UNIWERSYTET JAGIELLONSKI

ejczer

INSTYTUT NAUK O SRODOWISKU

WARSZTATY METODOLOGICZNE DLA
DOKTORANTOW: EKOLOGIA EWOLUCYJNA

RAPORT KONCOWY

13 — 18 kwietnia, 2015



-2-



Ochotnica Gérna 13-18.04.15

SPIS TRESCI
I. PROWADZACY, RECENZENCI, UCZESTNICY 6
II. TEMATY ZAPROPONOWANE PRZEZ UCZESTNIKOW 8
I11. TEMATY WYBRANE I ICH PIERWOTNE TYTULY 9
IV. PROJEKTY, RAPORTY I RECENZIJE 10

1. Eksperymentalne zbadanie funkcji tusek u wezy
1.1 Pierwsza wersja projektu 8
1.2 Recenzje 12
1.3 Ostateczna wersja projektu 19
2. Dorastanie w towarzystwie osobnikow o odmiennych nawykach

behawioralnych a stres i sukces reprodukcyjny

2.1 Pierwsza wersja projektu 25
2.2 Recenzje 30
2.3 Ostateczna wersja projektu 40
3. Dlaczego ptaki polykaja kamienie? Znaczenie gastrolitow w fizjologii
kurakow
3.1 Pierwsza wersja projektu 47
3.2 Recenzje 53
3.3 Ostateczna wersja projektu 60
4. Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolnos¢ ukladu odpornosciowego

sikory bogatki

4.1 Pierwsza wersja projektu 66

4.2 Recenzje 71

4.3 Ostateczna wersja projektu 80
5. Wplyw zanieczyszczenia powietrza na stezenie flawonoidow

w wegetatywnych i generatywnych organach poziomki pospolitej
(Fragaria vesca L.)

5.1 Pierwsza wersja projektu 86
5.2 Recenzje 91
5.3 Ostateczna wersja projektu 102

Warsztaty Metodologiczne: Ekologia Ewolucyjna

-3-



-4-

PROWADZACY:
Dr hab. Joanna Rutkowska, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

RECENZENCI:

Dr hab. Pawel Brz¢k, Instytut Biologii, Uniwersytet w Bialymstoku
Prof. dr hab. Mariusz Cichon, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

Dr hab. Joanna Kapusta, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

Dr Beata Klimek, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

Prof. dr hab. Adam Eomnicki, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

Dr Zofia Prokop, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

Dr Edyta Sadowska, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

UCZESTNICY:

Stanistaw Bury, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Marta Czarnocka-Cieciura, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Anna Giermek, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Katarzyna Janas, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Elzbieta Jedrzejczak, Instytut Botaniki UJ

Paulina Kosztyla , Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Malgorzata Lipowska, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Agata Rozik, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Bartlomiej Zajac, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Jakub Debowski, Instytut Botaniki UJ

Jowita Niedojadlo, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

AUTOR ZDJEC:

Dr hab. Joanna Rutkowska, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

OPRACOWANIE:
Jakub Debowski, Instytut Botaniki UJ



Ochotnica Gérna 13-18.04.15

Rys. 1

Uczestnicy kursu Warsztaty Metodologiczne: Ekologia Ewolucyjna

Warsztaty Metodologiczne: Ekologia Ewolucyjna




-6-

TEMATY ZAPROPONOWANE PRZEZ UCZESTNIKOW:

SR W=

(EJ)
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Czy zbieranie owocnikow grzybow stanowi dla nich zagrozenie? (M C-C)
Ekologiczne ograniczenia sposobu odzywiania Tyrannosaurusrex (M C-C)

Czy mozna rozpozna¢ emocje innych ludzi na podstawie ich zapachu? (M.C-C)

Po co wezom tuski? (S B)

Dlaczego niektore salamandry plamiste sg pasiaste? (SB)

Czy liczebnos¢ 1 preferencje pokarmowe zmii zygzakowatej zaleza od liczebnosci
gryzoni? (S B)

Wptyw peni ksigzyca na jakos$¢ snu u ludzi (EJ)

Atrakcyjno$¢ miejskich form gotebia skalnego dla samic z terendw pozamiejskich

Wplyw wypalania tak na behawior mrowek (EJ)

Odrebnos¢ genetyczne populacji miejskich 1 zamiejskich golebia grzywacza (ML)
Okreslenie zrodet adaptacji do osiggania wysokiej wydolnosci tlenowej u pséw
roznych ras (M L)

Wplyw uwarunkowan socjalnych na nawyki zywieniowe i behawioralne mtodych
nornic (M L)

Czy ograniczenie dymorfizmu piciowego u pustutki jest zwigzane z wigksza
wspotpracg pary podczas polowania? (BZ)

Czy gastrolity wptywaja na trawienie i metabolizm u kurakoéw?(BZ)

Czy optaca si¢ by¢ melanistycznym? (BZ)

Olejki eteryczne stosowane w ochronie upraw a ich wpltyw na zapylacze (AG)
Wptyw upraw medycznej marihuany na zwierzeta zyjace w ich otoczeniu (AG)
Wybor partnera ze wzgledu na jego genetyczne predyspozycje do zachorowania
na nowotwory (AG)

Wplyw zanieczyszczenia zbiornikow wodnych kofeing pochodzaca z oczyszczalni
$ciekow na cykl aktywnos$ci dobowej u rybitwy zwyczajnej (JN)

Zwigkszenie czgstotliwosci kanibalizmu seksualnego u modliszki zwyczajnej
wywolane zmianami w fotoperiodzie (JN)

Wiek odsadzenia od maciory a p6zniejsze zachowania socjalne prosiat (JN)
Zmiany klimatyczne w ostatnim ¢wieré¢wieczu w Europie a wielko$¢ ciata ptakow
(KJ)

Wydolno$¢  uktadu  odpornosciowego sikory bogatki w  gradiencie
zanieczyszczenia pylem zawieszonym PMI10 w aglomeracji krakowskiej 1
terenach przylegltych (K J)

Dhugos¢ telomerdw a poziom heterozygotycznosci w populacji gluszca z terenow
Karpat Zachodnich i Biatorusi (K J)

Identyfikacja mechanizméw ochrony 1 regeneracji uszkodzen DNA u
niesporczakow (P K)

Czynniki wptywajace na zmniejszanie populacji bociana bialego w Polsce (P K)

Sezonowa zmienno$¢ cech 1 wystepowania niesporczakow w zbiornikach
wodnych (PK)

Wplyw uzytkowania terenu na zasiedlanie przez gatunki inwazyjne roslin — jak
zapobiec ich ekspansji? (J D)
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29.  Wplyw turystyki na przeksztatcenia sSrodowiska naturalnego w obrebie obszarow
chronionych (J D)

30.  Wplyw stresorow chemicznych na wystgpowanie biatek alergennych u roslin (J D)
31.  Funkcja sygnaldw socjalnych podczas rojenia nietoperzy (A R)

32.  Czy zapasozycenie wptywa na wykorzystywanie schronien przez nietoperze? (A
R)

33. Funkcja turkusowego ubarwienia padalcow (A R)

TEMATY WYBRANE DO OPRACOWANIA:

4.

12.

14.
23.

30.

Po co wegzom tuski? (S B)

Wptyw uwarunkowan socjalnych na nawyki zywieniowe i behawioralne mtodych
nornic (M L)

Czy gastrolity wplywaja na trawienie 1 metabolizm u kurakow? (B Z)

Wydolno$¢ uktadu odpornosciowego sikory bogatki w gradiencie
zanieczyszczenia pytem zawieszonym PM10 w aglomeracji krakowskiej i
terenach przylegtych (K J)

Wplyw stresorow chemicznych na wystepowanie biatek alergennych u roslin (J D)

PIERWOTNIE OBRANE TYTULY:

4.

12.

14.

23.

30.

Funkcje tusek u wezy (M C-C, A R)

Dorastanie w otoczeniu osobnikéw o odmiennych nawykach behawioralnych a
stres 1 sukces reprodukcyjny. (M L, A G, P K)

Dlaczego ptaki potykaja kamienie? Znaczenie gastrolitow w fizjologii kurakow.
(BZ,SB)

Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolnos$¢ uktadu odpornosciowego sikory
bogatki. (K J, EJ)

Rola zmian zachodzgcych w roslinie w reakcji na zanieczyszczenie powietrza.
(JD,JIN)
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PROJEKTY BADAWCZE I RECENZJE

1. Eksperymentalne zbadanie funkcji tusek u wezy.

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

Funkcje lusek u wezy.
Autorzy:

Marta Czarnocka-Cieciura, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Agata Rozik, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

Abstrakt:

Na temat funkcji tusek u wezy istnieja utrwalone w srodowisku naukowym opinie, ale brakuje ich
weryfikacji eksperymentalnej. W niniejszym projekcie sprawdzone zostang hipotezy, ze tuski (1)
ograniczajg utrat¢ wody, (2) zmniejszaja wymiang ciepta z otoczeniem, (3) wspomagaja funkcje
lokomotoryczne oraz (4) zabezpieczaja przed pasozytami i infekcjami. W tym celu zostang
porownane formy bezluskie i normalne we¢za zbozowego (Pantherophis guttatus). Metodyka
bedzie obejmowata: pomiary utraty wody w komorach z przeplywem powietrza, mierzenie
temperatury ciata zwierzat przenoszonych do innych warunkéw termicznych lub nagrzewanych
lampa grzewczg, pomiary predkosci i przyspieszenia we¢zy na plaskim torze oraz umiejetnosé
wspinaczki, obserwacje zapasozycenia kleszczami 1 roztoczami oraz infekcji skornych
w warunkach poétnaturalnych. Wyjasnienie powyzszych kwestii moze by¢ interesujgce nie tylko
dla herpetologow, ale rowniez poszerza¢ ogdlng wiedze biologiczng dotyczaca ewolucji funkcji
struktur skornych u ladowych kregowcow.

Cel naukowy:

Luski lub rogowe tarczki sg jedng z najbardziej charakterystycznych cech gadow. Uwaza sig, ze
ich wyksztatcenie pozwolito tej grupie kregowcoOw na poczatku mezozoiku w pelni uniezaleznié
si¢ od $rodowiska wodnego i zdoby¢ przewage nad ptazami. Jest wiele utartych pogladow na
temat funkcji tusek, szczegolnie u wezy, u ktorych dodatkowo sugeruje si¢ ich funkcje
lokomotoryczne. Z powodu braku gatunkéw beztuskich, hipotezy o znaczeniu tusek u wezy
pozostajg niezweryfikowane (Bennett i Licht 1975). W warunkach naturalnych bezluskie mutanty
wezy pojawiajg si¢ bardzo rzadko (Licht i Bennett 1972, Bennett i Licht 1975), jednak takie
formy sg utrzymywane w amatorskich hodowlach. Celem niniejszego projektu jest porownanie
beztuskich i normalnych wezy zbozowych (Pantherophis guttatus) dla rozstrzygnigciaserii
hipotez: tuski (1) chronia weza przed utrata wody, (2) zmniejszaja wymian¢ ciepta
z otoczeniem, (3) usprawniajg funkcje lokomotoryczne oraz (4) zabezpieczajg przed pasozytami
1 infekcjami skoérnymi.

Znaczenie projektu:

Mimo, ze poglady na temat funkcji tusek u wezy sg szeroko akceptowane wsrod naukowcow,
mato jest badan probujacych je zweryfikowa¢. Lokomotoryczne znaczenie tusek jest
wnioskowane na podstawie obserwacji, ze w¢ze przy poruszaniu si¢, a zwlaszcza wspinaczce,
rozchylajg tuski, zahaczajgc nimi o podtoze (Marvi i Hu 2012). Brak jednak badan pokazujgcych,
ze jest to niezbedne do efektywnego przemieszczania si¢. Podobnie, obecno$¢ tusek ze wzgledu
na zawarto§¢wytrzymalej beta-keratyny (Toni i Alibardi 2007), moze stanowi¢ mechaniczng
barier¢ dla patogenow i ektopasozytow, ale brak na to jednoznacznych dowoddéw. O funkcji tusek
W ograniczaniu parowania i o ich wptywie na przewodnictwo cieplne wnioskowano gtdéwnie na
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podstawie zmian w budowie tusek u gadéw z siedlisk rdznigcych si¢ klimatem (Wegener i wsp.
2014). W tych badaniach wykryto, ze gady z siedlisk cieptych i suchych posiadaja grubsze tuski.
Temu tematowi sg rowniez pos§wiecone jedynie dwie prace badajace beztuskie weze w kontekscie
funkcji tusek (Licht i Bennett 1972, Bennett i Licht 1975). Prace te sugerujg brak réznic w tempie
utraty wody 1 nagrzewania si¢ w poroOwnaniu z normalnymi we¢zami, jednak z powodu bardzo
matej proby (odpowiednio 1 i 2 beztuskie), trudno uznaé te wyniki za rozstrzygajace. RoOwniez
w opinii hodowcow beztuskie formy wezy nie sa uposledzone, jednak oprocz wspomnianych prac
Lichta i Bennetta brak jest badan na ten temat. Planowane w tym projekcie zbadanie roznic
w funkcjonowaniu zmutowanych i1 z normalnymi tuskami pomoze wyjasni¢ rzeczywiste funkcje
husek. Pozwoli tez rzuci¢ $wiatlo na ewolucje owodniowcow i wyjasni¢ przyczyny, dla ktorych
nie sa znane przypadki ewolucyjnej utraty tusek u wezy, natomiast ptaki i ssaki mogly
zrezygnowac z takiej Scistej okrywy ciata i wyksztalci¢ piora lub wlosy.

Koncepcja i plan badan

Calos¢ trwania projektu planowana jest na trzy lata. Pierwszy rok poswigcony zostanie na
pozyskanie wezy, aklimacj¢ zwierzat do nowych warunkéw oraz zakup i testowanie niezbednego
sprzgtu. W trakcie drugiego roku planowane jest zbadanie trzech kwestii wokot wplywu tusek na:
(1) tempo utraty wody z organizmu, (2) tempo zmian temperatury ciata pod wpltywem czynnikow
zewnetrznych si¢ oraz (3) zdolnosci lokomotoryczne zwierzat. W dwoch pierwszych
zagadnieniach przewidziane jest uwzglednienie stanu fizjologicznego we¢za: czy jest on w fazie
trawienia ofiary, czy tez po jej calkowitym strawieniu. Zmiany temperatury bedg dotyczy¢ tempa
nagrzewania i chlodzenia si¢ zwierzgcia w wyniku przewodnictwa cieplnego (przetozenie do
cieplejszego lub chtodniejszego otoczenia) i nagrzewania pod wplywem promieniowania
podczerwonego. Sprawdzanie hipotezy lokomotorycznej jest planowane w rozbiciu na trzy
szczegblowe pytania: czy obecno$¢ tusek wplywa na szybko$¢ przyspieszania wezy w sytuacji
zagrozenia, na ich predkos$¢ poruszania si¢ po ptaskim podtozu oraz na umiej¢tno$¢ wspinania sie.

W trzecim roku wykonany zostanie ostatni eksperyment, majacy na celu zbadanie funkcji tusek
W (4) ochronie przed pasozytami i patogenami skérnymi. Ma on na celu odpowiedzie¢ na pytanie,
czy u wezy przebywajacych w warunkach pot-naturalnych formy bezluskie bedg silniej
zaatakowane przez kleszcze, roztocza oraz bedg miaty czestsze infekcje skorne.

Wszystkie eksperymenty zostang przeprowadzone w okresie od maja do listopada, w celu
wykluczenia dwoch okresow w fizjologicznym cyklu aktywnosci, zwigzanych z godami
i hibernacja. Dodatkowo weze, ktore begda przechodzily linienie beda okresowo wykluczane
z udzialu w eksperymentach.

Metodyka badan

Obiecktem badawczym w projekcie jest waz zbozowy (Pantherophis guttatus) - jeden z kilku
gatunkow wezy, wsrod ktorych spotyka sie¢ formy bezluskie. Naturalnym zasiegiem
wystepowania tego gatunku sa potudniowo-wschodnie regiony Ameryki Polnocnej. Jest on
rowniez jednym z najczgsciej spotykanych gatunkéw w amatorskich hodowlach. Mozliwos¢
zakupu osobnikow obu form oraz tatwos$¢ utrzymywania ich w hodowli zdecydowaty o wyborze
tego gatunku jako obiektu badawczego.

W celu przeprowadzenia badan zakupione zostang doroste osobniki, 10 form beztuskich oraz 10
z tuskami. Kazda grupa bedzie si¢ sklada¢ z rownej proporcji samic i samcow. Zwierzgta
trzymane bedg w osobnych terrariach, zawierajgcych podtoze trocinowe, zbiornik z wodg oraz
kryjowke. Pokarm bedg stanowi¢ doroste myszy, podawane raz na tydzien. W okresie od
listopada do marca weze beda utrzymywane w nizszej temperaturze, umozliwiajacej im przejscie
w okres hibernacji.

Warsztaty Metodologiczne: Ekologia Ewolucyjna
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1) Wplyw tusek na tempo utraty wody.

Dla kazdego osobnika zostanie wykonanych 5 powtérzen pomiarowych dla dwoch stanow
fizjologicznych (trawienia oraz po strawieniu pokarmu).

W celu przeprowadzenia pomiardw zostang wykorzystane komory, przez ktore przepuszczany
bedzie strumien pozbawionego pary wodnej powietrza. Analiza wilgotno$ci bgdzie dokonywana
na powietrzu wychodzacym z komory za pomoca miernikow wilgotnos$ci. Zapis wartosci
wilgotnosci bedzie si¢ odbywal w sposob ciagly przez 3 godziny, podczas ktérych wewnatrz
komér przebywaja indywidualnie zwierzeta. W analizach wykorzystywany jest 15-minutowy
zapis, podczas ktdrego obserwowane sg najnizsze warto$ci wilgotnosci powietrza w celu
wyliczenia najnizszego tempa utraty wody z organizmu (metodyka na podstawie pracy Bennett
i Licht 1975).

2) Wplyw lusek na zmiany temperatury ciata.

