amigdalina bgdzie podawana raz dziennie, czy w kilku mniejszych dawkach? Czy kosy
trawia tez w cato$ci nasiona irgi, czy tylko miazsz? Jeéli nie, to jak wyliczy¢ dawke na podstawie liczby
nasion, skoro amigdalina wystgpuje gidwnie w nasionach?

I w konficu ostatni zarzut, a moze wlasnie duzy plus powyzszego projektu: autorzy nie podaly zadne koszty
zwiazane z wykonaniem projektu, rozumiem, ze nie potrzebuja dofinansowania swoich badan.

Podsumowujac moge powtérzy¢ pierwsze zdanie recenzji: jest to cieckawe zagadnienie, natomiast
zdecydowanie wymaga dopracowania kwestii zarowno metodologicznej jak i finansowej. Zycz¢ autorom
powodzenia.



Projekty i recenzje 48

Dawid Moron

Recenzja projektu ,,Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych u
kosa (Turdus merula)”.

Celem pracy jest (1) zbadanie czy owoce zawierajace amigdaling beda czg$ciej wybierane przez osobniki
zapasozycone oraz (2) czy spozywanie amigdaliny obnizy stopien zapasozycenia.

Pytania postawione przez autoroOw projektu sa nowatorskie oraz sens ich postawienia jest dobrze uzasadniony.
Jest réwniez klarownie postawione jaka hipotezg autorzy zamierzaja obalic.

Autorzy nie uzasadnili dlaczego wybrali do badan samce. Mozemy si¢ spodziewaé réznic w zapasozyceniu
miedzy samcami a samicami. Czy te roznice autoréw nie interesuja?

Mozna byto unikna¢ prostych btedow takich jak: jednozdaniowe akapity, brak kursywy w nazwach gatunkow
w jezyku tacinskim itd.

Projekt jest wart finansowania po niewielkich poprawach

Dominika Drogosz

Recenzja projektu
Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych u kosa

Streszczenie jest zbyt pobiezne, brak informacji o metodyce.
Cel badan jest klarowny, jednak wprowadzenie dwoch réznych uje¢ (w Streszczeniu i Celu projektu)
powoduje zamieszanie, nie do konca jest jasne o co w zasadzie chodzi.
Hipotezy zostaly jasno postawione , a wybor tematu dobrze uzasadniony. Autorzy szczegdélowo przemysleli
problem co poskutkowato odpowiednim doborem metodyki, ktéra w moim przekonaniu umozliwi odpowiedz
na postawione pytania.

W kontekscie przytoczonego stanu wiedzy problem jest nowatorski, gdyz proponowane badania dadza
konkretna odpowiedz, czy z pozoru niekorzystne i kosztowne dla organizmu zachowanie moze mie¢ gigbsze
podtoze.

Kilka uwag:

* W konteks$cie projektu wydaje si¢ niekonieczne wyjasnienie hipotezy wybidrczej toksycznosci, skoro nie
ma mowy o tym, ze potwierdzenie postawionych przypuszczen wskazuje, ze takie zjawisko moze
nieskutkowac.

* Brak konkretnej informacji dlaczego dwa osobne doswiadczenia.

* Brak informacji popartych literatura konkretnie o kosie i jego preferencjach pokarmowych.

* Wybrano irgg poniewaz jest w niej najwigcej amigdaliny, a jak problem begdzie si¢ miat do przypadku
owocu mato odzywczego i z niska zawarto$cia tej substancji, a tez jedzonym?

* Stwierdzenie, ze wyniki beda zamieszczone w renomowanym czasopismie wskazuje, ze autoréw nie
interesuje dotarcie do konkretnych odbiorcéw, a jedynie renoma.
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Justyna Morawska

Recenzja projektu: Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych u
kosa (Turdus merula)

Z wielkim rozczarowaniem odkrytam, ze nie mam zbyt wiele mozliwosci jezeli chodzi o wytknigcie
autorom nielogicznos$ci, ztych argumentacji i zwracania uwagi na niedomagania w znajomosci tematu.
Problem badawczy jest nowatorski a okreslenie i argumentacja celu sa w pelni opracowane. Dla wigkszej
klarownosci zmienitabym jednak kolejno$¢ zdan w Celu: ... Liczne badania...przed ...Stawiamy hipoteze- to
jednak szczego6l.

Chciatabym takze nadmieni¢ o metodzie doboru fotoperiodu. Pierwszy raz spotkatam si¢ z jego ustalaniem
zgodnie z czasem odlowienia. Brawo za spostrzegawczo$c!