Ta czg$¢ badan bedzie skladata si¢ z trzech eksperymentéw. Dwa dotyczace przewodnictwa
zostang przeprowadzone za pomocg metody opisanej w pracy Lichta i Bennetta (1972). Kazdy
z wezy, przebywajacy w temperaturze 27°C zostanie ochtodzony do temperatury 15°C, po czym
ponownie ogrzany do 27°C, w wyniku przeniesienia do pomieszczen o odpowiedniej
temperaturze. Tempo nagrzewania si¢ we¢za w wyniku promieniowania bedzie zmierzone
w czasie naswietlania weza zarowka na podczerwien w pomieszczeniu o temperaturze 23°C, po
uprzednim ochtodzeniu go do 15°C. We wszystkich przypadkach obserwacje tempa ochtadzania
lub ogrzewania si¢ zostang przeprowadzona przy uzyciu kamery termowizyjnej. Kazde
z do§wiadczen zostanie przeprowadzone w 2 powtdrzeniach: na wegzach w trakcie trawienia
positku i po pelnym strawieniu.

3) Wptyw tusek na zdolnos$ci lokomotoryczne wezy.

Pierwsze z doswiadczen z tej serii bedzie polegato na zbadaniu szybko$ci przyspieszania. Waz
zostanie spuszczony na réwni pochylej tuz przed lini¢ startu toru zbudowanego z wyktadziny
zapewniajacej szorstkie podloze i pleksiglasowych $cianek, uniemozliwiajacych wezowi ucieczke
na boki. Waz zostanie przestraszony poprzez nagly ruch, eksperymentatora polgczony
z uderzeniem w podtoze w poblizu weza i ewentualng stymulacje ogona zwierzecia przy uzyciu
pedzla. Zostanie zmierzony czas, jaki zajmuje we¢zowi pokonanie 50 cm, poprzez zmierzenie,
przy uzyciu fotokomorek, w ktorym momencie glowa weza przetnie lini¢ startu i mety (metodyka
na podstawie pracy Plummer 1997).

Drugie doswiadczenie, dotyczace predkosci poruszania si¢ na plaskim podlozu, zostanie
przeprowadzone w podobny sposdb do poprzedniego, z tym, ze waz bedzie musial przebyc
odlegto$¢ 5m 1 bedzie stale stymulowany poprzez muskanie konca ogona pedzlem. Tak jak
poprzednie, do$§wiadczenie to zostanie przeprowadzone w temperaturze 27°C.

Ostatnie z doswiadczen z tej serii bedzie dotyczylo umiejetnosci wspinania si¢. Waz zostanie
umieszczony w wysokim terrarium w temperaturze 23°C, suboptymalnej dla wezy zbozowych.
Ojedng ze $cian terrarium bedzie oparty S$cinek drewna liSciastego szeroko$ci terrarium i
wysokosci 120 cm, pokryty naturalng, chropowatg korg (np. dgbu, lipy lub klonu), nachylony pod
katem 80 stopni, aby utatwi¢ zwierzeciu wspinaczke. Nad tg Scianka zostanie umieszczone zrodto
ciepta: zaro6wka na podczerwien, stanowigce zachete do wspinaczki. W czasie 3 godzin
przebywania zwierzecia w terrarium do$wiadczalnym bedzie notowana liczba nieudanych prob
wspinaczki i czas wejScia, jesli zwierzeciu uda si¢ dosta¢ na szczyt Scinka.

4) Wplyw tusek na obecnos¢ ektopasozytow oraz patogenow skornych.

W tym eksperymencie weze bgdg trzymane w osobnych schronieniach na otwartej przestrzeni.
Miejscem przeprowadzenia badan bedzie sucha tgka o heterogennej strukturze, na ktorej
w dwumetrowych odstepach zostang rozmieszczone klatki o drobnych oczkach. Dolna $cianka
zostanie wkopana w ziemig, a ich dno zostanie pokryte darnig z taki. W kazdej klatce waz bedzie
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miat do dyspozycji naczynie z woda, kryjowke oraz miejsce zadaszone na wypadek pogorszenia
pogody.

Badania bedg trwaly dwa miesigce: lipiec oraz sierpien. Co tydzien weze bedg karmione oraz
sprawdzane pod katem obecno$ci pasozytow oraz infekcji skornych. W tym celu kazdy osobnik
bedzie przeniesiony do pudetka wylozonego bialym papierem. Zliczane beda roztocza, ktore
zostang zaobserwowane na wezu oraz te, ktore uciekng ze zwierzgcia, a takze kleszcze, usuwane
po kazdych ogledzinach. Do analiz brana bedzie pod uwage suma pasozytow dla kazdego
osobnika oraz obecnos¢ lub brak infekcji skornych.

Analiza statystyczna

Do wynikéw wszystkich eksperymentdw zostanie zastosowana wieloczynnikowa analiza
wariancji (ANOVA). W kazdym modelu obecnos¢ tusek i pte¢ begda traktowane jako czynniki
ustalone. W eksperymentach dotyczacych utraty wody (1) i zmian temperatury ciata (2)
czynnikiem ustalonym begdzie roéwniez stan fizjologiczny (trawienie lub po trawieniu).
Eksperymenty dotyczace utraty wody (1) i lokomocji (bez wspinaczki) (4) beda przeprowadzone
kilkukrotnie dla kazdego osobnika i numer zwierzecia bedzie zagniezdzonym czynnikiem
losowym.
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Koszty

Pozycja Fundusze na kazdy rok badan (z})
2016 2017 2018 Razem
1.Koszty bezpos$rednie, w tym: 94465 44530 59060 198055
1/Wynagrodzenia 36000 36000 36000 108000
2/ Aparatura 13425 - - 13425
3/ Inne 45040 8530 23060 76630
2. Koszty bezposrednie 16208 8906 11812 36926
Razem 110673 53436 70872 234981

Koszty wynagrodzen obejmujg wyptaty 1500 zt miesi¢cznie dla dwoch osob.

Aparatura obejmuje koszty terrariow, klatek zewnetrznych, kamery termowizyjnej z pirometrem,
fotokomorek i urzadzen regulujacych temperature i wilgotno§¢ w pomieszczeniu dla wezy.

Inne koszty bezposrednie obejmujg koszt zakupu wezy (koszt pojedynczego weza beztuskiego
wynosi okoto 4000 zt), koszt wyjazdow na konferencje (planujemy wyjazd na trzy konferencje
dla dwoch 0sob) oraz koszt pokarmu dla wezy.

RECENZIJE

Ocena merytoryczna projektu

Projekt zostat napisany w prawidlowy sposob i stanowi logiczng cato$¢. Spetnia kryteria
badan podstawowych i ma charakter naukowy.

Zaprezentowany przez autorow projektu problem badawczy z punktu widzenia laika
stanowi powazng zachete do zainteresowania si¢ tematem tusek u wezy. Uwazam, ze
skonfrontowanie ze sobg dwoch tak réznych fenotypowo form w obrebie jednego gatunku moze
by¢ podstawa do wyciagnigcia interesujacych wnioskow. Autorki projektu w sposob interesujacy
zaproponowaly badania cech obu form hodowlanych weza zbozowego stawiajac szereg
niesprawdzonych dotychczas hipotez. Wiadomosci do tej pory przyjmowane za oczywiste nie
zostaly skutecznie zweryfikowany i uwazam Ze ten projekt pomoze ostatecznie zweryfikowaé
przyjmowane przez naukowcow hipotezy dotyczace zastosowania tusek. Niezaleznie od wyniku
badan ciekawe jest pytanie dlaczego akurat takie przeksztalcenie skory zyskato znaczenie dla tej
grupy gadow. Nie jestem tylko pewien dlaczego konieczne jest tak dtugie prowadzenie hodowli.
Nie zostato to do konca uzasadnione, a dziatania nie zostaly rozpisane na kolejne lata projektu.

Ocena kosztorysu

Kosztorys projektu nie jest do konca przejrzysty i po zapoznaniu si¢ z nim trudno oceni¢
czego dotycza niektore wydatki. Nie jestem pewien czy zakupiono 20 wezy, ani czy ich karmienie
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zostato uwzglednione w poszczegolnych latach. Nie wiadomo tez ile kosztowaly weze z tuskami.
Sumaryczne koszty stanowig do$¢ wysokg kwote zwazywszy niski stopien komplikacji badan.

Ocena mozliwosci wykonania

Oceniam, ze projekt jest wykonalny przy opisywanych zatozeniach. Opisane metody
umozliwiajag doswiadczalne zbadanie przyjetych hipotez, a proba zwierzat wykorzystanych
w doswiadczeniach jest wystarczajaca. Jedyna trudnoscia moze by¢ ocena wynikéw oraz
interpretacja nieprzewidywalnych zachowan zwierzat. Opisywane reguly eksperymentu wydaja
si¢ nie uwzglednia¢ komplikacji z tego ptynacych.

Mocne strony wniosku

e  Mozliwos¢ zakupu zwierzat o odpowiednich cechach
o Tematyka dotykajaca utartych przekonan dotad niepopartych eksperymentalnie
e latwo$¢ wykonania

Slabe strony wniosku

o  Wysokie planowane koszty projektu
e Mata przejrzystos¢ wydatkow w ramach projektu
e Brak uzasadnienia potrzebnego na projekt czasu trzech lat

Jakub D¢bowski

Mocne strony projektu

Podoba mi si¢ ujecie problemu w szerokim, ewolucyjnym kontek$cie oraz postawienie pytan
badawczych w taki sposob by uzyskane odpowiedzi nie tylko charakteryzowaly we¢ze beztuskie
ale odpowiadaty na pytanie czemu nie staty si¢ one dominujacg forma.

Eksperymenty majace na celu weryfikacje postawionych hipotez, zaprojektowane sg w bardzo
logiczny sposob i sprawiaja wrazenie dobrze przemyslanych od strony praktycznego wykonania.
Caly projekt przygotowany jest bardzo starannie, napisany tadnym j¢zykiem, a przedstawione
w nim mysli sformutowane sa w sposob przejrzysty i precyzyjny.

Mysle ze proponowany projekt ma duze szanse realizacji a jego wyniki mogg by¢ opublikowane
w prestizowych czasopismach. Wyniki tych badan beda ciekawe nie tylko dla grona specjalistow
zajmujacych si¢ tg dziedzing ale dla wszystkich ktorych cho¢by w niewielkim stopniu interesuje
biologia ewolucyjna.

Stabe strony projektu

Zasadniczo nie widze w projekcie stabych stron, moge jedynie wspomnie¢ o kilku detalach, ktore
rzucaja si¢ w oczy przy jego czytaniu. Bardzo ogolnie sformutowany tytul nie oddaje w pelni
specyfiki planowanych badan. Mys$le Zze mozna by bylo doprecyzowa¢ go nieco tak by na
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pierwszy rzut oka przyciggal nalezng mu uwage. Zdarzajg si¢ rowniez bardzo nieliczne
niezreczne sformutowania jak ,.badanie kwestii wokél wptywu tusek” (...), lub ,,sprawdzone
zostang hipotezy, ze”(...)

Ocena kosztorysu

Calkowity szacowany koszt projektu wydaje si¢ dosy¢ spory jednak w wigkszo$ci uzasadniony
potrzebami projektu. Watpliwosci budzg jedynie: przewidywany koszt aparatury, ktéry wydaje
si¢ by¢ niedoszacowany (zwlaszcza w porownaniu z calkowitym kosztem projektu) oraz az
trzykrotny wyjazd obydwu wykonawcoéw projektu na konferencje, przy braku srodkow
przeznaczonych na opublikowanie wynikow. W tabeli z kosztorysem w drugim punkcie wkradh
si¢ maly btad — zamiast kosztow posrednich ponownie wpisano bezposrednie.

Ocena ogélna

Ogolnie proponowany projekt uwazam za bardzo ciekawy, znakomicie przygotowany i jak
najbardziej warty realizacji. Po delikatnej korekcie kosztorysu postulowatabym przyznanie
srodkow na jego realizacjg.

Katarzyna Janas

Recenzja projektu ,,Funkcje lusek u wezy”

Cel projektu jest atrakcyjny i1 jasno postawiony, wydaje si¢ tez jednym
z wazniejszych zagadnien do zbadania szczegdlnie w kontek$cie mechanizmu poruszania
si¢ wezy. Pozostale zaproponowane tematy badan réwniez wybrane sa rozsadnie
1 rzeczywiscie moga by¢ zwigzane z powstaniem i funkcjg tusek. Ulatwienie poruszania
si¢, zmniejszenie utraty wody i ochrona przed pasozytami sg z pewnoscig korzystne dla
zwierzecia, nie mam jednak takiej pewnosci co do korzysci ze zmniejszenia tempa
wymiany temperatury z otoczeniem — z jednej strony rzeczywiscie moze to pomagaé
w utrzymaniu ciepta przez dtuzszy czas, ale za to moze wydtuzac¢ czas, jaki zwierz¢ musi
poswieci¢ na nagrzanie si¢ w sloncu. Sugeruj¢ tez, ze warte przemysSlenia byloby
zagadnienie zbadania kosztow zwigzanych z wytworzeniem tusek.

W $wietle przytoczonych danych, a raczej brakow w literaturze naukowej na dany
temat, zadziwiajace jest dlaczego temat ten nie zostat jeszcze w zadowalajacy sposob
zbadany, mimo iz w gr¢ wchodzi jedna z podstawowych cech gadow, ktora moze by¢
szczegoOlnie istotna pod wzgledem lokomotorycznym w przypadku wezy. Tym wicksza
jest szansa, ze uzyskane w projekcie wyniki uda si¢ opublikowaé¢ w wysoko cytowanym
czasopismie, jezeli tylko badania zostang przeprowadzone w sposob rzetelny. Czes¢
projektu powtarza badania przeprowadzone wczesniej, lecz z racji razaco niskiej
wielkosci proby wykorzystanej w cytowanym badaniu powtdrzenie pomiaréw na
wigkszej ilosci osobnikow, takiej jak przewidywana w projekcie, jest wysoce wskazane
1 pozwoli uzyska¢ o wiele bardziej rzetelne wyniki.

W metodyce badan nalezy uwzgledni¢ albo zakup wezy o mozliwie zblizonej
wielkos$ci ciata, albo uzycie masy lub dlugosci ciata jako kowarianty w obliczeniach.
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Wieksze zwierzeta maja wigkszy stosunek objetosci do powierzchni ciala, co moze mie¢
znaczenie dla tempa utraty wody 1 wymiany ciepta. Szybko$¢ poruszania sig, tak w pionie
jak i w poziomie, moze rdwniez zaleze¢ od rozmiarOw weza.

Metoda pomiaru utraty wody nie budzi zastrzezen, pre¢dkos¢ poruszania si¢
réwniez wydaje si¢ do$¢ dobrze zaplanowana, jezeli zastosowane metody ploszenia wezy
sg dostatecznie skuteczne by skloni¢ je do ucieczki, a zarowka nagrzewajaca jest na tyle
skuteczng przyneta, by sktoni¢ je do wysitku i opuszczenia suboptymalnych warunkow.
Co do wykorzystania kamery termowizyjnej, mozna mie¢ watpliwosci czy mierzona
w ten sposOb temperatura powierzchni cialta we¢za odpowiada temperaturze w jego
wnetrzu. Najwieksze zastrzezenia mam do metodyki testu badajacego podatnos¢ na
pasozyty 1 infekcje — jak zostalo to powiedziane w tekscie, gatunek pochodzi
z potudniowej czesci Ameryki Pn. 1 preferuje dos¢ wysokie temperatury. Czy nasz klimat,
nawet w $rodku lata, nie jest jednak dla niego za zimny? Dodatkowo weze majg by¢
wystawione na czynniki srodowiskowe mogace r6zni¢ si¢ od tych na ktére narazone by
byly w swoim naturalnym $rodowisku — dotyczy to w szczeg6lno$ci infekceji, na ktore
moga okazac si¢ zupelnie nieodporne.

W moim odczuciu budzet moéglby by¢ znacznie nizszy niz sugerowany, gdyby
udato si¢ skroci¢ eksperyment. Przeznaczanie calego roku na kompletowanie sprzetu
1 adaptacj¢ zwierzat do warunkow hodowlanych wydaje si¢ zdecydowanie zbyt dlugim
okresem, abadania nie wydajg si¢ az tak czasochlonne by szczelnie wypethic
kilkumiesigczny czas aktywno$ci wezy. Skrocenie czasu trwania eksperymentu
sprawitoby, ze wigkszo$¢ pieniedzy przyznanych w grancie rzeczywiscie zostalaby
spozytkowana na eksperyment, a nie na wynagrodzenia.

Mocnymi stronami projektu z pewnoscig jest wkiad jaki wniesie w zrozumienie
funkcji tusek u wezy, 1 sprawdzenie szeregu hipotez tlumaczacych zalety z ich
posiadania.

Najstabsza strong z mojego punktu widzenia jest zbyt dlugi czas przewidziany na
przeprowadzenie doswiadczenia 1 niepotrzebnie zwigkszajacy koszty catego
przedsiewzigcia.

Matgorzata Lipowska

Ocena merytoryczna:

Projekt przygotowany starannie przy zachowaniu obowigzujgcych norm. Badanie ma na
celu potwierdzenie eksperymentalne utartych opinii na temat funkcji tusek. Dodatkowo
zauwazam, ze skutkiem badania bedzie ocena dostosowania form bezluskich i poznania ich
biologii. Bardzo rzadkie wystepowanie beztuskich we¢zy w przyrodzie moze sugerowaé, ze ich
dostosowanie jest mniejsze. Warto moze byto by doda¢ predykcje co do otrzymanych wynikow.
Mogto by to pomoc w zaznaczeniu rangi problemu. Czepiajgc si¢: nie jestem pewna czy uzycie
stwierdzenia ,,normalne weze” na okreslenie form z tuskami jest najbardziej wlasciwe. Ostatnie
zdanie w cze$ci Znaczenie projektu nie jest dla mnie catkowicie zrozumiate. Ptaki i ssaki sg
statocieplne, we¢ze zmiennocieplne. Nie poréwnujecie w badaniu pomigdzy funkcjami pidr
i sier$ci a lusek. Wedlug mnie konieczne jest ewentualne rozwinigcie tej mysli, bo obecnie brzmi
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jak skrot myslowy. Uwagi mam tylko do szczegdtow, bo projekt wydaje si¢ by¢ przemys$lany. Do
mocnych stron projektu zaliczam przede wszystkim wykorzystanie wezy beztuskich. Nawet jesli
badania nie przyniosa oczekiwanych rezultatow, to dane na temat biologii wegzy beztuskich beda
same w sobie publikowalne.

Metodyka:

Uzyte w projekcie metody uwazam za dobrze dobrane i wigkszo$ci przypadkow pozwola one na
jasne zweryfikowanie postawionych hipotez.

Kosztorys:

Wydaje si¢ by¢ szczegdlowy i zawiera wszystkie potrzebne elementy do przeprowadzenia
doswiadczenia. Zwrocitam uwagg na pobieranie wynagrodzenia przez caty okres trwania projektu
pomimo, iz prace zaplanowane sg tylko na kilka miesigcy w roku. To sprawia, ze suma
wynagrodzenia to prawie polowa kosztow catego projektu. Moze skumulowanie badan
1 przetozenie ostatniego eksperymentu na rok drugi pozwolito by na ograniczenie kosztow.

Wykonalnos¢:

Przy drobnym doszlifowaniu projekt mogltby zostaé zrealizowany.

Jowita Niedojadto

Recenzja projektu: ,,Funkcje tusek u wezy”

Ten projekt bardzo mi si¢ podoba, ale powiedzmy sobie, rewolucyjnego postepu
w biologii nie przyniesie. Hipotezy dotyczace funkcji tusek wydajg si¢ uzasadnione, brakuje
jedynie ich porzadnego eksperymentalnego potwierdzenia. Dopiero gdy cho¢ jedng hipoteze
przyjdzie zdecydowanie odrzucié, to dopiero wowczas bedzie rewelacja. Brak bardziej ogélnych
konsekwencji tego projektu widoczny jest w spisie literatury. Prace na ten temat sg publikowane
w pismach raczej specjalistycznych a nie ogolnobiologicznych takich jak Nature lub Science.
Moze autorki wymysla co$ jeszcze bardziej rewelacyjnego.

W tym projekcie brakuje mi jednoznacznego ustalenia co juz zostato eksperymentalnie
ustalone i czy rzeczywiscie wielkosci badanych prob byly dotychczas tak mate, ze mamy jedynie
do czynienia z niepotwierdzonymi hipotezami. Bo przy powolywaniu si¢ na literature, autorki
stwierdzily, ze juz wiele zrobiono, szczegdlnie w samej metodyce badan. Po drugie, nie da si¢
ukry¢, ze mutacja lub mutacje powodujgce brak lusek, mogg mieé jakie$ efekty plejotropowe
izmienia¢ fizjologi¢ wezy niezaleznie od efektow samych tusek. We¢ze te mogly tez
przystosowan umozliwiajacych normalne procesy fizjologiczne bez tusek. Ustalenie tego wymaga
wejscia w genetyke 1 fizjologie we¢zy 1 moze by¢ bardzo trudne jesli nie niemozliwe. Ale nawet
jesli tego nie bedzie mozna poznaé, to taka mozliwos¢ trzeba przedyskutowaé, z wszystkimi
argumentami za i przeciw, nie tylko w ostatecznej pracy, ale takze w jej projekcie.

Adam Lomnicki
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Ogdlna ocena merytoryczna projektu

Celem projektu jest przetestowanie czterech hipotez dotyczacych funkcji tusek wezy. Temat jest
intrygujacy: jak stusznie zauwazajg autorki, rogowe tarczki lub tuski to jedna z wyrozniajacych
cech gadow, przypuszczalnie bardzo istotna w ewolucji tej grupy zwierzat, a jednocze$nie —
wlasnie przez powszechnos¢ wystgpowania, uniemozliwiajaca badania porownawcze — funkcje
tych struktur sg bardzo trudne do okreSlenia. Wykorzystanie bezluskich mutantow jest
pomystowym sposobem na testowanie hipotez dotyczacych tychze funkcji — niestety, wigze si¢
zpowaznymi problemami metodologicznymi, ktére moim zdaniem stawiaja pod znakiem
zapytania warto$¢ poznawczg proponowanego projektu.

Projekt przewiduje bowiem pordwnanie beziluskich i ‘tuskowych’ form weza zbozowego,
zakupionych z hodowli. Autorki nie napisaly, czy cokolwiek wiadomo na temat genetycznego
podioza bezluskowosci. Niezaleznie jednak od charakterystyki mutacji powodujacej
(powodujacych?) beztuskowos¢, pordwnywane dwa typy osobnikow bgda bez watpienia r6znié
si¢ genetycznie w znacznie wigkszej liczbie loci, niz te warunkujace posiadanie lub brak tusek.
Jesli dobrze rozumiem, beztuskie formy wezy sg utrzymywane w hodowlach na drodze sztucznej
selekcji, gdzie do reprodukcji wybierane s3 osobniki o odpowiednim fenotypie (w tym
przypadku: nie majace tusek). Tego typu selekcja prowadzi jednak nie tylko do utrzymania
w populacji pozadanej cechy, ale rowniez do (1) wzrostu wsobnosci i (2) skorelowanych zmian
w innych cechach. Pierwszy z tych efektow wynika po prostu z krzyzowania spokrewnionych
osobnikdéw bedacych nosicielami pozadanej mutacji, i moze skutkowaé depresja wsobna, ktora
wplynie na wyniki eksperymentéw. Na drugi efekt moze sktada¢ si¢ kilka czynnikoéw: (a)
plejotropia: mutacja(/e) powodujaca(/e) brak lusek moze/moga oddzialywac réwniez na inne
cechy; (b) ‘efekt zatozyciela,” zwigzany z wyzej wspomniang wsobno$cig: w bezluskiej linii
hodowlanej beda wystepowaé tylko takie allele, we wszystkich loci, jakie byly obecne u
osobnikdéw, z ktorych ta linia zostata wyprowadzona (na przykiad, jesli w wyjsciowej populacji
osobniki r6znily si¢ genetycznie pod wzglgdem zdolnosci lokomotorycznych, i mutacja
‘beztuskowa’ pojawita si¢ akurat u osobnika kiepskiego w tym wzgledzie, to jest spora szansa, ze
formy beztuskowe bedg lokomotorycznie stabe z powoddw innych niz brak tusek); czy wreszcie
(c) sita lub/i kierunek doboru zmieniony przez bezluskowo$¢ (na przyklad, jesli brak tusek
faktycznie zwigksza tempo utraty wody, to dobor moze faworyzowaé cechy rekompensujgce ten
mankament, tj. na inne mechanizmy ograniczania utraty wilgoci).

Krotko mowiac: nalezy oczekiwaé, ze osobniki z tuskami 1 bezluskowe begda rozni¢ sie pod
wieloma wzgledami poza sama obecnoscig tusek. To spowoduje problemy z interpretacja
wynikéw proponowanych eksperymentow. 1 to w obie strony: (1) jesli zostanie wykryty efekt
formy (tuskowej vs. beztuskowej), to nie bedzie wiadomo, czy wynika on z obecnosci tusek, czy
z innych ro6znic migdzy formami; (2) jesli brak bedzie efektu formy, to tez nie begdzie jasne, czy
oznacza to brak wplywu tusek, czy wynika z kompensacji w innych cechach.

Rozwigzaniem tych probleméw mogtaby by¢ introgresja mutacji ‘bezluskowej’ na tlo genetyczne
populacji typu dzikiego (nie pomogtoby to, oczywiscie, na plejotropig, ale na pozostate kwestie —
tak, co znacznie zwigkszyloby sitle wnioskowania), co jednak bytoby, logistycznie i czasowo,
ogromnym przedsigwzi¢ciem.

Uwagi dotyczace metodyki i jej opisu:

1) Wplyw tusek na tempo utraty wody.

Ostatnie zdanie jest niejasne.

2) Wpltyw lusek na zmiany temperatury ciata.
Zapowiedziane sg trzy eksperymenty, ale opisane tylko dwa.
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3) Wplyw tusek na zdolnos$ci lokomotoryczne wezy.
Jesli dobrze rozumiem, w pierwszym eksperymencie waz ‘wspina si¢’ do gory po réwni pochylej
—nie jest to jednak jasne z opisu.

W analizie statystycznej wynikow wszystkich eksperymentéw nalezatoby koniecznie uwzglednié¢
wielko$¢ ciata osobnika.

Mocne strony wniosku
e Interesujacy temat i niezle przedstawione uzasadnienie jego podjecia
o  Wnhniosek jest w wigkszosci napisany w sposob klarowny, logiczny i1 zrozumiaty
e Uwzglednienie obu pici w badaniach (bynajmniej nie oczywista sprawa — uzywanie tylko
jednej plci, zwykle samcow, w badaniach cech i procesow, ktore moga r6zni¢ si¢ migdzy
plciami, to czgsty problem)

Stabe strony wniosku
e Problemy z interpretacjg wynikow (zob. powyzej)
e Miejscami niewystarczajacy opis proponowanych metod (co jednak mozna zrozumieé
Zwazywszy na ograniczony czas i dostep do literatury).

Zofia Prokop
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OSTATECZNA WERSJA PROJEKTU

Eksperymentalne zbadanie funkcji lusek u wezy
Autorzy:

Marta Czarnocka-Cieciura, Instytut Nauk o Srodowisku UJ
Agata Rozik, Instytut Nauk o Srodowisku UJ

Abstrakt:

Na temat funkcji tusek u wezy istniejg utrwalone w srodowisku naukowym opinie, ale brakuje ich
weryfikacji eksperymentalnej. W niniejszym projekcie sprawdzone zostang hipotezy, ze tuski na
grzbiecie i bokach ciata (1) ograniczajg utrate wody, (2) zmniejszaja wymiang ciepta
z otoczeniem, (3) wspomagaja funkcje lokomotoryczne oraz (4) zabezpieczajg przed pasozytami
i infekcjami. Zbadamy tez czy (5) tuski sg kosztowne do wytworzenia. W tym celu zostang
poréwnane formy bezluskie i normalne we¢za zbozowego (Pantherophis guttatus). Metodyka
bedzie obejmowata: pomiary utraty wody w komorach z przeptywem powietrza, mierzenie
temperatury ciala zwierzat przenoszonych do innych warunkéw termicznych lub nagrzewanych
lampg grzewcza, pomiary prgdkosci 1 przyspieszenia we¢zy na plaskim torze oraz umiejetnosé
wspinaczki, obserwacje zapasozycenia kleszczami 1 roztoczami oraz infekcji skornych
w warunkach pohaturalnych oraz poréwnania tempa wzrostu pomi¢dzy osobnikami z obu form.
Wyjasnienie powyzszych kwestii moze by¢ interesujace nie tylko dla herpetologéw, ale rowniez
poszerza¢ ogdlng wiedze biologiczng dotyczaca ewolucji funkcji struktur skornych u ladowych
kregowcow.

Cel naukowy:

Luski lub rogowe tarczki sg jedng z najbardziej charakterystycznych cech gadow. Uwaza sig, ze
ich wyksztalcenie pozwolilo tej grupie kregowcoOw na poczatku mezozoiku w pelni uniezaleznic
si¢ od Srodowiska wodnego i zdoby¢ przewagg nad plazami. Jest wiele utartych pogladow na
temat funkcji tusek, szczegdlnie u wezy, u ktorych dodatkowo sugeruje si¢ ich funkcje
lokomotoryczne. Z powodu braku gatunkow beztuskich, hipotezy o znaczeniu tusek u wezy
pozostaja niezweryfikowane (Bennett i Licht 1975). W warunkach naturalnych mutanty wezy
o zredukowanych tuskach pojawiajg si¢ bardzo rzadko (Licht i Bennett 1972, Bennett i Licht
1975), jednak takie formy sa utrzymywane w amatorskich hodowlach. Wyglad tych osobnikow,
nazywanych dalej beztuskimi, cechuje si¢ brakiem lusek na niemal calej powierzchni ciata,
oprocz strony brzusznej. Celem niniejszego projektu jest porownanie beztuskich i normalnych
wezy zbozowych (Pantherophis guttatus) dla rozstrzygnigcia serii hipotez: luski na grzbiecie
i bokach ciata (1) chronig weza przed utratg wody, (2) zmniejszajg wymiang ciepta z otoczeniem,
(3) usprawniajg funkcje lokomotoryczne oraz (4) zabezpieczaja przed pasozytami i infekcjami
skornymi. Dodatkowo sprawdzimy hipotezg, czy (5) tuski sg kosztowne do wytworzenia.

Znaczenie projektu:

Chociaz poglady na temat funkcji tusek u wezy sg szeroko akceptowane wsrod naukowcow, mato
jest badan probujacych je zweryfikowaé. Lokomotoryczne znaczenie tusek jest wnioskowane na
podstawie obserwacji, ze we¢ze przy poruszaniu si¢, a zwlaszcza wspinaczce, rozchylaja tuski,
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zahaczajgc nimi o podtoze (Marvi i Hu 2012). Dotyczy to gldwnie strony brzusznej, ale formy
rogowe na bokach i grzbiecie ciata moga usztywnia¢ skore, do ktorej przyczepione sg migsnie
lokomotoryczne (Lissmann 1950), nie ograniczajac rownoczesnie swobody ruchow. Brak jednak
badan pokazujacych, ze obecno$¢ tych tusek jest niezbedna do efektywnego przemieszczania sig.
Podobnie, tuski ze wzgledu na zawarto$¢ wytrzymatej beta-keratyny (Toni i Alibardi 2007), moga
stanowi¢ mechaniczng barier¢ dla patogenoéw i ektopasozytow, ale brak na to jednoznacznych
dowodow. O funkcji tusek w ograniczaniu parowania i o ich wptywie na przewodnictwo cieplne
wnioskowano gléwnie na podstawie zmian w budowie tusek u gadow z siedlisk réznigcych si¢
klimatem (Wegener i wsp. 2014). W tych badaniach wykryto, ze gady z siedlisk cieptych
i suchych posiadaja grubsze tuski. Temu tematowi sg poswigcone jedynie dwie prace badajace
beztuskie weze w kontekscie funkcji tusek (Licht i Bennett 1972, Bennett i Licht 1975). Badania
te sugerujg brak réznic w tempie utraty wody 1 nagrzewania si¢ w poréOwnaniu z normalnymi
we¢zami, jednak z powodu bardzo matej proby (odpowiednio 1 i 2 osobniki beztuskie), trudno
uznaé te wyniki za rozstrzygajace. Rowniez w opinii hodowcoéw beztuskie formy wezy nie sa
uposledzone, jednak oprocz wspomnianych prac Lichta i Bennetta brak jest badan na ten temat.
Planowane w tym projekcie zbadanie ro6znic w funkcjonowaniu form zmutowanych
1 z normalnymi tuskami pomoze wyjasni¢ rzeczywiste funkcje tusek. Pozwoli tez rzuci¢ $wiatto
na przyczyny, dla ktorych nie sa znane przypadki ewolucyjnej utraty tusek u wezy, natomiast
ptaki i ssaki mogly zrezygnowac z takiej $cistej okrywy ciala i wyksztatci¢ pidra lub wiosy.

Koncepcja i plan badan

Obiektem badawczym w projekcie jest waz zbozowy (Pantherophis guttatus) - jeden z kilku
gatunkow wezy, wsrod ktorych spotyka si¢ formy bezluskie. Naturalnym zasiggiem
wystepowania tego gatunku sa potudniowo-wschodnie regiony Ameryki Pomlocnej. Jest on
rowniez jednym z najczgsciej spotykanych gatunkéw w amatorskich hodowlach. Mozliwosé
zakupu osobnikow obu form oraz tatwos¢ utrzymywania ich w hodowli zdecydowaty o wyborze
tego gatunku jako obiektu badawczego. Utrata lusek u weza zbozowego jest spowodowana
mutacjg recesywng w pojedynczym genie. Powoduje ona brak tusek na wigkszo$ci powierzchni
ciala, poza cz¢$cia brzuszng. Pierwszy bezluski osobnik, od ktérego rozpoczeto hodowle, wyklut
si¢ w 2002 roku (http://www.scaleless-cornsnake.com/collection_eng.html). W tak krotkim czasie
nie spodziewamy si¢ w tej linii dodatkowych przystosowan kompensujacych brak lusek. Nie
jestesmy w stanie skontrolowaé wszelkich mozliwych efektéw plejotropowych tej mutacji, ale
w czasie do$wiadczen bedziemy notowaé wszystkie rdoznice migdzy grupami, moggcych
swiadczy¢ o istnieniu tych efektow.

Projekt bedzie trwal trzy lata. Pierwszy rok poswigcony zostanie na pozyskanie wezy,
aklimatyzacje zwierzat do nowych warunkéw oraz zakup i testowanie niezbednego sprzetu.
W tym czasie bedziemy rowniez obserwowac roéznice w tempie wzrostu mi¢dzy osobnikami z obu
grup, aby wykry¢, czy posiadanie tusek jest kosztowne (5). W trakcie drugiego roku planowane
jest zbadanie trzech kwestii dotyczacych wplywu tusek na (1) tempo utraty wody z organizmu, (2)
tempo zmian temperatury ciata pod wptywem czynnikow zewngtrznych si¢ oraz (3) zdolnosci
lokomotoryczne zwierzat. W dwoch pierwszych zagadnieniach przewidziane jest uwzglednienie
stanu fizjologicznego we¢za: czy jest on w fazie trawienia ofiary, czy tez po jej catkowitym
strawieniu. U wezy po positku wyraznie podnosi si¢ poziom metabolizmu i w zwigzku z tym
réwniez utraty wody (Dupoué i wspotpracownicy 2015). W tym okresie obecno$¢ tusek moze by¢
kluczowa, cho¢ ze wzgledu na rozciaggniecie powlok ciata, mogg one gorzej chroni¢ zwierzg przed
parowaniem. W okresie trawienia we¢ze preferujg cieplejsze mikrosiedliska (Dupoué
1 wspolpracownicy 2015), co wskazuje, ze w tym okresie wymiana ciepla z otoczeniem jest dla
weza szczegolnie wazna. Moze tez przebiega¢ inaczej, z powodu zwigkszonej endogennej
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produkcji ciepta. Badania zmian temperatury bedg dotyczy¢ tempa nagrzewania i chtodzenia sig¢
zwierzecia w wyniku przewodnictwa cieplnego (przetozenie do cieplejszego lub chtodniejszego
otoczenia) i nagrzewania pod wptywem promieniowania podczerwonego. Sprawdzanie hipotezy
lokomotorycznej jest planowane w rozbiciu na trzy szczegodtowe pytania: czy obecno$¢ tusek
wplywa na szybko$¢ przyspieszania wezy w sytuacji zagrozenia, na ich predkos$¢ poruszania si¢
po ptaskim podtozu oraz na umiej¢tno$¢ wspinania sig.