Zastanawiajace sa natomiast dwie rzeczy.

Eksperyment jest przeprowadzany tylko na samcach. Czy autorzy nie obawiaja si¢, ze w przysztosci kto$
przez nieuwage zacznie generalizowac ten problem 1 méwic ogolnie o kosach leczacych si¢ z pasozytow ,
zamiast tak jak jest w przeprowadzanym eksperymencie, 0 samcach kosow? Takie uogolnienie moze
powodowac niejasnosci, stad sugeruj¢ wzia¢ takze pod uwage samice. Druga sprawa jest uzasadnienie
dlaczego w eksperymencie dotyczacym badaniu wybiorczosci czas aklimatyzacji wynosi 5 dni a w
eksperymencie dot. Wptywu amigdaliny wynosi on 10 dni.

Nazwy tacinskie piszcie kursywa.

Projekt zdecydowanie nadaje si¢ do finansowania.

Uktony, Justyna Morawska

Katarzyna Bojarska

Recenzja projektu ,,Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych u
kosa (Turdus merula)”

Autorzy projektu podejmuja probg nowatorskiego wyjasnienia zjawiska powszechnie wystepujacego w
przyrodzie. Poruszony problem wydaje si¢ by¢ bardzo ciekawy, a sposdb werytikacji hipotezy dobrze
przemyslany.

Sformulowanie ,,wlasciwosci antypasozytnicze dla nicieni” sugeruje, ze odrobaczamy nicienie.

Przy pierwszym wspomnieniu o gatunku rosliny nalezy poda¢ tacinska nazwe gatunkowa.

Nie podano literatury do stwierdzenia, ze pasozyty sa uwazane za wazny czynnik doboru naturalnego.
Okreslenie ,,owoce zwierajace wysokie zawartosci” mozna poda¢ w formie lepiej przyswajalnej dla
czytelnika.

Zdanie: ,,Amigdaling wybraliSmy poniewaz jest to jeden z najbardziej toksycznych zwiazkdéw zawartych w
owocach irgi...” sugeruje, ze zawieraja one roéwniez inne toksyczne substancje. Jezeli tak jest, nalezatoby o
tym wspomnie¢.

W metodyce nalezatoby uzasadni¢ wybor pici obiektu badan.

Wydaje mi sig, ze poczatki akapitow powinny by¢ zaznaczone wcigciem.
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Malgorzata Bylicka

Ocena projektu badawczego: Rola amigdaliny wystepujacej w owcach w zwalczaniu pasozytow
jelitowych u kosa (Turdus merula)

Uwagi ogolne do calego tekstu

Projekt napisany jest ci¢zkim do czytania stylem (zdania wielokrotnie ztozone z licznymi powtérzeniami,
pojawiaja si¢ zdrobnienia). Dodatkowo tekst wymaga formatowania (nazwy tacinskie powinny by¢ pisane
kursywa, nie jest rowniez konieczne pisanie nazw gatunkoéw czy zwiazkow z duzej litery, brak konsekwencji
w spisie literatury). Nowe mysli powinny stanowi¢ odrgbne akapity, a nie tylko by¢ rozpoczynane od nowej
linii. Jesli miejsca gdzie dokonano takiego zabiegu rzeczywiscie sa nowymi myslami nalezy uwazac, by nie
powstatly akapity jednozdaniowe.

Tytul — przy takiej metodyce nalezy sprecyzowac do nicieni

Streszczenie — rowniez nalezatoby sprecyzowac¢ do nicieni

Cele projektu — postawiono hipotezg, a brak jest uzasadnienia potrzeby wykonania takiego projektu

Stan wiedzy — ,,nutrienty” niepotrzebne, jest polskie stowo nutrient = sktadnik pokarmowy.

Metodyka badawcza

—,,90 samcow kosa” — to duzo, czy wykonawcy mimo, ze ,,kosy mozna dos¢ tatwo odlawia¢” sa w stanie
schwytac¢ taka ilos¢ ptakow? Uwazam, ze nawet przy posiadanej praktyce w tej dziedzinie 1 duzej liczebnosci
kosa schwytanie, w krotkim czasie (a to konieczne) takiej ilosci jest nierealne, dodatkowo stosujac selekcje
samcow.