W trzecim roku wykonany zostanie ostatni eksperyment, majacy na celu zbadanie funkcji tusek
w (4) ochronie przed pasozytami i patogenami skornymi. Ma on na celu odpowiedzie¢ na pytanie,
czy u wezy przebywajacych w warunkach pot-naturalnych formy bezluskie bedg silniej
zaatakowane przez kleszcze, roztocza oraz czy bedg mialy czestsze infekcje skorne. Zwierzeta
przejda etap aklimatyzacji do warunkéw zewnetrznych przez dwa tygodnie przez rozpoczeciem
eksperymentu.

Eksperymenty zostang przeprowadzone z wykluczeniem dwoch okresow w fizjologicznym cyklu
aktywnosci, zwigzanych z godami (marzec-maj) i hibernacjg (listopad-marzec). Dodatkowo weze,
przechodzace linienie bg¢da okresowo wykluczane z udzialu w eksperymentach. Aby
zminimalizowa¢ wplyw roznic w stanie fizjologicznym zwierzat, poszczegdlne eksperymenty
bedg powtarzane w tym samy dniu od strawienia pokarmu, czyli nie cz¢éciej niz raz na tydzien.
Eksperyment w warunkach potaturalnych musi zosta¢ przeprowadzony jako ostatni ze wzgledu
na najwyzsze ryzyko dla zdrowia zwierzat. Z tych powodow, a takze ze wzgledu na ograniczenia
sprzetowe, projekt zostat rozplanowany na trzy lata.

Metodyka badan

W celu przeprowadzenia badan zakupione zostang swiezo wyklute osobniki, 10 form beztuskich
oraz 10 z tuskami. Aby roznice pomigdzy grupami nie wynikaly z innych cech genetycznych,
osobniki z tuskami beda rodzenstwem osobnikow beztuskich. Wszystkie osobniki beda
pochodzity z kilku miotow wyklutych w tym samym sezonie. Kazda grupa bedzie si¢ sktadac
zrownej proporcji samic i samcoéw. Zwierzeta trzymane bedg w osobnych terrariach,
zawierajacych podtoze trocinowe, zbiornik z woda oraz kryjowke. Pokarm beda stanowi¢ doroste
myszy, a u mlodych osobnikow mysie oseski (zakupione martwe), podawane raz na tydzien.
W okresie od listopada do marca weze beda utrzymywane w nizszej temperaturze, umozliwiajgce;
im przej$cie w okres hibernacji.

1) Wplyw tusek na tempo utraty wody.

Dla kazdego osobnika zostanie wykonanych 5 powtérzen pomiarowych dla dwoch stanow
fizjologicznych (trawienia oraz po strawieniu pokarmu).W celu przeprowadzenia pomiarow
zostang wykorzystane komory, przez ktore przepuszczany bedzie strumien pozbawionego pary
wodnej powietrza. Analiza wilgotnosci bedzie dokonywana na powietrzu wychodzacym z komory
za pomoca miernikow wilgotnosci. Zapis odczytéw wilgotnosci bedzie sie odbywat w sposob
ciggly przez 3 godziny, podczas ktorych wewnatrz komor bedg przebywaé pojedyncze zwierzgta.
Mierzona bedzie ilo$¢ wody traconej prze zwierze (metodyka na podstawie pracy Bennett i Licht
1975). Analizy zostang wykonane przy uzyciu komor respirometrycznych dostgpnych
w Instytucie Nauk o Srodowisku UJ.
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2) Wplyw lusek na zmiany temperatury ciata.

Ta czgs¢ badan bedzie sktadata si¢ z dwoch eksperymentow. Pierwszy dotyczacy przewodnictwa
zostanie przeprowadzony za pomocg metody opisanej w pracy Lichta i Bennetta (1972). Kazdy
z wezy, przebywajacy w temperaturze 27°C zostanie ochtodzony do temperatury 15°C, po czym
ponownie ogrzany do 27°C, w wyniku przeniesienia do pomieszczen o odpowiedniej
temperaturze. Mierzone bedzie tempo chlodzenia i ogrzewania si¢ osobnikow. W drugim
eksperymencie tempo nagrzewania si¢ weza w wyniku promieniowania bedzie zmierzone
w czasie naswietlania weza lampg grzewcza w pomieszczeniu o temperaturze 23°C, po uprzednim
ochtodzeniu go do 15°C. We wszystkich przypadkach obserwacje tempa ochtadzania lub
ogrzewania si¢ zostang przeprowadzone przy uzyciu kamery termowizyjnej oraz termometru
umieszczonego w kloace zwierzecia. Oba do$wiadczenia zostang przeprowadzone w 2
powtdrzeniach: na wezach w trakcie trawienia positku i po pelnym strawieniu.

3) Wptyw tusek na zdolnos$ci lokomotoryczne wezy.

Pierwsze z doswiadczen z tej serii bedzie polegato na zbadaniu szybko$ci przyspieszania. Waz
zostanie umieszczony tuz przed linig startu poprzez opuszczenie go na rowni pochylej, aby
zwierzg nie zacze¢to poruszaé si¢ przed rozpoczeciem eksperymentu. Tor testowy bedzie ptaski
i wyScielony wyktadzing zapewniajaca szorstkie podloze i1 ograniczony pleksiglasowymi
$ciankami, uniemozliwiajacymi we¢zowi ucieczke na boki. Waz zostanie przestraszony poprzez
nagly ruch eksperymentatora potagczony z uderzeniem w podtoze w poblizu weza i ewentualng
stymulacj¢ ogona zwierzecia przy uzyciu pedzla. Zostanie zmierzony czas, jaki zajmuje wezowi
pokonanie 50 cm, poprzez zmierzenie, przy uzyciu fotokomorek, w ktorym momencie glowa
weza przetnie lini¢ startu i mety (metodyka na podstawie pracy Plummer 1997).

Drugie doswiadczenie, dotyczace predkosci poruszania si¢ na plaskim podlozu, zostanie
przeprowadzone w podobny sposéb do poprzedniego, z tym, ze waz bedzie musiat przebyc
odleglos¢ 5m i1 bedzie stale stymulowany poprzez muskanie konca ogona pedzlem. Tak jak
poprzednie, doswiadczenie to zostanie przeprowadzone w temperaturze 27°C.

Ostatnie z doswiadczen z tej serii bedzie dotyczylo umiej¢tnosci wspinania si¢. Waz zostanie
umieszczony w wysokim terrarium w temperaturze 23°C, suboptymalnej dla wezy zbozowych.
Ojedng ze S$cian terrarium bedzie oparty $cinek drewna liSciastego szeroko$ci terrarium
i wysokos$ci 120 cm, pokryty naturalng, chropowatg kora (np. debu, lipy Iub klonu), nachylony
pod katem 80 stopni, aby utatwi¢ zwierzeciu wspinaczke. Nad tg Sciankg zostanie umieszczone
zrodlo ciepta: lampa grzewcza, stanowigce zachete do wspinaczki. W czasie 3 godzin
przebywania zwierzecia w terrarium do$wiadczalnym bedzie notowana liczba nieudanych prob
wspinaczki i czas wejscia, jesli zwierzeciu uda si¢ dostac na szczyt Scinki.

4) Wplyw tusek na obecnos¢ ektopasozytow oraz patogenow skornych.

W tym eksperymencie weze bgdg trzymane w osobnych schronieniach na otwartej przestrzeni.
Miejscem przeprowadzenia badan bedzie sucha tgka o heterogennej strukturze, na ktorej
w dwumetrowych odstepach zostang rozmieszczone klatki o drobnych oczkach. Dolna $cianka
zostanie wkopana w ziemig, a dno klatki zostanie pokryte darnig z aki. W kazdej klatce waz
bedzie miat do dyspozycji naczynie z woda, kryjowke oraz miejsce zadaszone na wypadek
pogorszenia pogody.
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Badania bedg trwaly dwa miesigce: lipiec oraz sierpien. Co tydzien weze bedg karmione oraz
sprawdzane pod katem obecnos$ci pasozytow oraz infekcji skornych. W tym celu kazdy osobnik
bedzie przeniesiony do pudetka wylozonego biatym papierem. Zliczane beda roztocza, ktore
zostang zaobserwowane na wezu oraz te, ktore uciekng ze zwierzgcia, a takze kleszcze, usuwane
po kazdych ogledzinach. Do analiz brana bedzie pod uwage suma pasozytow dla kazdego
osobnika oraz obecnos$¢ lub brak infekcji skornych.

Analiza statystyczna

Do wynikéw wszystkich eksperymentdw zostanie zastosowany og6élny model liniowy
(GLM).W kazdym modelu obecnos¢ tusek i pte¢ beda traktowane jako czynniki ustalone,
przynalezno$¢ do miotu bgdzie czynnikiem ustalonym, a masa zwierzat begdzie kowariatg.
W eksperymentach dotyczacych utraty wody (1) i zmian temperatury ciala (2) czynnikiem
ustalonym begdzie rowniez stan fizjologiczny (trawienie lub po trawieniu). Eksperymenty
dotyczace utraty wody (1) i lokomocji (bez wspinaczki) (4) beda przeprowadzone kilkukrotnie dla
kazdego osobnika i numer zwierzg¢cia bedzie zagniezdzonym czynnikiem losowym. Do analizy
tempa wzrostu (5) zostanie wykorzystana technika repeated measures ANOVA.
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Informacje o dostepnej w hodowli formie beztuskich wezy zbozowych pochodza ze
strony:http://www.scaleless-cornsnake.com/collection_eng.html
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Koszty

Pozycja Fundusze na kazdy rok badan (z})
2016 2017 2018 Razem
1. Koszty bezposrednie, w tym: 87885 30050 42050 159985
1/ Wynagrodzenia 24000 24000 24000 72000
2/ Aparatura 12425 - - 12425
3/ Inne 51460 6050 18050 75560
2. Koszty posSrednie 15092 6010 8410 29512
Razem 102977 36060 50460 189497

Koszty wynagrodzen obejmuja wyptaty 1000 zt miesigcznie dla dwoch osob przez okres trzech
lat.

Aparatura obejmuje koszty terrariow, klatek zewngtrznych, kamery termowizyjnej z pirometrem,
fotokomorek i urzadzen regulujacych temperature i wilgotno§¢ w pomieszczeniu dla wezy.
Koszty sprzetu sg niewielkie ze wzglgedu na wykorzystanie komor respirometrycznych obecnych
w Instytucie Nauk o Srodowisku UJ.

Inne koszty bezposrednie obejmuja koszt:

- zakupu wezy (koszt wezy beztuskich 12*4000 zt, weze z tuskami 12*150zt). Planujemy zakup
dwoch dodatkowych wezy z kazdej grupy na wypadek, gdyby ktores zwierze padto.

- pokarmu dla zwierzat (karmienie wezy w pierwszym roku wyniesie 1080 zt, a w kolejnych
latach 1920 zt)

- wyjazdu na dwie konferencje (koszt wyjazdu dwdch osob na jedng konferencje wyniesie 4000
z})

- wydania dwoch publikacji (koszt opublikowania jednej publikacji w systemie Open Access
wyniesie 6000 zt)
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2. Dorastanie w towarzystwie osobnikow o odmiennych nawykach
behawioralnych a stres i sukces reprodukcyjny

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

Dorastanie w otoczeniu osobnikow o odmiennych nawykach
behawioralnych a stres i sukces reprodukcyjny

Anna Giermek / Paulina Kosztyla / Matgorzata Lipowska
Uniwersytet Jagielloviski, Instytut Nauk o Srodowisku

Streszczenie projektu

W s$rodowisku wystepujg liczne czynniki fizyczno-chemiczne i psychologiczne, ktdre
mogg wywolaé stres o réznorodnej sile. Chociaz osobniki poddane stresowi krotkotrwatemu
poprawiaja wydolno$¢ organizmu i taka sytuacja dziala na nie korzystnie, stres chroniczny
sprawia, ze organizm zostaje nadwyrezony i pomimo poczatkowego wzrostu wydolnosci skutkuje
to niekorzystnymi zmianami w jego funkcjonowaniu.

Przebywanie w otoczeniu, ktore nie jest naturalne jest jednym z najsilniejszych bodzcow
wywotujacych stres. W projekcie chcemy skupi¢ si¢ na problemie dorastania i dojrzewania
w otoczeniu osobnikéw wykazujgcych odmienne wzorce zachowan. Mlode samice myszy, w dniu
odstawienia od matki, znajdg si¢ w towarzystwie zwierzat o diametralnie r6znigcym si¢ od nich
zachowaniu. Cz¢$¢ samic zamieszka z osobnikami nadpobudliwymi ruchowo, cz¢$¢ bedzie
dorastala w otoczeniu linii myszy, ktore sa ospale, mato ruchliwe, wigkszos$¢ czasu spegdzajg na
jedzeniu i majg sktonno$¢ do nadwagi oraz depresji, a pozostate samice bedace grupa kontrolng
bedg dzieli¢ klatke z myszami podobnymi do siebie pod wzglgdem zachowania.

Chcemy sprawdzi¢ w jaki sposdéb miode samiczki reaguja na odmienne od siebie
towarzystwo 1 czy staraja si¢ dopasowac¢ do nich swoje nawyki behawioralne. Glownym celem
projektu jest sprawdzenie jak mocno do$wiadczanie niedopasowania do grupy wplywa na
podniesienie si¢ poziomu stresu oraz czy skutkuje to obnizeniem pdzniejszego sukcesu
reprodukcyjnego.

Celem projektu jest odpowiedZz na pytanie w jakim stopniu grupa zwierzat w ktorej
przebywa samica w okresie dojrzewania ma wptyw na doswiadczany przez nig stres, jej behawior
i fizjologi¢, a w konsekwencji na sukces reprodukcyjny i jako$¢ potomstwa. Postulujemy, ze
samice dorastajace w grupie rowiesnikdw o odmiennych od niej zachowaniach sg narazone na
stres, wynikajacy z niedopasowania do otoczenia, a ponadto moga probowaé powielaé
zaobserwowane wzorce. Narazenie na taki rodzaj stresu w okresie dojrzewania moze miec
konsekwencje w dorostym zyciu, powodujgc miedzy innymi zmniejszony sukces reprodukcyjny
i spadek jakoS$ci potomstwa.

Cel naukowy projektu
(jaki problem naukowy wnioskodawca podejmuje si¢ rozwigzac, hipotezy badawcze)

Gltowna hipoteza projektu: Dorastanie w otoczeniu osobnikéw o odmiennych nawykach
behawioralnych jest stresorem i ma wplyw na sukces reprodukcyjny.
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Przewidywania:

a) samice dorastajagce w otoczeniu rowiesnikow o odmiennych nawykach behawioralnych beda
narazone na silniejszy stres niz samice dorastajace w grupie nie rdznigcej si¢ zachowaniem;

b) osobniki przebywajgce w grupie o odmiennych nawykach behawioralnych bedg staraty si¢ do
niej dopasowac zmieniajgc swoje dotychczasowe zachowania,

c) stopien oddziatywania grupy bedzie rézny w zalezno$ci od rodzaju przejawianych przez nig
zachowan — dorastanie w grupie nadpobudliwej bedzie wywolywaé wyzszy poziom stresu niz
wzrost w grupie ospalej ze sktonnoscig do otytosci;

d) stres zwigzany z odmiennoscig od grupy w okresie dojrzewania obnizy sukces rozrodczy
samic oraz jakos¢ ich potomstwa

Hipotezy wynikajace z poszczegdlnych eksperymentdw:

Eksperyment 1:

e W jakim stopniu dorastanie w grupie osobnikow o odmiennych nawykach behawioralnych
jest czynnikiem stresogennym dla samic?

e (Czy mlodociane samice dorastajace w grupie rowiesnikow wykazujacych odmienne wzorce
zachowania bedg przejmowaty ten wzorzec?

Eksperyment 2:

e (Czy dorastanie w $rodowisku stresogennym zwigzanym z przebywaniem w grupie zwierzat
wykazujacej odmienne wzorce zachowan wptywa na sukces reprodukcyjny?

e (Czy jako$¢ potomstwa samic, ktore dojrzewaly w warunkach stresu socjalnego r6zni si¢ od
potomstwa samic niestresowanych?

Znaczenie projektu

(dotychczasowy stan wiedzy, uzasadnienie podjecia problemu badawczego, uzasadnienie
nowatorskiego charakteru badan, znaczenie wynikow projektu dla rozwoju danej dziedziny i
dyscypliny naukowej oraz rozwoju cywilizacyjnego)

Wigkszo$¢ organizméw, w tym ludzie, jest narazona na dziatanie stresu na réznych
etapach swojego zycia. Wielu badaczy stara si¢ zrozumie¢ i przewidzie¢ w jakim stopniu i w jaki
sposob stres wptywa na osobniki, populacje a nawet cale ekosystemy (Brooks-Gunn i wsp, 1989).
Interesujagcym 1 rozpracowywanym na wielu gatunkach zagadnieniem jest takze odpowiedz na
pytanie po jakim czasie od ekspozycji na stres mozna wcigz obserwowac jego efekty i negatywne
konsekwencje (Pryce i wsp. 2002). Badania dotyczace stresu w wickszosci sg prowadzone na
osobnikach dorostych lub oseskach (Pryce i wsp., 2002), a lekcewazone sg osobniki mtodociane,
ktére sg najbardziej wrazliwe na wplyw otoczenia, nie majg do$wiadczenia ani wytworzonych
mechanizméw niwelujgcych negatywne skutki stresu. W istocie, niektore prace sugeruja, ze stres
w okresie dorastania moze trwale wptynaé na zachowanie osobnikow dorostych (Avital i wsp.,
2005; Buwalda, 2011).