— ,,odtowione ptaki przewieziemy do INoS i umiescimy w indywidualnych klatkach” — Jaki jest wymiar klatki
przeznaczonej dla jednego kosa i czy Instytut posiada laboratorium tej wielkos$ci, aby je wszystkie zmie$cic?
—,,5 dni bedziemy aklimatyzowac ptaki” — w zwiazku z problemami z odtowem czy kazdy ptak bgdzie miat
5-dniowa aklimatyzacje, czy tez w celu wyrownania rozpoczecia eksperymentu dla wszystkich ptakow, jedne
beda miaty ten okres dtuzszy, a inne krétszy.

— ,wybrali$my nicienie” i ten fakt by¢ moze rozwiazuje problem ze ztozonymi cyklami rozrodczymi
pasozytow, ale tworzy nastgpny. Nie mamy pewnosci czy nicienie sa ta grupa pasozytéw przeciwko, ktérym
ptaki stosuja amigdaling. W naturalnym $rodowisku jest wiele owocodw o toksycznych wlasciwosciach (co
autorzy podkreslaja wielokrotnie), ktore ptaki moga pobierac i nie sprawdzajac dziatania amigdaliny na
wigkszej liczbie gatunkdéw pasozytow (wszystkich stwierdzonych w doswiadczeniu) mozemy uzyskac¢ wynik,
ze substancja (ta konkretna) nie wplywa na pasozyty (nicienie). Warto wykona¢ pilotazowy eksperyment i w
pierwszym rzedzie sprawdzi¢ jak dziala amigdalina na pasozyty uzyskane z odchodow kosa.

—,,podamy 600 owocdéw” — a nie mamy mozliwos$ci zmuszenia ptakéw do ich zjedzenia. Znane mi przypadki
sugeruja, ze ptaki (lub czegs¢ z nich) czgsto nie chea jes¢ podawanych owocow.

— Dzienna dawka amigdaliny podawana jednorazowo moze okazac si¢ za wysoka, lepiej podawac ja np. w
pokarmie. Nie gwarantuje nam ona 100% przyswojenia substancji przez ptaki, ale jesli decydujemy si¢ na
takie ustgpstwo przy zapasozycaniu — ,,podamy w pokarmie jaja nicieni” to nie bedzie to wielki btad rowniez
w tym wypadku. Ominiemy w ten sposob stresujacy dla ptakow zabieg wstrzykiwania toksyny.

Kosztorys — czyzby wnioskodawcy nie potrzebowali srodkéw finansowych ©?

Temat ciekawy, wazny 1 watry realizacji (co nie jest podkreslone przez autoréw), jednak nie jest mozliwe
uzyskanie finansowania bez dopracowania metod jego wykonania, ktére w obecnej formie nie gwarantuja
uzyskania niezbednych wynikow.
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Michal Ciach

Recenzja projektu: Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych u
kosa (Turdus merula)

Autorzy wybierajac temat swojego projektu poruszyli interesujace zagadnienie, ktére moze pomoc w
odpowiedzi na pytanie czy wybor pokarmu przez zwierzeta jest determinowany przez ich kondycj¢
zdrowotna. Poznanie relacji pomigdzy zwierzgtami owocozernymi a ich pokarmem oraz znaczenie w tej
relacji pasozytow moze by¢ wazne dla poznania podioza procesu koewolucji gatunkow roslin
zoochorycznych oraz ich wektorow. Mozna postawi¢ sobie dalej idace pytanie czy roslina ma cel w tym, aby
ptaki byty silnie zapasozycone. Wyjasnienie zawartego w tytule pracy zwiazku z pewnoscia wzbudzi
zainteresowanie i dyskusj¢ wsrod ekologow i nie przejdzie bez echa.

Wybor kosa jako obiektu badan wydaje si¢ by¢ trafny, jednak nie jest on umotywowany w projekcie.

1. Zawarte w celu projektu zdanie ,,Powszechnie uwaza sig, iz PSM wystepujace w owocach chronia je przed
atakiem patogendow 1 roslinozercow” powinno by¢ poparte cytacjami, ktore sktonity autoréw do jego uzycia.
Jednak przyjecie takiej tezy jest nieco dyskusyjne. Owoce sa produkowane po to by zosta¢ zjedzone. Ich
produkcja jest zapewne niezwykle kosztowna dla rosliny a stosowanie (réwniez kosztownych) metod
samoobrony przed ,,ro§linozercami” nie jest spojne. Chyba, ze roslina chce selektywnie wybiera¢ przez kogo
ma by¢ zjedzona a przez kogo nie. I tu moze mie¢ znaczenie amigdalina — substancja toksyczna selektywnie.
Autorzy powinni zatem poswigci¢ nieco wigcej uwagi zwiazkowi ,,owoc-konsument”.

2. W celu projektu brakuje jasno postawionej hipotezy badawczej. Z tekstu mozna si¢ domys$lac¢ co Autorzy
chca osiagnad, jednak cel musi by¢ wyrazony jasno.

3. Recenzentowi nasuwa si¢ watpliwos¢ o kolejno$¢ przeprowadzenia planowanych dwéch zabiegow
eksperymentalnych. W pierwszej kolejnosci nalezatoby pozna¢ wptyw amigdaliny na pasozyty. A potem
preferencje pokarmowe kosa.

4. Przedstawiony przez AutoroOw stan wiedzy nieco tagodzi niepokoje Recenzenta wyrazone w punkcie 1. Nie
mniej jednak rola amigdaliny powinna by¢ doktadniej przedyskutowana w kontekscie znaczenia dla roslin
oraz ich konsumentéw.

5. Autorzy wydaja si¢ wyraza¢ zdumienie faktem, ze ro§liny zawierajace PSM 1 niska zawarto$¢ substancji
odzywczych sa mimo wszystko konsumowane. Istotng rol¢ odgrywa tu jednak ilo$¢ substancji szkodliwych
zawarta a nie sam fakt obecnos$ci. Przyktadem niech bedzie fakt powszechnie znanego dobroczynnego
wplywu wina czerwonego na uktad krazenia czlowieka. A z drugiej strony wiemy jednoczes$nie, ze alkohol
zabija.

Reasumujac autorzy powinni zwroci¢ wigksza uwage na ilosciowy sktad substancji toksycznych w owocach.
Co zreszta jest zasadne w konteks$cie planowanego eksperymentu.

6. W metodach pojawiaja si¢ nieprecyzyjne okreslenia ,,duzy udziat”, ,,dos¢ tatwo”, ,,jednen z najbardziej”.
Co one znacza zdaniem Autorow?

7. Autorzy twierdza, ze ,,kosy mozna tatwo odlawia¢”. Zdaniem Recenzenta to bardzo wzgledna teza.
Autorzy powinni si¢ pochwali¢ metoda pozwalajaca chwytaé ptaki z duza tatwoscia.

8. Autorzy nie precyzuja w jakim wieku beda osobniki uzyte w eksperymencie. Preferencje pokarmowe,
stopien zapasozycenia moga wykazywac roznice zalezne od wieku. Rozpoznawanie ptakow starszych niz
pierwszoroczne jest praktycznie niemozliwe. Sugeruj¢ zatem wybra¢ do eksperymentu ptaki bedace w
pierwszym roku ich zycia.

9. Schwytanie 90 samcow kosa, bgdacych w pierwszym roku ich Zycia ,,w zakrzaczeniach nad brzegiem
Wisty migdzy Salwatorem a Tyncem” moze nie by¢ ,,dos¢ tatwe”. Ile czasu moze to zajac trojce autordw? A
jesli zatrudnia zawodowych osoby do pomocy to czy przewidzieli
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Rafal Martyka

Recenzja projektu: ,,Rola amigdaliny wystepujacej w owocach w zwalczaniu pasozytow jelitowych u
kosa Turdus merula”