Analizowanym w licznych pracach i na rozmaitych gatunkach czynnikiem jest stres
wynikajacy z przegeszczenia (Burroni i wsp., 2014), jednak przez wysoce socjalny charakter
wielu gatunkow, takich jak na przyklad mysz, rownie istotnym czynnikiem wplywajagcym na
zdrowie i rozréd moze by¢ stres spowodowany niedopasowaniem do grupy. W projekcie chcemy
skupi¢ si¢ na problemie stresu wywoltywanego istnieniem wyrazniej réznicy mi¢dzy badanym
osobnikiem a grupa rowiesnikow, ktory dotyka osobniki w okresie dojrzewania. W odr6znieniu
od innych, przeprowadzonych badan, chcemy skupi¢ si¢ na osobnikach mlodocianych, ktore sg



Ochotnica Gérna 13-18.04.15

odstawione od matki i przechodzg przez okres dojrzewania. Dorastanie w grupie rowiesnikow
wykazujacych odmienne wzorce zachowania moze by¢ czynnikiem silnie stresogennym, ponadto
proby zmiany zachowania i dostosowania si¢ do grupy dodatkowo moga zwigkszy¢ stres.

Badania beda przeprowadzane na gatunku modelowym - myszy domowej, ktory jest
gatunkiem socjalnym dlatego wazne sa dla niego interakcje w obrgbie grupy, a niedopasowanie
do niej moze by¢ wysoce stresujace. Stres moze skutkowac znaczacymi zmianami w zachowaniu
i fizjologii wptywajgc na obnizenie sukcesu reprodukcyjnego (Burroni i wsp., 2014). Do badan
wybrano samice, poniewaz to one ponosza wyzsze niz samce koszy produkcji i wychowywania
potomstwa, z racji czego stres wywiera silniejszy efekt na ich zdolno$¢ do rozrodu.

Wiele podstawowych mechanizméw, w tym dzialanie stresu, jest powtarzalnych
w roznych grupach kregowcoéw, a wyniki tych badan majg ogdlne zastosowanie i mogg by¢
interpretowane w kontekscie réznych gatunkéw, w tym ludzi (Mariano i Harton, 2005). Wyniki
dotyczace zwigzku miedzy grupa socjalng a fizjologiczng odpowiedzig organizmu mogg mieé tez
implikacje w obszarze nauk biomedycznych (Cohen i wsp., 2007).

Koncepcja i plan badan
(ogolny plan badan, szczegotowe cele badawcze, wyniki badan wstepnych)

Mtode samice odstawiane od matki zostang umieszczone w grupach niespokrewnionych
z nimi zwierzat tej samej pici i wieku. Grupy do ktorych trafig mlode samice beda zroznicowane
pod wzglgdem standardow zachowania si¢ jej cztonkow — badane zwierze moze albo trafi¢ do
klatki podobnych sobie zwierzat z tej samej linii lub osobnikow, u ktérych w wyniku mutacji
wyksztalcila si¢ sktonnos¢ do zachowan hiperaktywnych lub ospatosci i jedzenia ponad miare.

Nastgpnym krokiem bedzie zbadanie czy i w jakim stopniu zwierzeta dostosujg si¢ do
zachowania pozostalych zwierzat w klatce i stresu z tym zwigzanego. Diugotrwaly stres moze
mie¢ dlugofalowe skutki negatywnie wplywajace na fizjologi¢ i sukces reprodukcyjny organizmu,
co zostanie zbadane poprzez pomiar poziomu hormondéw we krwi i1 rozmnozenie samic
dorastajacych w réznym towarzystwie oraz okreslenie jako$ci ich potomstwa.

Metodyka badan
(sposob realizacji badan, metody, techniki i narzedzia badawcze, metody analizy i opracowania
wynikow, urzqdzenia i aparatura wykorzystywane w badaniach)

Badania zostang przeprowadzone na myszy laboratoryjnej (Mus musculus)
z wykorzystaniem zwierzat nalezacych do trzech réznych szczepoéw (c57bl/6j; B6.129S4-
Pm™™ Emf/J; ob/ob). Hodowla bedzie przeprowadzona w warunkach standardowych,
w zwierzetarni nalezacej do Instytutu Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Do badania zostang
wybrane myszy odstawiane od matki w tym samym czasie, w jednakowym wieku - 20 dni. Po
odstawieniu zwierzgta trafig do standardowych klatek hodowlanych, po 4 niespokrewnione
zwierzgta tej samej plci na klatke i bedg przebywa¢ w niezmienionych grupach przez nastgpne
20 dni.

Grupy zostang uformowane w nastepujacy sposob: z dziesigciu miotow myszy c¢57bl/6j
zostang wybrane po trzy samice. Trojki siostr z jednego miotu zostang rozdzielone tak, by
poszczegdlne samice trafity do roznych grup wykazujacych trzy rozne typy nawykow
behawioralnych. Kazda z samic przed umieszczeniem w nowej klatce zostanie wyraznie
oznakowane przez wpigcie kolorowego kolczyka w ucho.

W kazdej klatce, do ktorej beda trafiaé badane zwierzgta, znajda si¢ tez 3 inne,
niespokrewnione z nim ani ze soba nawzajem samice, tworzace grupe rowiesnikow posrod
ktorych osobnik bedzie dojrzewac. Grupy bedg dzieli¢ si¢ na 3 rodzaje:
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e K — kontrolna (10 klatek) — cztery niespokrewnione ze sobg samice z linii ¢57bl/6j, z czego
jedna, zakolczykowana i majgca rodzenstwo w pozostalych dwoch rodzajach grup, jest
traktowana jako wlasciwy obiekt badania;

e A — aktywna (10 klatek) — jedna samica c57bl/6] traktowana jako wlasciwy obiekt badania
i trzy samice z hiperaktywnej linii B6.129S4-Pm™™™ Emf/J;

e O - otyla (10 klatek) — jedna samica c¢57bl/6j traktowana jako wlasciwy obiekt badania i trzy
samice z wykazujacej si¢ tendencja do otylosci 1 ospatosci linii ob/ob.

Eksperyment 1:

Pierwszego 1 ostatniego (20 dnia) przebywania razem wszystkie zwierzeta w klatce zostang
zwazone, zmierzone pod wzgledem szerokoSci glowy i zachowania w klatce hodowlane;.
Obserwacja zachowania bgdzie przeprowadzona w warunkach mozliwie neutralnych dla zwierzat,
poprzez dziesigciokrotne zajrzenie przez badacza do wnetrza klatki dwukrotnie w ciagu doby -
dzien i nocy, kiedy zwierze¢ta sg bardziej aktywne. Przy kazdej takiej obserwacji zostanie
odnotowana czynno$¢ przy ktorej badacz zastal badana samice¢ i jej towarzyszy z klatki.
Poréwnanie masy zwierzat i procentowego udziatu odpoczynku, biegania, jedzenia i pielegnacji
w stosunku z pozostalymi zwierzgtami w klatce ma na celu okreslenie, czy nastapito
ujednolicenie schematow zachowania lub apetytu (przekladajacego si¢ na zblizong mase ciala
wspotbytujacych osobnikow).

Dwudziestego dnia od utworzenia grup zostang one rozwigzane, a od zakolczykowanych
zwierzat zostanie pobrana krew. Na bazie pobranych probek zostanie wykonany szereg testow:
pomiar poziomu hormonéw (kortyzolu, kortykosteronu, estrogenu, CRF) (Bale i Vale, 2004,
Maxwell, 1993) i liczby biatych krwinek (Maxwell, 1993). Badane hormony pozwolg nam
stwierdzi¢ poziom stresu zwierze¢cia, a estrogen dodatkowo umozliwi stwierdzenie, czy
odbiegajace od optymalnych warunki Zycia negatywnie wptynely na poziom kluczowych
czynnikdw zwigzanych z rozrodem. Stgzenie hormondéw zostanie okre$lone z uzyciem testu
ELISA, a do uzyskania parametrow morfologii krwi zostanie wykorzystany analizator
hematologiczny znajdujacy si¢ w wyposazeniu Zaktadu Biotechnologii Medycznej na Wydziale
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Eksperyment 2:

Czterdziestego dnia zycia samice z wszystkich trzech grup zostang potaczone w pary
z samcami w zblizonym wieku, chowanymi w warunkach analogicznych do samic z grupy
K i umieszczone w klatkach rozrodczych. Utworzonych zostanie w ten sposob 30 par ztozonych
z samic dorastajgcych w towarzystwie osobnikow o odmiennych nawykach behawioralnych
1 samcow o masie ciata odpowiednio zrandomizowanej dla kazdej z grup.

Po urodzeniu si¢ miotow z tak powstatych par zostanie odnotowany wiek samicy w dniu
porodu, liczba mlodych i ich masa urodzeniowa. Dalsza obserwacja pozwoli réwniez okresli¢
przezywalno$¢ potomstwa przez pierwsze 20 dni zycia. Masa ciata mtodych bedzie tez mierzona
codziennie do momentu odstawienia od matki, w celu przesledzenia ich tempa wzrostu. W 20
dniu zycia od mtodych zostanie pobrana krew w celu zbadania jej morfologii (liczba biatych
i czerwonych krwinek, ilo$¢ hemoglobiny we krwi) i poziomu hormonéw stresu (kortykosteronu,
kortyzolu i CRF).

Analizy statystyczne:

Podobienstwo zachowania i masy ciata w obrebie klatki zostanie sprawdzona testem T dla grup
zaleznych. Roznice migdzy grupami spolecznymi i wyniki badan probek krwi zostang
sprawdzone testem ANOVA, z uwzglednieniem pokrewienstwa i rodzaju grupy do ktorej
przydzielono zwierze jako predyktorow i kazdej z mierzonych wielkosci jako zmiennej zalezne;j.
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Do analizy jakosci mtodych uzyta zostanie ANCOVA, uzupelniona o mas¢ ciata matki jako
kowariatg.
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Kosztorys

Przewidywany czas trwania eksperymentu to pig¢ miesiecy, z czego trzy miesigce wymagaja
wynajecia zwierzetarni 1 ponoszenia kosztow opieki nad zwierzetami, a pozostate dwa miesigce
przeznaczone sg na przygotowanie eksperymentu i prac¢ z danymi.

Koszty Fundusze (z)
1. Koszty bezpoS$rednie 102300
1.1 Wynagrodzenia 30000
1.2 Wyposazenie 39800
Wynajem zwierz¢tarni z wyposazeniem 27000
Sprzet do pobrania i analiz krwi 12800
1.3 Inne koszty bezposrednie 32500
Zwierzeta 29100
Srodki zwigzane z utrzymaniem zwierzat 1400
Inne koszty 2000
2. Koszty posrednie 12500
Calo$¢ kosztow 114800
RECENZIE
Recenzja projektu pt.

,Dorastanie w otoczeniu osobnikow odmiennych nawykach behawioralnych a stres i sukces
reprodukcyjny”

Projekt dotyczy wplywu warunkéw socjalnych na poziom stresu, a w dalszej perspektywie na
efektywno$¢ reprodukcji, u osobnikdéw eksponowanych na stres w wieku dojrzewania. Autorki
odnalazlty luke w wiedzy, ktora postanowity wypehic i faktycznie na pierwszy rzut oka wydaje
si¢ to sensowne. Niemniej jednak troch¢ dziwi mnie pomyst, Ze zwyczaje zywieniowe innych
osobnikéw moga by¢ stresujace. Nie rozumiem tez, dlaczego mniejsza lub wieksza aktywnos¢
towarzyszacych osobnikow ma wywotywac stres. Czy sa ku temu jakie$ przestanki? W tekscie
takich przestanek nie odnalaztem, poza samym stwierdzeniem autorek, ze jest to mozliwe. Czy
raczej nie nalezy spodziewac si¢ stresu w momencie gdy pozostale osobniki w grupie przejawiaja
agresje lub gdy stanowig konkurencj¢ pokarmowg (a w tym eksperymencie pokarm nie jest
limitowany, a przynajmniej nigdzie tak nie napisano)?
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Zastanawia mnie dobor obiektu badan. Skad wiadomo, Zze myszy z badanego szczepu nie
wyksztalcity na drodze selekcji innych cech, skorelowanych, np. cech zwiagzanych z odpornoscia
na stres badz cech zwigzanych z wydolnoscia reprodukcyjna? A by¢ moze pozostale dwa szczepy,
ospaly i nadaktywny, wykazuja dodatkowe zachowania, ktére moga wplywaé na wynik (np.
wspomniana agresja u szczepu aktywnego? tylko, ze wtedy wynik nie bylby rezultatem
aktywnosci tych myszy, ale ich agresji).

We wstepnie metodyki schemat podzialu myszy do grup moglby ulatwi¢ zrozumienie uktadu
eksperymentalnego, ale jest to raczej wskazowka niz krytyka. Opisane eksperymenty budzg kilka
watpliwosci.Po co mierzy¢ szeroko$¢ gtowy? Po co begda badane biate krwinki (to samo
z badaniami krwi w drugim eksperymencie)? Jakie to ma odniesienie do tematu badan? Po co
mierzy¢ estrogen? Rozumiem, Ze jest to hormon o waznej roli w rozrodzie, ale skoro sukces
reprodukcyjny i tak begdzie mierzony to po co traci¢ czas i pienigdze na mierzenie poziomu
estrogenu? Czy nie lepiej nagrywac zachowania tych myszy? Czy zajrzenie do klatki nie wywota
reakcji ucieczki, przez co wyniki tak naprawde przyniosa niewiele informacji? Czy samo
zajrzenie 10 razy na dobg¢ bedzie stanowiC reprezentatywna probe (zajrzenie kojarzy si¢ raczej
z krotkim momentem, 10 takich kilkusekundowych momentéw na dobg to niewiele).Czy zatem
opis podobienstwa pomiedzy osobnikami badanymi a ich grupa socjalng jest wiarygodny? Czy
procedura zajrzenia do klatki nie wywota innej reakcji u myszy badanej i jej grupy? Jesli tak to
tez wcale nie znaczy to o rdéznicach dotyczacych wybranych miar zachowania (takich jak
bieganie, zerowanie), ale o r6znicy w tej konkretnej reakcji. Dlaczego eksperyment bedzie trwat
tylko 20 dni? Czy jest to wystarczajacy czas aby zauwazy¢ zmiany w behawiorze osobnikow?
Czy autorki wzigly pod uwage, ze ewentualne zmiany w zachowaniu myszy moga nastgpi¢
dopiero po jakim$ czasie, a wigc pierwsze obserwacje moga nie wykaza¢ zadnych zmian, a przez
to ich uwzglednienie w analizie statystycznej moze ostabi¢ wnioskowanie? Czy zatem nie warto
wzig¢ pod uwage w analizie czasu od momentu utworzenia grup do wystapienia pierwszych
wyraznych zmian w zachowaniu? Dlaczego zachowanie nie bedzie badane u myszy przed
wprowadzeniem ich do warunkéw eksperymentalnych?

W analizie statystycznej nie wzigto pod uwage, ze w klatce przebywa jeden osobnik badany i 3
z ktorymi jest porownywany. To sprawia, ze liczba rekordow dla osobnikow towarzyszacych jest
znacznie wigksza — czy te 3 osobniki bedg jakos$ usredniane albo czy obserwacja zachowania
bedzie wykonana dla jednego losowo wybranego osobnika z tej grupy? Czy autorki wzigty pod
uwage, ze zmienno$¢ zachowan moze by¢ bardzo duza w obrgbie grupy osobnikow
towarzyszacych?

Z innych uwag - warto na poczatku tekstu wyjasni¢ znaczenie nazw szczepdw (np. szczep XYZ to
myszy ospale). Nazwy szczepdw pojawiaja si¢ w tekScie zanim zostajg wyjasnione, co moze
wprowadza¢ lekkie zamieszanie u czytelnika. Ponadto mato kto zapamigta, ze nazwa ztozona z
kilku liter i numeréw odnosi si¢ np. do myszy ospalych. Moze lepiej, dla wigkszej klarownosci
tekstu od razu wprowadzi¢ okreslenia zamienne. Podobnie warto wyjasni¢ skrét CRF.
Streszczenie projektu zawiera wszystkie najwazniejsze informacje nt projektu, jest jednak nieco
zbyt dlugie. Miejscami tekst zawiera powtorzenia, ktore mozna usung¢, skracajac jego objetosc.
W tekscie stwierdzono, ze stres krotkotrwaly ma korzystny wptyw na funkcjonowanie organizmu.
Czy na pewno? Czy krotkotrwaty, ale bardzo silny wptyw okreslonego stresora, zwtaszcza jesli
nie jest to stresor psychologiczny, nie moze trwale uszkodzi¢ organizmu?

Kosztorys jest mato precyzyjny. Podane sa fundusze za cato$¢ rzeczy lub ustugi, ktore maja
zosta¢ optacone, jednak nie daje to zadnej informacji o cenach jednostkowych (np. ceny myszy —
wg kosztorysu to az 29 tysiecy ztotych, jaka jest cena pojedynczego osobnika? Czy jesli te
szczepy sa rzeczywiscie az tak drogie to nie lepiej kupi¢ pary, ktére zostang rozmnozone, zamiast
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docelowej grupy eksperymentalnej?). Nie wiadomo co kryje si¢ pod sprzetem do pobierania
i analiz krwi 1 to samo tyczy si¢ innych elementéw budzetu. Czytelnik moze mie¢ wrazenie, ze
podane kwoty sa zaplanowane ze sporym zapasem, co moze budzi¢ pewne watpliwosci co do
zasadnosci tych kosztow biorgc pod uwage niepewne zalozenia projektu.

Podsumowujac — podejscie do zagadnienia stresu jest ciekawe. Wickszos¢ dotychczasowych
badan na kregowcach skupia si¢ na innych zrodtach stresu, niemniej jednak w niniejszym
projekcie zalozenia sg dos¢ stabo ugruntowane, a uklad badawczy wymaga dopracowania.
Ponadto badanie tanie nie sg, wigc tym bardziej bylbym ostrozny z przyznaniem dla nich
finansowania. Ponad 100 tysigcy na potroczny eksperyment to ryzykowne przedsigwzigcie.