Problem badawczy zaprezentowany w powyzszym projekcie wydaje si¢ by¢ interesujacy 1 nowatorski.
Generalnie zagadnienia zwiazane z interakcjami pasozyt-gospodarz i czynnikami je ksztattujacymi sa jednymi
z istotniejszych probleméw biologii ewolucyjnej. Autorzy chca wykazaé, ze zjadanie owocoOw pewnych
gatunkow roslin moze mie¢ dzialanie antypasozytnicze. Jest to o tyle ciekawe, ze owoce niektorych gatunkow
rzeczywiscie nie posiadaja wysokiej warto$ci energetycznej, a sa jednak chetnie zjadane przez ptaki. To moze
oznaczac, ze zjadanie tych owocow przez ptaki przynosi inne korzysci. Ponadto istnieja dane empiryczne, ze
pewne substancje zawarte w owocach, takie jak antocyjany lub karotenoidy moga pozytywnie wptywaé na
immunokompetencj¢ zjadajacych je ptakow. To niewatpliwie uzasadnia podjeciem tego tematu, gdyz
faktycznie okreslone substancje zawarte w owocach moga negatywnie oddzialywac na pasozyty.
Dodatkowym atutem proponowanych badan jest podejscie eksperymentalne, ktore gwarantuje zebranie
odpowiednich danych do przetestowania postawionych hipotez. Projekt jest jasny i zwigzly, odpowiednio
uzasadnia podjety problem i1 sposob przeprowadzenia badan. Dotyczy to takze analiz statystycznych, ktére sa
poprawne i nie budza zastrzezen. Mam jednak kilka uwag odnosnie kilku spraw. Po pierwsze zastanawiam sig
dlaczego autorzy zdecydowali si¢ bada¢ tylko samce. Czy przy tak duzym eksperymencie i srodkach, ktore
beda potrzebne do jego realizacji nie warto byloby zbada¢ zarowno samce jak i samice. Wiadomo, zZe plcie
moga rézni¢ si¢ w podatnosci na pasozyty. Jedna ple¢ moze by¢ bardziej zapasozycona niz druga. Jesli wigc
zjadanie pewnych owocow dziata antypasozytniczo spodziewac si¢ mozna takze réznic migdzyptciowych w
ilosci zjadanych owocow. Sadze, ze takie dodatkowe dane bylyby bardzo interesujace. Widze réwniez
problem zwiazany z odtowem ptakow i ich iloscia. 90 (zastanawiam si¢ czemu akurat 90, a nie 100?) ptakoéw
w obu eksperymentach to duzo. Czy autorzy beda dysponowaé odpowiednim miejscem aby przetrzymywac te
ptaki w odpowiednich warunkach? Nie jest to dobrze wyjasnione, gdzie to bedzie, jakiej wielkosci beda
klatki, itp. Poza tym odtéw takiej ilosci ptakéw nastreczy rowniez szereg trudnosci. Nie spodziewam sig aby
moglyby by¢ one wszystkie ztowione w ciagu 1-2 dni (moze to trwac znacznie dtuzej), co wynika z faktu, ze
gatunek ten chwyta si¢ w sieci naprawdg trudno. Nie jest jasne jak autorzy chca kontrolowa¢ ilo$¢ zjadanych
owocoOw przez ptaki umieszczone w klatkach. Czy beda one zliczane w jaki$§ odstgpach czasu od momentu ich
podania przez te kolejne 5 dni, czy zostana one zliczone dopiero w 5 dniu? Mysle, ze istotne jest okreslenie
jak szybko ptak zjadt ta okreslonag liczbg owocow. Poza tym nie wiadomo jak beda one ptakom podawane, w
pojemniku, na tacy, na podsciotke. Niestety nie jest to dobrze wyjasnione. Co mnie dziwi to fakt, ze autorzy
nie chca bada¢ innych parametréw odtowionych ptakow, ktére moga mie¢ wplyw na zapasozycenie.
Sugerowalbym pomiary masy i skoku w celu okreslenia kondycji poszczegdlnych ptakoéw, gdyz wiadomo, ze
kondycja ma wplyw takze na zapasozycenie. Ptaki w lepszej kondycji moga by¢ mniej zapasozycone, co
moze takze wplywac na ilo$¢ zjadanych owocow.

Podsumowujac, projekt ten oceniam wysoko 1 bytbym za jego finansowaniem, aczkolwiek chcialbym aby
autorzy odniesli si¢ do wyzej postawionych przeze mnie kwestii i je sprecyzowali.
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OSTATECZNA WERSJA PROJEKTU

M. Lenda, Z. Prokop, M. Ejsmond
Ochotnica Gorna 08.10.2007

Czy kosy zjadajg owoce bogate w roslinne metabolity wtorne aby pozby¢ si¢ pasozytow
ukladu pokarmowego?

Streszczenie

W zaproponowanym przez nas projekcie chcemy zbadaé, czy kosy (Turdus merula) moga obnizaé
swQj stopien zapasozycenia przez wybor 1 konsumpcje owocow irgi poziomej (Cotoenaster horizontalis).
Owoce te zawieraja w miazszu wysokie stezenie amigdaliny — glikozydu cyjanogennego o
udokumentowanym dziataniu toksycznym na wiele grup organizmow. Odpowiedz na zadane w tytule pytanie
zostanie udzielona na podstawie dwoch eksperymentow. W pierwszym zbadamy wpltyw zapasozycenia na
wybor owocodw irgi. W drugim zbadamy efektywnos$¢ owocow irgi w redukcji zapasozycenia.

Cele projektu
Istota planowanych badan jest odpowiedz na pytanie czy kosy konsumuja owoce irgi w celu

zwalczania pasozytow wewngtrznych. Miazsz tych owocow zawiera wysokie stezenia roslinnych metabolitow
wtérnych (plant secondary matabolites - PSM), w szczegdlnosci amigdaliny (Stiebel 2003). Powszechnie
uwaza sig, iz PSM wystepujace w owocach roslin chronia je przed atakiem patogendw i roslinozercow (np.
Lewak, Kopcewicz 2007). Jednoczesnie wiele z takich owocow jest chetnie zjadanych przez ptaki. Stawiamy
hipotezg, iz przyczyna wybierania przez ptaki owocow o wysokiej zawarto$ci PSM jest antypasozytnicze
dziatanie tych zwiazkow. Liczne badania in vitro oraz in vivo pokazuja, iz wiele z nich wykazuje silne
wlasciwos$ci antypasozytnicze (dziatajac np. nicienie, plazince, pierwotniaki) (Athanasiadou i Kyriazakis
2004). Zgodnie z postawiona hipoteza przewidujemy, ze:

1. owoce irgi beda czeséciej wybierane przez osobniki zapasozycone, niz te pozbawione pasozytow
(eksperyment 1).

2. spozywanie owocOw irgi obnizy stopien zapasozycenia kosow (eksperyment 2).

Stan wiedzy
Dotychczasowe prace poswigcone preferencjom pokarmowym ptakéw owocozernych skupialy si¢ na

roli zawartosci cukrow, lipidow i biatek. Prace uwzgledniajace zawarto§¢ PSM w owocach, badaty najczesciej
ograniczajacy wplyw tych zwiazkéw na spozycie przez ptaki.

Hipoteza wybiorczej toksycznosci zaktada, iz wtdérne metabolity roslin zawarte w owocach sa
toksyczne dla organizmdw, ktore nie przyczyniaja si¢ do dyspersji nasion. Natomiast sa nieszkodliwe dla
zwierzat, ktore koewoluowaty jako rozsiewacze (Cipolini i Levey 1997). Potwierdzenia tej hipotezy
dostarczaja prace pokazujace, ze ptaki owocozerne (np. jemiotuszka) nie metabolizuja amigdaliny (Strumpv i
in. 1999). Dowiedziono natomiast toksycznego wptywu tego zwiazku na wiele grup organizmdw, np. nicieni
(Izrael 1 inni 1973). Metabolizowanie tego glikozydu przez zwierzeta, prowadzi do uwolnienia cyjanowodoru,
ktory blokuje oddychanie komodrkowe. Innym przyktadem jest Toxoscome curviroste, ptak bedacy gléwnym
rozsiewaczem nasion papryki chilli 1 odzywiajacy si¢ jej owocami, ktére sa silnie toksyczne dla innych
zwierzat, nie przyczyniajacych si¢ do dyspersji rosliny, np. myszy (Teewksbury 1 Nabhan 2001).

Hipoteza ta nie wyjasnia jednak faktu, iz wiele owocow zawierajacych toksyczne PSM cechuje si¢
réwniez niska zawarto$cia substancji odzywczych, a mimo to sg ch¢tnie zjadane przez ptaki, nawet w
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obecnosci owocow bardziej obfitych w sktadniki pokarmowe (Snow 1988). Przyktadem moze by¢ jarzebina,
zawierajaca kwas parasorbowy (w wigkszych dawkach letalny np. dla myszy) lub irga, zawierajaca
amigdaling. Owoce obu gatunkow sg ubogie w substancje odzywcze, a mimo to stanowia znaczaca czgs¢
diety wielu ptakow, mimo wyst¢gpowania w tym samym czasie glogu, czarnego bzu i innych znacznie bardziej
odzywczych owocoOw (Snow 1988, Stiebel 2003).

Proponowane badania maja na celu sprawdzenie czy zjadanie przez ptaki owocoOw o wysokiej
zawarto$ci PSM moze mie¢ zwiazek z obrona przed pasozytami. Pasozyty sa obecnie powszechnie uwazane
za jeden z najwazniejszych czynnikéw wptywajacych na dostosowanie organizméw. Skuteczno$¢ niektérych
PSM (m.in. z grup glikozydéw, alkaloidéw, saponin 1 tanin) w zwalczaniu pasozytéw zostata zaobserwowana
u hodowlanych ssakéw przezuwajacych (Athanasiadou i Kyriazakis 2004). Wedlug naszej wiedzy nie bylo
jednak zadnych publikowanych badan w tym temacie na ptakach, a tym bardziej pod katem swiadome;j
wybiodrczosci pokarmu ze wzgledu na obecnos$¢ pasozytow.