Stanistaw Bury

Recenzja projektu ,Dorastanie w otoczeniu osobnikéw o odmiennych nawykach
behawioralnych a stres i sukces reprodukcyjny”

Pomyst zbadania wplywu s$rodowiska spotecznego na poziom stresu i zachowanie
mlodocianych zwierzat zyjacych w grupach spotecznych wydaje mi si¢ bardzo ciekawy,
aczkolwiek sposob sformutowania problemu i metodologia budzg moje watpliwosci.

W uzasadnieniu brakuje mi podkreslenia skutkow proponowanych badan na inne prace
prowadzone na myszach. Ewentualna konieczno$¢ uwzgledniania srodowiska spotecznego
w klatce bytaby wazna bezposrednig konsekwencja projektu.

Nie jest dla mnie jasne dlaczego w do$wiadczeniach zaplanowano mierzenie sukcesu
rozrodczego. Autorki przewiduja, ze sytuacje spoleczne moga wplywaé na poziom stresu
zwierzat, a z kolei stres moze wtdrnie wptynaé na liczbe i jako$¢ potomstwa. Jednak wptyw stresu
na rozrodczo$¢ u myszy jest dobrze znany i opisany w wielu pracach. Nie sadz¢ wigc, by badanie
tego drugiego zjawiska wniosto co$ istotnie nowego do obecnej wiedzy.

W kwestiach bardziej metodycznych przewiduje, ze pierwszego dnia przebywania
w nowej klatce u myszy moze dominowaé stres wywolany zmiang otoczenia, obecnoscig obcych
zwierzat oraz oddzieleniem od matki. Z tego powodu trudno traktowac¢ zachowanie zwierzecia na
tym etapie jako normalne i wyjsciowe dla p6zniejszych porownan. By¢ moze lepiej byloby po raz
pierwszy obserwowaé¢ behawior myszy, gdy jeszcze przebywa ona wklatce z matkg
i rodzenstwem.

Pomiar poziomu hormonéw stresu pod koniec doswiadczenia rowniez moze nie byé
dobrym pomystem. Trudno powiedzie¢, jak szybko mtode myszy adaptuja si¢ do nowych
warunkow spolecznych, ale catkiem prawdopodobne, ze 20 dnia jest juz za pdzno i badane
zwierzeta sg w pelni przyzwyczajone do nowych kolezanek. Zaproponowane doswiadczenie nie
jest tez w stanie rozstrzygnac, czy ewentualne rdznice w poziomie hormondéw pomigdzy grupami
doswiadczalnymi  wynikalyby rzeczywiscie ze stresu wywotanego zmiang $rodowiska
spotecznego. By¢ moze przedstawicielki niektorych szczepow sa ,,obiektywnie” bardziej
ucigzliwe dla wspotlokatorek, nawet jesli zwierzeta juz wezesniej si¢ znaja.
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Na wykonanie projektu jest przeznaczony bardzo krotki czas. Stwarza to ryzyko, ze jesli
cokolwiek pdjdzie niezgodnie z planem, projektu nie uda si¢ doprowadzi¢ do konca. Jesli nie ma
zewngtrznych ograniczen, lepiej bytoby zarezerwowac wigcej czasu.

Jesli chodzi o sam opis projektu, to dobrze byloby troch¢ wygtadzi¢ jego jezyk. Dotyczy
to zwlaszcza streszczenia, ktore przydatoby si¢ uporzadkowaé oraz uczyni¢ bardziej zwigztym
i spojnym. Roéwniez tytult mogtby by¢ sformutowany w sposdb bardziej atrakcyjny. Podoba mi si¢
jasny sposob sformulowania przewidywan badawczych. Jednak zbijaja z tropu przedstawione
dalej hipotezy (w formie pytan), bo jest ich tyle samo, co przewidywan, ale nie zawsze sg ich
odpowiednikami.

Podsumowujac, projekt bylby obiecujacy, lecz wymaga lepszego przemyslenia
i uporzadkowania opisu.

Marta Czarnocka-Cieciura

Ocena merytoryczna:

Projekt napisany jest przejrzyscie i spojnie. Jednak zauwazam pewne btedy. Stres krotkotrwaty
moze by¢ czynnikiem motywujacym, jednak wiele stresow o tym charakterze moze przejawiac
bardzo negatywne skutki, zakonczone nawet $miercig. Odmienne wzorce zachowan to nie
catkiem nie naturalne Srodowisko. Myszy zyjace w stadach réwniez doswiadczajg odmiennych
zachowan wspoéttowarzyszy. Ciezko implikowac to do ekstremalnych warunkoéw przedstawionych
w doswiadczeniu. Z drugiej strony czynnik stresowy moze nie by¢ wystarczajacy i samice moga
nie przejawia¢ objawow stresu. Wtedy druga czgs¢ eksperymentu nie bedzie miata uzasadnienia.

Wybor osobnikow mtodocianych wydaje si¢ interesujacy i uzasadniony. Stanowi mocng strong
projektu. Badania nad zachowaniami socjalnymi sg interesujgce dla specjalistow, a poprzez
porownania do cztowieka, i dla szerokiego grona odbiorcow.

Metodyka:

Schemat doswiadczenia wydaje si¢ by¢ prawidtowy. Jednakze nie rozumiem decyzji o wyborze
myszy ze sklonno$ciami do otylosci, zwlaszcza Ze przedstawione sg jako potulne i mato
inwazyjne. Czy istniejg przestanki do tego, ze mysz bedzie zestresowana w takim $rodowisku?
Jesli mysz zacznie pod wplywem wspolttowarzyszy pobiera¢ wigcej pokarmu to sama otytos¢ jako
czynnik fizjologiczny wywota u niej zwigkszone wydzielanie kortyzolu i zmiang¢ parametrow
krwi. Wedlug mnie trudno bgdzie wykazaé bezposredni skutek stresu behawioralnego, bo
przestoni go stres zwigzany ze zmiang fizjologiczna.

Kosztorys:
Przeprowadzony prawidlowo. Moze warto by zaplanowa¢ konferencj¢ promujaca badania.
Wykonalnos¢:

Badania oparte s3 na bardzo cickawym zaloZzeniu i przetestowanie hipotez, zwlaszcza
0 przejmowaniu wzorcoOw socjalnych, wydaje si¢ wartym wykonania.

Jowita Niedojadto
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Recenzja projektu: ,Dorastanie w otoczeniu osobnikéow o odmiennych nawykach
behawioralnych a stres i sukces reprodukcyjny”

Projekt podejmuje pytanie o to, jak na poziom stresu mtodocianych osobnikow myszy domowej
wplywa obecno$¢ w grupie socjalnej osobnikow o odmiennym behawiorze. Temat jest o tyle
ciekawy, ze moze on zainteresowaé nie tylko specjalistow wykorzystujacych myszy w celach
badawczych, ale rowniez ogdlne grono odbiorcdéw, gdyz tematyka behawioru zwierzat jest bardzo
popularnym zagadnieniem, szczeg6lnie gdy mozemy si¢ spodziewac odniesien do zachowania
ludzi. W projekcie wartoSciowe jest postawienie pytan nie tylko o krotkotrwaty wpltyw grupy
socjalnej na stres osobniczy, ale takze o efekt tego wpltywu juz na etapy dorostego zycia, jak
sukces reprodukcyjny ijako$¢ urodzonych mtodych. Uwazam, ze badania sa dobrze
zaprojektowane i logicznie poprowadzone, a sam projekt czytelnie i poprawnie napisany.

Mam jednak kilka uwag do stwierdzen i zalozen projektu oraz uktadu eksperymentalnego.

W streszczeniu pada zdanie, ze krotkotrwaty stres pozytywnie wptywa na zwierzgta. Wydaje mi
sie, ze krotkotrwaly, ale bardzo intensywny stres mogtby spowodowac efekt odwrotny. W czesci
dotyczacej znaczenia projektu pojawiajg si¢ dane o wptywie stresu na osobniki dorastajgce, nie
dodano jednak o jakie organizmy chodzi i jakiego typu byt to stresor.

W zalozeniach metodycznych jedna z grup generujacych stres sg myszy ospate ze

sktonnoscig do otylo$ci. Zastanawiam sig¢, czy faktycznie takie myszy moga wplynaé negatywnie
na inne osobniki, ijesli tak, to w jaki sposob. W przewidywaniach oddzialywanie myszy
nadpobudliwych ma wywolaé wyzszy poziom stresu niz myszy ospalych, nie ma jednak
przewidywan dotyczacych przyczyn takiej zaleznosci. Jednym z kolejnych przewidywan jest to,
ze samice pod wplywem stresu beda si¢ upodabnia¢ do samic o odmiennych zachowaniach.
Wydaje sig, ze samice, jesli beda pod wplywem stresu, moga nie tyle upodobnia¢ si¢ do innych,
co wykazywac oznaki zestresowania jak na przyklad agresja wobec innych osobnikow czy
diugotrwate poruszanie si¢ wzdtuz tej samej trasy. Ciekawe jest, jak ksztattujg si¢ grupy socjalne
u myszy dziko zyjacych: czy osobniki o réznych osobowosciach zyja w jednej grupie czy raczej
sktadajg si¢ one z osobnikdéw o podobnym temperamencie oraz jak wyglada behawior stresu
u tego gatunku.
W eksperymentach bedg wykorzystane trzy grupy badawcze, z czego jedna jest grupa kontrolng.
Nie ma jednak w projekcie zadnych informacji, ktore mowia, jakie nawyki behawioralne
przedstawiajg samice z tej grupy i czy myszy byly wybrane pod katem podobienstwa osobowosci
czy jedynie braku cech z linii osobnikow z grup eksperymentalnych. W eksperymencie 1. krew
jest pobierana jedyniepo zakonczeniu eksperymentu. Wydaje mi si¢, ze wyniki uzyskane w ten
sposob moga nie by¢ wiarygodne. Krew powinna zosta¢ pobrana réwniez przed potaczeniem
samic w grupy eksperymentalne. Dodatkowo, to w jaki sposdb bedg prowadzone obserwacje
zachowan myszy, nie jest doprecyzowane. Nie wiadomo, jaki bedzie czas pojedynczej obserwacji
i w jakich doktadnie porach bgda si¢ one odbywaé. Inna metodg, ktorej zastosowanie mozna
rozwazy¢, jest wykorzystanie kamer. Zarowno w eksperymencie 1. jak i 2. analizowane sg
wartosci kilku hormonow, ale takze niektore parametry krwi. Brak jest przewidywan, w jaki
sposéb stres miatby wptywaé na te parametry oraz jaka bedzie spodziewana zalezno$¢ pomigdzy
jakos$cig mtodych myszy a parametrami.

Nie do konca zrozumiatam planowane analizy statystyczne. Ta cze$¢ projektu musi zostaé
opracowana bardziej klarownie.

Kosztorys projektu wydaje mi si¢ zawyzony w stosunku do zaplanowanych eksperymentow.
Badania majg odby¢ si¢ w ciggu jednego roku, co wigcej mogg si¢ one prawdopodobnie odby¢
w ciggu kilku miesiecy. W kwocie dotyczacej wyposazenia pojawiaja si¢ koszty zwigzane ze
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sprzetem do pobrania i analizy krwi. Z tekstu zrozumialam, ze do analiz wykorzystany bedzie
analizator juz obecny w jednym z wydzialow UJ. Zakup myszy rowniez jest bardzo kosztownag
inwestycja w projekcie trwajacym rok. Moze udaloby si¢ wykorzysta¢ 1 przeprowadzi¢
eksperyment na myszach hodowanych w Instytucie Zoologii UJ?

Podsumowujac, uwazam projekt za bardzo dobrze napisany, po dopracowaniu metod badawczych
i schematu eksperymentéw oraz po zmniejszeniu kosztow, projekt ma duze szanse na zdobycie
dofinansowania.

Agata Rozik

Recenzja projektu ,Dorastanie w otoczeniu osobnikéw o odmiennych nawykach
behawioralnych a stres i sukces reprodukcyjny” autorstwa pan Anny Giermek, Pauliny
Kosztyly i Matgorzaty Lipowskie;.

Projekt dotyczy niezwykle cickawego zagadnienia wptywu otoczenia socjalnego na zachowanie
osobnika i zwigzany z tym stres oraz zmiany w sukcesie reprodukcyjnym. Badanym organizmem
bedzie typowy model w biologii — mysz laboratoryjna. Autorki projektu proponujg przetestowanie
hipotezy, ze przebywanie zwierzgcia w towarzystwie osobnikow o innych zwyczajach powoduje
probe dostosowania swojego zachowania do otoczenia, a w konsekwencji zwigkszenie stresu
ktéremu poddane jest zwierze i obnizenie sukcesu rozrodczego w dorostym zyciu.

Zaréwno cel naukowy jak i1 znaczenie projektu sg opisane zwigzle ale tresciwie. Zwrdcitbym
tylko uwage ze hipotezy nie mogg wynikaé z poszczegdlnych eksperymentéw (jak to jest
napisane we wniosku) ale Ze poszczegdlne hipotezy beda testowane w  opisanych
eksperymentach.

Koncepcja i plan badan sg dosy¢ lakoniczne — oczekiwatbym wickszej rozbudowy tej czgsci,
nawet kosztem poprzednich — tu wlasciwie umiescitbym przewidywania co do wynikéw, a takze
wymienione w akapitach lub punktach etapy badan.

Metodyka jest opisana szczegdtowo i zrozumiale. Do wigkszo$ci zastosowanych metod nie mam
zastrzezen, ale uwage przykuwa metoda badania zachowania zwierzat — przez dziesigciokrotne
zagladniecie do klatki dwa razy w ciggu doby. Moim zdaniem jest to bardzo staby punkt
metodyki — kto nam zagwarantuje ze akurat te obserwacje beda reprezentatywne dla tego co si¢
dzieje w klatkach przez cata dobg? Jaka jest pewnos¢ ze pojawienie si¢ czlowicka w okolicy
klatki nie wplynic na zachowanie zwierzat? Moim zdaniem jedyng drogg do mozliwie
wiarygodnego zbadania zachowania jest nagrywanie zwierzat 24 godziny na dobe przez jakis$
czas, 1 na podstawie materialu wideo obserwowanie réznic w behawiorze. Oczywiscie zwigksza
to koszty i jest czasochtonne, ale ostatecznie pozwala unikng¢ ww. zarzutow. Ostatecznie, do
przegladania materiatow mozna zaciagna¢ studentow w ramach pisania prac dyplomowych ©.

Mam jeszcze sugesti¢ co do opisu metodyki — cze$¢ recenzentow moze nie wiedzie¢/nie pamigtac
jaki poziom hormonéw/leukocytow/hemoglobiny/i innych powinien by¢ obserwowany u zwierzat
zestresowanych lub o stabej kondycji w stosunku do osobnikéw wyluzowanych i silnych ©.
Warto przy opisie metodyki napisa¢ ze przewidujecie np. wolniejsze tempo wzrostu u potomstwa
zestresowanych osobnikow, $§wiadczace o ich nizszym dostosowaniu.
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Jesli chodzi o charakter wniosku, to niewatpliwie jest on naukowy oraz spetia kryteria badan
podstawowych, jednoczes$nie oferujagc mozliwos¢ wykorzystania wynikow w dziataniach
aplikacyjnych i edukacyjnych — zwlaszcza ze moze mie¢ odniesienie nawet wobec spoleczenstw
tworzonych przez ludzi. Spehia tez pozostate wymagania i jest wykonany rzetelnie. Projekt jest
dobry, cho¢ mozna si¢ przyczepi¢ do liczebnosci proby, jednak zwiekszenie jej znaczaco
podniostoby koszty. Jest to projekt stosunkowo nowatorski, czesciowo dlatego ze wprowadza
nowg grupe wieckowa myszy do badan efektow stresu na zwierzeta, ale gldwnie dlatego ze
zajmuje si¢ dotychczas chyba nierozwigzanym eksperymentalnie zagadnieniem wplywu otoczenia
socjalnego na proby dostosowania si¢ do ,towarzystwa” i1 stres z nim zwigzany, a takze
dlugofalowe jego konsekwencje — nie znajac szerzej tematyki badawczej wolatbym by¢ ostrozny
w ocenach, ale wg mnie projekt moglby by¢ peretka wérdd badan nad etologia i wptywem stresu
©. Mozliwo$¢ wykonania jest niewatpliwie wysoka. Kosztorys jest troche wysoki jak na projekt
trwajacy ponizej pot roku, czesciowo z powodu dosy¢ wysokich wynagrodzen. Widze tez duza
dysproporcj¢ pomiedzy kosztem zakupu zwierzat, a kosztem ich utrzymania — czy omawiane
szczepy sa az tak kosztowne? Jesli tak to moze da si¢ ograniczy¢ koszt przez samodzielne
rozmnozenie myszy z mniejszej liczby osobnikow?

Mocne strony:

- interesujgca tematyka

- mozliwo$¢ wykonania

- publikowalno$¢ wynikow i charakter naukowy
- dobrze zaplanowane badania

- przypuszczalna wyjatkowos¢ projektu

Stabe strony:

- watpliwosci co do metodyki etologicznej czgsci projektu
- czgsciowo opis koncepcji i planu badan, a takze szczegotow metodyki

Bartlomiej Zajac

Recenzja projektu ,,Dorastanie w otoczeniu osobnikéw o odmiennych nawykach
behawioralnych a stres i sukces reprodukcyjny” A. Giermek, P. Kosztyla i M. Lipowska

Autorki zamierzajg sprawdzi¢ czy S$rodowisko doswiadczane w czasie dorastania moze
modyfikowa¢ zachowania zwierzat i czy wplywa na poziom stresu. Projekt jest napisany trochg
chaotycznie, ale mniej wigcej mozna si¢ zorientowa¢ co ma by¢ zrobione i jak. Zdecydowanie
brakuje mi genezy problemu. Skad w ogodle pomysl, zeby bada¢ wptyw dorastania w grupie
odmiennych bahawioralnie osobnikow, dlaczego to wazne by te badania przeprowadzi¢ i skad
pomyst na te konkretne myszy laboratoryjne a nie inne?