Metodyka badawcza

1) Opis uktadu badawczego

Elementami naszego uktadu badawczego beda: kos (Turdus merula) jego pasozyty jelitowe - nicienie,
owoce irgi poziomej (Cotoenaster horizontalis) i1 gtogu jednoszyjkowego (Crataegus monogyna). Jako obiekt
naszych badan wybraliSmy kosa, poniewaz u osobnikdéw tego gatunku duzy udziat w diecie stanowia owoce
zawierajace wysokie zawartosci PSM. Kosy mozna stosunkowo tatwo odtawia¢, a dodatkowym argumentem
jest zapewniona wspotpraca z osoba, ktora ma dos§wiadczenie w odlawianiu i prowadzeniu wieloletniej
hodowli tych ptakow. WybraliSmy pasozyty jelitowe - nicienie, poniewaz nadaja si¢ do przeprowadzenia
sztucznego zapasozycania kosow i sa podstawy, aby przypuszczaé, iz moga by¢ wrazliwe na amigdaling.
Kontrola zapasozycenia opiera si¢ na badaniach katlu, co minimalizuje wywierany na ptaki stres. Owoce irgi
wybrali$my poniewaz wchodza w sktad diety kosa oraz zawieraja w miazszu PSM, w tym toksyczne dla
wielu zwierzat st¢zenia amigdaliny. Gl6g owocuje w tym samym czasie co irga, nie zawiera amigdaliny w
miazszu dojrzatych owocow, ani innych silnie toksycznych PSM, natomiast ma znacznie wigcej sktadnikow
odzywczych.

W eksperymentach zostana uzyte pierwszoroczne samce kosa, odtowione w dwoch turach,
odpowiadajacych dwom eksperymentom: we wrzesniu (po zakonczeniu pierzenia) 2008 oraz 2009, z terenow
podmiejskich Krakowa. Uzycie wylacznie samcow pozwoli unikna¢ dodatkowej zmiennosci zwiazanej z
efektem plci. Odlowione ptaki przewieziemy do Instytutu Nauk o Srodowisku UJ i umie$cimy w laboratorium
w indywidualnych klatkach o wymiarch 1.5m x 1m x 1m. W laboratorium bedzie utrzymywana temperatura
20°C i fotoperiod adekwatny do daty odlowienia. Przed rozpoczgciem eksperymentu, ptaki beda
aklimatyzowane do warunkow laboratoryjnych przez okres minimum 7 dni. O ile nie zaznaczono inaczej w
opisie eksperymentu, ptaki beda karmione standardowa pozywka dla kosow opracowana na potrzeby innych
badan (Walasz 19..), sktadajaca si¢ z gotowanego kurzego jaja, bialego sera i startej marchwi. Pod$ciotka w
kazdej klatce bedzie wymieniana codziennie.

2) Plan badan

2.1) Wybiorczos¢ pokarmowa koséw w zaleznosci od stopnia zapasozycenia uktadu pokarmowego
(eksperyment 1).

Eksperyment przeprowadzimy na probie 60 samcoéw kosa. Codziennie poczawszy od dnia odlowdw, w
momencie wymiany podsciotki w klatce, bedziemy od kazdego osobnika pobieraé probke odchodow. Z
pomoca parazytologa oznaczymy na podstawie tych probek roznorodnos¢ gatunkowa pasozytow jelitowych.
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Ponadto, z odchodow zebranych od wszystkich osobnikow odwirujemy jaja pasozytow, ktore postuza
nast¢pnie do eksperymentalnego zapasozycenia ptakow.

Po okresie aklimatyzacji podamy ptakom $rodek antypasozytniczy, dobrany po konsultacji z
weterynarzem wroctawskiego ogrodu zoologicznego. Po tygodniu od zabiegu odpasozycenia skontrolujemy
jego efektywnos$¢ badajac odchody na obecnos¢ form zyciowych pasozytéw. Procedure odpasozycania
bedziemy powtarza¢ do momentu skutecznego wyleczenia ptakéw (gdy nie stwierdzimy zadnych form
zyciowych pasozytéw w kale). W okresie po zabiegu (ewentualnie zabiegach) odpasozycania ptaki bedziemy
wazy¢ oraz sprawdza¢ stopien ich ottuszczenia (wg standardow Akcji Baltyckiej), monitorujac w ten sposob
ich kondycje. W przypadku ostabienia kondycji przez zabieg, ptaki zostana poddane rekonwalescencji do
momentu odzyskania odpowiedniej kondycji. Kiedy to nastapi, zwierz¢ta podzielimy na 2 grupy:
eksperymentalna i kontrolna, po 30 osobnikéw kazda. Osobniki bgda dobierane w ten sposob, by $rednia i
wariancja masy ciata byta jak najbardziej zblizona w obu grupach. Ptakom z grupy eksperymentalnej, po
kilkugodzinnym przegltodzeniu, podamy w pokarmie jaja pasozytéw w liczbie ustalonej na podstawie danych
literaturowych (prace nad sztucznym zapasozycaniem ptakow). Ptaki z grupy kontrolnej rowniez zostang
przeglodzone, a nastepnie nakarmione pokarmem bez jaj pasozytow. Efektywno$¢ zapasozycenia w grupie
eksperymentalnej skontrolujemy po odpowiednim czasie (dobranym na podstawie znajomosci cyklow
zyciowych uzytych gatunkow).