W rozdziale Cel naukowy, struktura prezentacji jest co najmniej dziwna. Przewidywania tu
przedstawione to raczej zbidr luznych pomystow niz logiczny cigg myslowy wynikajacy
z hipotezy badawczej, ktora moze by¢ przyjeta badz obalona w zalezno$ci co trzeba bedzie zrobic¢



Ochotnica Gérna 13-18.04.15

z przewidywaniami. Potem nagle pojawiajg si¢ jakie$ hipotezy bardziej specyficzne i czytelnik
dowiaduje si¢ o jakich$ tajemniczych (bo nic nie jest wyjasnione) eksperymentach. Wszystko tu
si¢ miesza, bo elementy tych hipotez stanowily juz przewidywania. Mozna si¢ pogubi¢, a ogolne
wrazenie jakie pozostaje takie, ze nie tylko czytelnik jest pogubiony, ale mozna podejrzewac, ze
autorki tez!

Metodyka:

W sensie formalnym nie mamy tu chyba dwoch osobnych eksperymentéw. To jest ten sam
eksperyment ze zmiang $rodowiska dorastania tylko testy dotycza innych zmiennych. Wprowadza
to w blad czytelnika. Opis tego jak beda rozlokowane osobniki jest troche chaotyczny. Brakuje tu
najwazniejszej informacji: jaka bedzie wielko$¢ proby, czyli ile bedzie klatek K, A i O. Jakie
konkretnie cechy behawioralne beda badane podczas zagladania do klatek i jak dlugo bedzie
trwala pojedyncza obserwacja? Procentowy udziat np. biegania to chyba nie najlepsza miara tego
czy myszy stajg si¢ hiperaktywne. Nalezatloby pomys$le¢ o bardziej wyrafinowanych testach
behawioralnych. W jakim celu autorki planujg bada¢ morfologi¢ krwi? Sa jakie§ przewidywania
w stosunku do tego? Nie ma ich w kazdym razie w celu badan. Mam jeszcze watpliwosci czy
zbadanie stresu po 20 dniach co$ da. Stresogennych warunkéw nalezy spodziewac si¢ na poczatku
po wlozeniu zwierzat w nowe $rodowisko, potem moze nastgpi¢ habituacja i myszy moga nie
wykazywaé oznak stresu.

Nie sg dla mnie jasne zaprezentowane modele Anova. Lepiej byly ich nie prezentowaé niz robic¢
to tak enigmatycznie, bo daje to wrazenie, ze same autorki nie bardzo wiedzg co zrobig
z uzyskanymi danymi. Co to znaczy ,,jako$¢ mtodych” i w jakim celu ma si¢ kontrolowa¢ mase
ciata matki przy analizie tej jako$ci?

Kosztorys:

Koszt projektu jest dos¢ wysoki jak na 5 miesigcy pracy. Niektore pozycje wprawiaja
w ostupienie, np. koszt 30tys zt na zakup zwierzat. Kosztorys powinien by¢ zdecydowanie lepiej
przemyslany i przede wszystkim recenzent oczekiwalby jakiego$ uzasadnienia tych kosztow.

Mariusz Cichon

Projekt: Anna Giermek/Paulina Kosztyla/ Matgorzata Lipowska
Dorastanie w otoczeniu osobnikéw o odmiennych nawykach behawioralnych a stres i sukces
reprodukcyjny.

W projekcie Autorki podejmujg probe odpowiedzi na pytanie czy dorastanie w towarzystwie
osobnikow charakteryzujacych si¢ odmiennym behawiorem moze by¢ czynnikiem stresujacym.
Parametry jakie podejmujg si¢ analizowaé to zachowanie oraz sukces rozrodczy.

Model badawczy jest niejasny.

Na stronie trzeciej czesci ,,Znaczenie projektu” podana jest mysz domowa, natomiast w opisie
metodyki badawczej mysz laboratoryjna (Mus musculus). Ta ostania jest linia hodowlang myszy
domowej. Z opisu szczepow uzywanych w opisie wnioskuje, Zze jest to mysz laboratoryjna.

Warsztaty Metodologiczne: Ekologia Ewolucyjna

-37-



Badang plcig sg samice, jako te ktore ponosza wyzsze koszty rozrodu, co ma tutaj jasne
uzasadnienie.

Projekt ma charakter naukowy i spetnia kryterium badan podstawowych.
Przygotowany zostal rzetelnie, aczkolwiek znajduje w nim pewne niedociggnigcia.

1) Zarowno tytul projektu jak i wyjasnienie zawarte w streszczeniu (4-y akapit: ,,Celem
projektu[...]” grupa zwierzat w ktorej przebywa samica w okresie dojrzewania ma wptyw
na do$wiadczany przez nig stres, jej behawior itd.”) sugeruja, ze Autorki nie do konca
rozumiejg, lub tez niejasno precyzujg, co tutaj jest stresem. Tak sformulowane zdania
sugeruja, ze nie przebywanie z osobnikami o innym profilu zachowania jest stresem, ale
ze samice przebywajace z osobnikami o innym zachowaniu b¢da dopiero poddawane
stresowi 1 grupa moze wplynag¢ na doswiadczany stres czyli na reakcje na ten stres.
Wymaga to doprecyzowania w tej czesci zwlaszcza, ze gldwna hipoteza postawiona jest
juz wlasciwie.

2) W podjetych przewidywaniach Autorki zaktadaja, ze nadpobudliwo$¢ osobnikow jest
wigkszym stresem niz ich ospatos¢. Mysle, ze przy zalozeniu, ze odmienne zachowanie
wspottowarzyszek jest stresem nie mozemy przyjmowac takiego zalozenia. Zardwno
nietypowa ospato$¢ jak i nadpobudliwo$¢ moze by¢ rownorzegdnym stresem.

3) Eksperyment zostal podzielony na dwie cz¢$¢. 1 tak o ile Eksperyment 2 nie budzi
wigkszych zastrzezen o tyle Eksperyment 1 jest wysoce niejasny. Moze wynika to
z bardzie mato precyzyjnego opisu metodyki badan w tej czg$¢ projektu:

- brak opisu zachowan ,,nietypowych” dla szczepow aktywnych i ospalych, ktore
widoczne u badanych osobnikéw mozna by okresli¢ jako przejete od nich. Na
czym ta ospatos¢ czy nadpobudliwos¢ ma polega¢. Czy jest to procent czasu
spedzony na danej czynnosci, czy tez widoczne sg inne rodzaje zachowan

- naile ,przejecie” danego zachowania mozna uznaé juz za stres, a na ile jedynie
,;nasladownictwo”

- nie jest jasna procedura obserwacyjna. Pierwszego i ostatniego dnia bedzie
wazenie, mierzenie pod wzgledem szeroko$ci glowy 1 zachowania w klatce (jak
to rozumie¢ ?). A jak czesto przeprowadzana bedzie obserwacja behawioru: czy
dziesigciokrotnie, dwukrotnie (noc i dzien) ale codziennie, czy tez tylko
pierwszego 1 ostatniego dnia? Co to znaczy dziesi¢ciokrotnie dwukrotnie w ciggu
doby. Jakie bedg odstepy czasowe podczas tych dziesigciokrotnych obserwacji?
jak zostanie wybrana pora w ciggu dnia i nocy. Myszy laboratoryjne wykazuja
aktywno$¢ ruchowg i spoczynkowa zarowno w nocy jak i w dzien. Jak wigc
Autorki zamierzajg unikng¢ zdublowania podobnego typu zachowania w ciggu
doby.

- wiele zastrzezen budzi sama obserwacja. Wiadomo, ze kazde zblizenie
obserwatora wzbudza zainteresowanie zwierzgcia lub wrecz niepokdj. Tak wigc
»wzajrzenie” do Kklatki przez badacza w bardzo wysokim procencie zmieni
zachowanie samic przerywajac jej np. sen, mycie si¢, karmienie. Czy nie lepszym
rozwigzaniem byloby ustawienie kamer, tak aby unikna¢ ingerencji obserwatora
oraz mie¢ mozliwos¢ kilkakrotnej analizy zachowan. Mozna by tez wydluzy¢
czas obserwacji zachowania

- Analiza chemiczna krwi i okre$lenie poziomu hormonéw oraz biatych ciatek krwi
jest jak najbardziej zasadne i moze przynie$s¢ cenne informacje. Nalezy jednak
pamigtaé, ze myszy laboratoryjne cechuje ruja spontaniczna i powtarzajacy si¢ co
4-5 dni cykl plciowy.

- Pobieranie przyzyciowo krwi od myszy laboratoryjnej w celu wykonania sporej
ilosci analiz jest stosunkowo trudne. Autorki powinny wyjasni¢ jak bedzie
przeprowadzana ta procedura.

4) Eksperyment 2. Mysz laboratoryjna osigga dojrzalos¢ piciowa w wieku 2-3 miesigcy.
Owszem sg informacje, ze pojawiajg si¢ osobniki zdolne do rozrodu w wieku nieco ponad
40 dni, ale nie dotyczy to caltej populacji i wszystkich szczepdéw. Tak wigc kojarzenie
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w wieku 40 dni moze zmieni¢ wyniki szczegdlnie dotyczace tempa rozrodu. Roznice
mogg by¢ wynikiem niedojrzatosci samic a nie wynikiem stresu. Proponuj¢ dtuzszy czas
obserwacji i kojarzenie osobnikow starszych u ktorych zostanie stwierdzona pierwsza
ruja. U gatunkow charakteryzujacych si¢ ruja spontaniczng nie jest to trudne.

Kosztorys wydaje si¢ by¢ adekwatny chociaz koszt zakupu zwierzat jest nieco zawyzony.
Pomimo powyzszych niedociagni¢¢ projekt wydaje si¢ by¢ ciekawy i po korekcie (szczegdlnie
czg¢sci metodycznej!) moze przynie$¢ konkretne wyniki dotyczace wplywu stresu socjalnego,
polegajacego na kontakcie z osobnikami o ,,zaburzonym” behawiorze, na procesy fizjologiczne
i rozréd myszy laboratoryjnej. Posiada pewne elementy nowatorskie, a wyniki tego eksperymentu
mogg zosta¢ opublikowane w czasopismach specjalistycznych 1 da¢ podstawy do dalszych badan
nad stresem .

Joanna Kapusta
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OSTATECZNA WERSJA PROJEKTU

Dorastanie w towarzystwie osobnikow o odmiennych nawykach

behawioralnych a stres i sukces reprodukcyjny

Anna Giermek / Paulina Kosztyla / Malgorzata Lipowska
Uniwersytet Jagiellorski, Instytut Nauk o Srodowisku

Streszczenie projektu

W srodowisku wystepuja liczne czynniki fizyczno-chemiczne i psychologiczne, ktore
moga wywola¢ stres o réznorodnej sile. Chociaz poddanie osobnika krotkotrwalemu stresowi
moze poprawi¢ wydolnos¢ jego organizmu i taka sytuacja moze mie¢ dla niego korzystne skutki,
stres chroniczny sprawia, ze zdrowie organizmu zostaje nadwergzone i pomimo poczatkowych
korzysci skutkuje to niekorzystnymi zmianami.

Przebywanie w otoczeniu, ktore nie jest naturalne jest jednym z najsilniejszych bodzcow
wywolujacych stres. W projekcie chcemy skupi¢ si¢ na problemie dorastania i dojrzewania
w otoczeniu osobnikdéw wykazujacych odmienne wzorce zachowan. Mtode samice myszy, w dniu
odstawienia od matki, znajdg si¢ w towarzystwie zwierzat diametralnie roznigcym si¢ od nich
zachowaniem. Czg¢$¢ samic zamieszka z osobnikami nadpobudliwymi ruchowo, cz¢$¢ bedzie
dorastala w otoczeniu myszy, ktore sa ospate, mato ruchliwe, wigkszos¢ czasu spedzaja na
jedzeniu 1 maja sklonno$¢ do nadwagi oraz depresji, a pozostate samice bedace grupg kontrolng
beda dzieli¢ klatke z myszami podobnymi do siebie pod wzglgdem zachowania. Dodatkowa grupe
odniesienia stanowi¢ beda myszy umieszczone w klatce pojedynczo, gdyz odosobnienie
w wypadku tak socjalnych zwierzat stanowi silny i wielokrotnie opisywany w literaturze czynnik
stresowy.

Chcemy sprawdzi¢ w jaki sposob mlode samiczki reaguja na odmiennie od siebie
zachowujgce si¢ towarzystwo 1 czy starajg si¢ dopasowac do nich swoje nawyki behawioralne.
Glownym celem projektu jest sprawdzenie jak mocno doswiadczanie towarzystwa o odmiennym
zachowaniu wptywa na podniesienie si¢ poziomu stresu oraz czy skutkuje to obnizeniem
pozniejszego sukcesu reprodukcyjnego.

Cel naukowy projektu
(jaki problem naukowy wnioskodawca podejmuje sie rozwigza¢, hipotezy badawcze)

Celem projektu jest odpowiedz na pytanie w jakim stopniu zwierzeta z ktorymi przebywa
samica w okresie dojrzewania maja wplyw na do$§wiadczany przez nig stres, jej behawior
i fizjologie, a w konsekwencji na sukces reprodukcyjny i jakos¢ potomstwa. Postulujemy, ze
samice dorastajace w towarzystwie rowiesnikow o odmiennych od nich zachowaniach sa
narazone na stres, wynikajacy z niedopasowania do otoczenia, a ponadto mogg prébowac
powiela¢ zaobserwowane wzorce. Spodziewamy si¢, ze taki rodzaj stresu w okresie dojrzewania
moze mie¢ konsekwencje w dorostym zyciu, powodujgc migdzy innymi zmniejszony sukces
reprodukcyjny i1 spadek jakoSci potomstwa.

Hipotezy badawcze i przewidywania:

e) Dorastanie w otoczeniu réwiesnikow o odmiennych nawykach behawioralnych wptywa na
poziom stresu u samic. Przewidujemy, ze odbiegajace zachowaniem towarzystwo podwyzszy
poziom hormonéw stresu (kortyzolu, kortykosteronu i kortykoliberyny (CRF)), a takze
obnizony poziom estrogenu i spadek liczby krwinek zwigzany z dtugotrwatym stresem.

f) Osobniki przebywajace w towarzystwie zwierzat o odmiennych nawykach behawioralnych
starajg si¢ do nich dopasowac zmieniajgc swoje dotychczasowe zachowania. Przewidujemy,
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ze przez trzydziesci dni podczas ktorych zwierzeta bedg dzielity ze sobg klatke roznice w ich
zachowaniu zmniejszg si¢ w wyniku wzajemnego nasladownictwa.

g) Spodziewamy si¢, ze dorastanic w towarzystwie nadpobudliwego zwierzecia bedzie
wywolywaé wyzszy poziom stresu niz obecno$¢ osobnika ospatego, ze sklonnoscig do
otylosci.

h) Stres polegajacy na przebywaniu w towarzystwie osobnikow o ,,zaburzonym” behawiorze
w okresie dojrzewania wptywa na przyszly na rozréd myszy laboratoryjnej. Spodziewamy
si¢, ze dlugotrwaly stres wywotany zachowujacym si¢ odmiennie zwierzgciem w klatce
obnizy przyszty sukces rozrodczy samic oraz jako$¢ ich potomstwa.

Znaczenie projektu

(dotychczasowy stan wiedzy, uzasadnienie podjecia problemu badawczego, uzasadnienie
nowatorskiego charakteru badan, znaczenie wynikow projektu dla rozwoju danej dziedziny i
dyscypliny naukowej oraz rozwoju cywilizacyjnego)

Wigkszo$¢ organizmoéw, w tym ludzie, jest narazona na dziatanie stresu na réznych
etapach swojego zycia. Wielu badaczy stara si¢ zrozumieé i przewidzie¢ efekty, jakie stres
wywiera na osobnikiBrooks-Gunn i wsp., 1989). Interesujacym i rozpracowywanym na wielu
gatunkach zagadnieniem jest takze odpowiedz na pytanie po jakim czasie od ekspozycji na stres
mozna wcigz obserwowaé jego efekty i negatywne konsekwencje (Pryce i wsp., 2002). W tym
obszarze prowadzone sg intensywne badania, skupiajg si¢ one jednak w wigkszosci na osobnikach
dorostych lub oseskach (Pryce i wsp., 2002), zazwyczaj lekcewazac osobniki mtodociane.
Tymczasem dorastajagce zwierz¢ta nie majg doswiadczenia w samodzielnym zyciu ani
wypracowanych mechanizméw niwelujacych negatywne skutki stresu, sg wigc bardzo wrazliwe
na wpltyw otoczenia. W istocie, niektore prace sugerujg, ze stres w okresie dorastania moze trwale
wplyna¢ na zachowanie osobnikow dorostych (Avital i wsp., 2005; Buwalda i wsp., 2011).

Jednym z analizowanych rodzajow stresu jest stres socjalny, ktory jest waznym
czynnikiem szczegdlnie w przypadku tak socjalnego zwierzecia jak mysz. Najczesciej
stosowanymi w badaniach Zzrodtami stresu sg izolacja i przeggszczenie (Burroni i wsp., 2014),
lecz nawet bez wprowadzania tak ekstremnalnych warunkow socjalnych mozliwe jest badanie
skutkow bardziej subtelnych zrodet stresu takich jak poczucie niedopasowania do zwierzat
stanowigcych otoczenie osobnika. W projekcie chcemy skupi¢ si¢ na problemie stresu
wywolywanego istnieniem wyrazniej réznicy w zachowaniu migdzy dwoma osobnikami
zyjacymi razem w klatce. W odroznieniu od innych przeprowadzonych badan, chcemy skupi¢ si¢
na osobnikach mlodocianych, ktére sa odstawione od matki i przechodzg przez okres
dojrzewania. Zaré6wno konieczno$¢ przebywania w jednej klatce ze zwierzeciem wykazujacym
odmienny wzorzec zachowania, jak 1 proba zmniejszenia rdéznicy w behawiorze przez
nasladowanie zachowan innego zwierzgcia moze by¢ czynnikiem silnie stresogennym dla
mlodocianego organizmu.