Po potwierdzeniu skutecznego zapasozycenia w grupie eksperymentalnej, przeprowadzimy badanie
wybiorczosci pokarmowej. W tym celu do kazdej klatki (w obu grupach) podamy 600 owocoéw (300 owocow
glogu + 300 owocow irgi, na osobnych tackach). Nie bedziemy w tym czasie podawac¢ im standardowe;j
pozywki. Dla kazdego ptaka, po zjedzeniu przez niego pierwszych 100 owocow obliczymy proporcje jaka w
tej liczbie stanowily owoce irgi. Otrzymane wyniki przeanalizujemy przy pomocy testu t Studenta dla
srednich z grup, gdzie zmienna niezalezna bedzie obecnos$¢ zapasozycenia, a zmienna zalezng — proporcja
zjedzonych owocow irgi. Odrzucenie w tescie hipotezy zerowej pozwoli nam stwierdzi¢, ze zapasozycenie ma
wplyw na rodzaj wybieranych owocow.

2.2) Wplyw owocow irgi na stopien zapasozycenia uktadu pokarmowego u koséw
(eksperyment 2).

Eksperyment przeprowadzimy na probie 60 samcoé6w. Po okresie aklimatyzacji, na podstawie analizy
odchoddéw ocenimy stopien zapasozycenia wszystkich osobnikow, na podstawie liczby i réznorodno$ci
gatunkowej form zyciowych pasozytéw w odchodach. Nastgpnie podzielimy je na dwie grupy po 30
osobnikow, w taki sposob by srednie oraz wariancje zapasozycenia byly jak najbardziej zblizone w obu
grupach.

Przez kolejne 5 dni ptakom z jednej grupy bedziemy podawaé owoce irgi, a ptakom z drugiej grupy owoce
glogu. Nie bedziemy w tym czasie podawac im standardowej pozywki. W kolejnych dniach eksperymentu dla
kazdego ptaka bgdzie obliczana masa zjedzonych owocow, a nastgpnie sumowana po zakonczeniu
eksperymentu. W dniu bezposrednio poprzedzajacym eksperyment oraz po 5 dniach jego trwania okreslony
bedzie stopien zapasozycenia zwierzat.

Otrzymane wyniki zostang przeanalizowane za pomoca ogolnego modelu liniowego (GLM) z
czynnikiem ustalonym ,,zabieg” (karmienie irga lub glogiem) oraz masa zjedzonych owocéw jako zmienna
ciagla. Zmienng zalezna bedzie rdéznica zapasozycenia danego ptaka migdzy ostatnim dniem eksperymentu a
dniem poprzedzajacym eksperyment. Statystycznie istotny wptyw badanego czynnika ,,zabieg” pozwoli
stwierdzi¢, ze gatunek zjadanych owocow wptywa na stopien zapasozycenia ptakow. Statystyczna istotnos¢
czynnika ciaglego bedzie oznacza¢ wptyw masy zjadanych owocodw na zapasozycenie. Istotna interakcja
migdzy czynnikiem ustalonym a zmienna ciagla bedzie oznaczaé, ze wptyw masy na zapasozycenie zalezy od
ich gatunku.
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Formy rozpowszechniania

Wyniki chcieliby$my zamiesci¢ w renomowanym czasopi$mie naukowym i zaprezentowac na konferencji
mi¢dzynarodowej ESEB.

Kosztorys:
60 klatek — ( 1 klatka kosztuje ok. 150 zt) 9 000 zI

pokarm dla ptakow — 200 zI w pierwszym roku badan + 200 zt w nast¢gpnym roku — 400 zt
wynagrodzenie dla 5 wykonawcéow (3 autoréw projektdéw i1 parazytolog) — 25 000 zt
wynagrodzenie dla 0osob bioracych udziat w odlawianiu — 8 000zt

komputer z oprogramowaniem — 5 000 zt

srodek przeciwpasozytniczy — 500 zt
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