Stres powoduje ekspresj¢ szeregu hormonéw z nim zwigzanych, przy czym podwyzszony
poziom kortyzolu we krwi moze wskazywac na wystepowanie stresu chronicznego lub depresje.
Kortykosteron natomiast jest podstawowym gliko-kortykosteroidem wydzielanym przez korg
nadnerczy myszy 1 szczurdw, a jego pomiary sg przydatnym wskaznikiem ogolnej
i neuroendokrynnej odpowiedzi na stres. Wydzielanie CRF wiagze si¢ z aktywacjg osi
podwzgdrzowo-przysadkowo-nadnerczowej, ktéra posredniczy w wywotaniu fizjologicznej
odpowiedzi na stres, a wzrost jej stezenia $wiadczy rowniez o zahamowaniu zachowan
poznawczych w nowym $rodowisku, zwigkszeniu agresji, spadku apetytu oraz obnizeniu
aktywnosci seksualnej. Z drugiej strony w wyniku stresu, zwlaszcza dlugotrwatego, pogorszeniu
mogg ulec inne parametry organizmu jak wydolnos¢ uktadu odpornos$ciowego, parametry krwi
czy rozrodczos¢. Szczegolnie w przypadku mtodego, wciaz jeszcze rozwijajacego si¢ organizmu
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stres moze skutkowac znaczgcymi zmianami w zachowaniu i fizjologii wplywajac na obnizenie
sukcesu reprodukcyjnego (Burroni i wsp., 2014). Do badan wybrano samice, poniewaz to one
ponosza wyzsze niz samce koszy produkcji i wychowywania potomstwa, z racji czego sita efektu
stresu na ich zdolnosé¢ do rozrodu jest wyzsza niz w przypadku samcow.

Jako, ze wiele podstawowych mechanizméw, w tym dzialanie stresu, jest powtarzalnych
w roznych grupach kregowcow, liczymy na to, ze wyniki naszych badan beda na rowni z innymi
badaniami w tym temacie mogly mie¢ ogodlne zastosowanie i by¢ interpretowane w kontekscie
réznych gatunkoéw, w tym ludzi (Mariano i Harton, 2005). Wyniki dotyczace zwigzku migdzy
grupa socjalng a fizjologiczng odpowiedzig organizmu mogg mie¢ tez implikacje w obszarze nauk
biomedycznych (Cohen i wsp., 2007).

Koncepcja i plan badan
(ogdlny plan badan, szczegotowe cele badawcze, wyniki badan wstepnych)

Mtode samice nalezgce do trzech szczepdw myszy diametralnie rdznigcych sig
zachowaniem, w dniu odstawienia od matki zostang umieszczone w klatkach w towarzystwie
niespokrewnionych z nimi zwierzat tej samej plci i wieku. Do eksperymentu zostang
wykorzystane myszy z trzech linii: 1) standardowej 2) wykazujacej si¢ hiperaktywnoscia 3)
z tendencja do otytosci. Zostang pogrupowane w pary, tak, aby wykorzystane zostaly wszystkie
mozliwe kombinacje (Tab. 1).. Ponadto, cz¢$¢ samic zostanie umieszczona w klatkach
indywidualnych, w celu wywolania u nich chronicznego stresu zwigzanego z izolacjg. Osobniki
samotne beda stanowity kontrole pozytywna przejawiajaca najwyzszy poziom stresu.

Pierwsza mysz z pary
otyla standardowa aktywna brak

N otyla 5 10 10 10
2

E s standardowa X 5 10 10
By ==

=

A aktywna X X 5 10

Tabela 1. Liczba klatek poszczegdlnego typu par samic w trakcie trwania eksperymentu, n=75.

Nastepnym krokiem bedzie zbadanie czy i w jakim stopniu zwierzeta dostosuja si¢ do
zachowania osobnika z ktorym znalazly si¢ w klatce i stresu zwigzanego z roznica migdzy
behawiorem obu zwierzat. Dlugotrwaly stres moze mie¢ dlugofalowe skutki negatywnie
wplywajace na fizjologig¢ i sukces reprodukcyjny organizmu, co zostanie zbadane poprzez pomiar
poziomu hormondéw we krwi 1 rozmnozenie samic dorastajgcych w réznym towarzystwie oraz
okreslenie jakosci ich potomstwa.

Celami szczegotowymi kolejnych czgsci projektu jest udzielenie odpowiedzi na zadane
ponizej pytania:

Eksperyment 1:
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W pierwszym etapic badan sprawdzimy w jakim stopniu dorastanic w towarzystwie
osobnikéw o odmiennych nawykach behawioralnych jest czynnikiem stresogennym dla
samic.

e (Czy mlodociane samice dorastajgce w grupie réwiesnikow wykazujacych odmienne wzorce
zachowania bedg przejmowaty ten wzorzec?

o (Czy towarzystwo odmiennie zachowujacego si¢ zwierzecia wywota u dorastajgcych samic
stres (podniesie poziom Kkortyzolu, kortykosteronu i kortykoliberyny), obnizy poziom
hormondw piciowych i w konsekwencji takze parametry morfologiczne ich krwi?

Eksperyment 2:

e (zy dorastanie w $rodowisku stresogennym zwigzanym z przebywaniem w towarzystwie
zwierzat wykazujacych odmienne wzorce zachowan obniza sukces reprodukcyjny?

e (zy jakos¢ potomstwa samic, ktore dojrzewaty w warunkach stresu socjalnego be¢dzie nizsza
od potomstwa samic niestresowanych?

Metodyka badan

(sposob realizacji badan, metody, techniki i narzedzia badawcze, metody analizy i opracowania
wynikow, urzqdzenia i aparatura wykorzystywane w badaniach)

Badania zostang przeprowadzone na myszy laboratoryjnej (Mus musculus)
z wykorzystaniem zwierzat nalezacych do trzech réznych szczepow:

e (C57BL/6]J — standardowe — powszechnie wykorzystywany szczep laboratoryjny
z ktorego  wyprowadzono  pozostale dwie linie myszy uwzglednione
w eksperymencie;

e B6.129S4-Pm™™™F™J _ aktywne — myszy z nokautem genowym powodujacym
hiperaktywnos¢ w klatce, hipofagi¢ i w konsekwencji szczupta budowg;

e B6.V-Lep™/J (ob/ob) — otyte — myszy z nokautem genowym wywolujacym tendencje
do ospatosci 1 hiperfagii, co prowadzi do rozwoju otytosci.

Hodowla bedzie prowadzona w warunkach standardowych, w wynajgtym pomieszczeniu
zwierzetarni nalezacej do Instytutu Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Szczepy myszy
z nokautami genowymi nie sg dostgpne w Polsce i bedzie konieczne ich sprowadzenie; dla
zredukowania kosztow postaramy si¢ o zakup kilkunastu ci¢zarnych samic z kazdej linii
1 wykorzystanie zwierzat z urodzonych w naszym laboratorium miotéw. Do badania zostang
wybrane mtode samice odstawiane od matki w tym samym czasie, w jednakowym wieku - 20 dni.
Po odstawieniu zwierzeta trafig do standardowych klatek hodowlanych, po 2 niespokrewnione
zwierzeta tej samej plci na klatke i bedg przebywaé w niezmienionych parach przez nastgpnych
30 dni.

Grupy zostang sformowane w nastepujacy sposob: z dziesigciu miotdw myszy kazdego ze
szczepOw zostang wybrane po cztery samice (siostry). Czworki siostr z jednego miotu zostang
rozdzielone tak, by poszczegélne samice trafity do klatek ze zwierzetami z trzech réznych linii,
ajedna pozostala bedzie w klatce sama (Rycina 1). Powstanie w ten sposdb pigtnascie par
zwierzat z tej samej linii, trzydziesci par mieszanych zwierzat z réznych linii i trzydziesci klatek
z pojedynczymi zwierzetami (Tabela 1). Kazda z samic przed umieszczeniem w nowej klatce
zostanie wyraznie oznakowana przez wpigcie kolorowego kolczyka w ucho.
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Rycina 1. Po odstawieniu od matki nastapi rozdzielenie miotu do osobnych klatek w taki sposob,
ze kazda z trzech siostr bedzie w parze z jedna samicg nalezacg do innej linii (dane w tabeli
powyzej), a jedna mysz zostanie przeniesiona do klatki indywidualne;j.

Eksperyment 1:

Pierwszego i ostatniego (30) dnia przebywania razem wszystkie zwierzeta w klatce
zostang zwazone i1 zmierzone pod wzgledem szerokosci glowy (w celu oceny rozmiaréw ciata
niezaleznej od ewentualnego otluszczenia). Ponadto kazdego dnia wspolnego pobytu zostanie
przeprowadzona obserwacja behawioru, w warunkach mozliwie neutralnych dla zwierzat -
poprzez przejscie obserwatora wzdtuz rzedu klatek i spojrzenie do ich wnetrza bez koniecznosci
otwierania jej czy niepokojenia zwierzat w inny sposob (Parrish Waters i wsp., 2013). Test bedzie
przeprowadzany czterokrotnie w ciggu doby w jednakowych odstgpach czasu miedzy godzing 8
rano a 20 wieczorem tj.: 8.00, 12.00, 16.00 i 20.00. W czasie jednej tury pomiaré6w obserwator
wykona dziesig¢ rund wzdluz Kklatek, poswigcajac okolo 10 sekund na zanotowanie
zaobserwowanych zachowan (sen, jedzenie, aktywnos$¢, pielegnacja) kazdego ze zwierzat,
zachowujgc 5 minut przerwy mi¢dzy kolejnymi rundami obserwacji.

Poréwnanie masy zwierzat (z uwzglednieniem poprawki na rozmiar czaszki)
i procentowego udzialu odpoczynku, jedzenia, aktywnosci i pielegnacji miedzy zwierzetami z tej
samej klatki ma na celu okreslenie, czy nastgpito ujednolicenie schematéw zachowania lub
apetytu (przektadajacego si¢ na zblizong masg¢ ciala wspotbytujacych osobnikow).

Po uplywie trzydziestu dni zwierzg¢ta zostang rozdzielone i po wczesniejszym
znieczuleniu od kazdego zostanie pobrana krew z zatoki podoczodotowej. Na bazie pobranych
probek zostanie wykonany szereg testow: pomiar poziomu hormonéw (kortyzolu, kortykosteronu,
kortykoliberyny (CRF), estrogenu) (Bale i Vale, 2004; Maxwell, 1993) i liczby bialych krwinek
(Maxwell, 1993). Badane hormony pozwolg nam okresli¢ poziom stresu zwierzecia, a estrogen
dodatkowo umozliwi stwierdzenie, czy odbiegajace od optymalnych warunki socjalne negatywnie
wplynety na poziom kluczowych czynnikow zwigzanych z rozrodem. Stezenie hormonow
zostanie okreslone z uzyciem testu ELISA, a do zbadania parametrow morfologii krwi zostanie
wykorzystany analizator hematologiczny znajdujacy si¢ w wyposazeniu Zakladu Biotechnologii
Medycznej na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Eksperyment 2:

Pig¢dziesigtego dnia zycia wszystkie samice zostang polaczone w  pary
z niespokrewnionymi z nimi samcami w zblizonym wieku pochodzacymi z tych samych co one
linii i umieszczone w klatkach rozrodczych. Utworzonych zostanie w ten sposob 90 par
ztozonych z samic dorastajgcych w towarzystwie osobnikow o réznych wzorcach behawioralnych
i samcow oraz 30 par ztozonych z samic dorastajacych w odosobnieniu i samcow. Samce,
wczesniej nie wykorzystywane w eksperymencie, beda pochodzi¢ z mozliwie jednorodnego
srodowiska i zostang przydzielone losowo do samic.
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Po urodzeniu si¢ miotow z tak powstatych par zostanie odnotowany wiek samicy w dniu
porodu, liczba mlodych i ich masa urodzeniowa. Dalsza obserwacja pozwoli réwniez okresli¢
przezywalnos¢ potomstwa przez pierwsze 20 dni zycia. Masa ciala mtodych bedzie mierzona
codziennie do momentu odstawienia od matki, w celu przesledzenia ich tempa wzrostu. W 20
dniu zycia mlode zostang uspione i zostanie od nich pobrana krew w celu zbadania jej morfologii
(liczba bialych i czerwonych krwinek, ilo§¢ hemoglobiny we krwi) i poziomu hormonéw stresu
(kortykosteronu, kortyzolu i CRF).

Analizy statystyczne:

W obrebie kazdej klatki pomiary masy ciata i zachowania samic (odsetek obserwacji
zwierzgcia oddajacego si¢ danej czynno$ci) zostang przeanalizowane testem ANCOVA
z uwzglednieniem czynnikow takich jak szczep kazdej z myszy w klatce, numer klatki, pora dnia
(w przypadku testu behawioralnego), pokrewienstwo i liczba dni od umieszczenia we wspolnej
klatce. Zwierzeta mieszkajace pojedynczo, cho¢ poddane tym samym pomiarom, nie zostang
uwzglednione w tej analizie, poniewaz ze wzglgdu na brak towarzystwa nie mozna dokonac
takich poréwnan.

Analiza danych z testOw wykonanych na probkach krwi pod katem réznic migdzy
samicami dorastajagcymi w réznym towarzystwie zostanie sprawdzona testem ANCOVA, jako
predyktory wykorzystujac pokrewienstwo, numer klatki i rodzaj towarzystwa (ta sama linia, inna
linia, brak towarzysza), a mas¢ zwierzecia jako zmiennej ciagle;j.

Dla sprawdzenia, czy poziom stresu zwierzagt wychowujacych si¢ w klatkach
z osobnikami o odmiennym behawiorze byt podniesiony, zastosowana zostanie analiza
kontrastow poréwnujgca je ze zwierzetami posiadajacymi towarzyszy pochodzacych z tej samej
linii. Analiza ta zostanie przeprowadzona osobno dla zwierzat z kazdej linii. By ocenié sile
badanego stresu zwierzeta z klatek mieszanych zostang nastepnie skontrastowane z kontrola
pozytywna, ktdrg w tym przypadku stanowig zwierzeta trzymane pojedynczo.

Test ANCOVA zostanie wykorzystany do analizy cech potomstwa samic
eksperymentalnych, przy czym wyniki pomiaréw masy urodzeniowej, szybko$ci wzrostu i analiz
krwi mlodych zostang usrednione w obrebie miotu, a masa ciala samca zostanie uwzglgdniona
jako dodatkowa zmienna ciagta.
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Kosztorys

Przewidywany czas trwania eksperymentu to jeden rok, z czego cztery miesigce pochlong
wynajecie zwierzgtarni 1 przygotowanie zwierzat, a pozostaly czas przeznaczony jest na
skompletowanie sprzgtu, przygotowanie eksperymentu, a takze obrobke i upowszechnienie
danych na mi¢dzynarodowej konferencji.

Fundusze (z)
1. Koszty bezpos$rednie 124 710
1.1 Wynagrodzenia 27 000
1.2 Wyposazenie 0
1.3 Inne koszty bezposrednie 97710
2. Koszty posrednie 24 942
Calos¢ kosztow 149 652

Uzasadnienie kosztow:

Wynagrodzenie: 3 osoby x 1500 zt x 6 miesigcy =27 000 zt
Zakup zwierzat: 25 050 zt

Utrzymanie zwierzat: 1 560 zi

Wynajem zwierzetarni na czas trwania eksperymentu: 36 000 zt
Sprzet laboratoryjny: 4500 zt

Odczynniki do morfologii krwi: 3 000 zt

Testy ELISA (po trzy ptytki 96-dotkowe na kazdy z badanych hormonéw stresu i dwie podobne
ptytki na estrogen - w sumie 11 ptytek): 17 600 zt

Wyjazd na konferencje¢ ISBE: 2 osoby x 5 000 zt = 10 000 zt
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3. Dlaczego ptaki polykaja kamienie? Znaczenie gastrolitow w
fizjologii kurakow.

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

Dlaczego ptaki polykaja kamienie? Znaczenie gastrolitow w fizjologii
kurakow.

Bartlomiej Zajac, Stanistaw Bury
Instytut Nauk o Srodowisku, Uniwersytet Jagiellonski
Abstrakt

Specjalizacje pokarmowe w kierunku roslinozernosci opieraja si¢ gtéwnie na zmianach
fizjologicznych i anatomicznych uktadu pokarmowego, natomiast rzadkim zjawiskiem wydaje si¢
by¢ taka specjalizacja oparta na zmianach behawioralnych. Jednym z przyktadow takiej
specjalizacji moze by¢ zjawisko potykania kamieni przez ptaki, a szczegoélnie przez
przedstawicieli rzgdu kurakow (Galliformes). Wsrod funkcji przypisywanych tym obiektom
wymieniane s3 glownie ulatwianie trawienia pokarmu przez rozcieranie go (u gatunkow
ro$linozernych) oraz suplementacja mineralna. Jak do tej pory, nie podejmowano si¢ proby
wyjasnienia tego zagadnienia na drodze eksperymentalnej. Celem niniejszych badan jest
przetestowanie powyzszych hipotez na modelowym gatunku ptaka — przepiorce japonskiej
(Coturnix japonica). Zwierzeta zostang poddane eksperymentom zywieniowym ktore dadza
odpowiedz na pytania: czy obecno$¢ gastrolitow zmniejsza koszty trawienia i zwigkszajg jego
wydajno$é, oraz czy pobieranie gastrolitbw jest zalezne od zapotrzebowania na mineraly.
Potwierdzenie hipotezy o wspomaganiu trawienia przez polykanie kamieni moze sugerowac
istnienie specjalizacji pokarmowej o podtozu behawioralnym.

Cel naukowy projektu

Specjalizacja pokarmowa w kierunku ro$linozerno$ci wigze si¢ zazwyczaj ze znacznymi
zmianami fizjologicznymi i anatomicznymi. Natomiast stabiej poznanym zjawiskiem jest
specjalizacja pokarmowa polegajgca gldwnie na zmianach behawioralnych (O’Donnell i in. 2012,
Lapiedra i in 2013). Obserwowanemu u ptakéw zjawisku polykania kamieni (po potknigciu
zwanych gastrolitami) przypisuje si¢ rézne funkcje — wérod nich najwazniejszymi wydaja si¢ by¢:
wspomaganie trawienia przez rozcieranie twardego pokarmu (szczegdlnie u gatunkow
ros§linozernych), suplementacje organizmu mineralami, utrzymywanie balansu elektrolitow
i wlasciwego pH, detoksykacje i samoleczenie oraz manipulacja wypornoscig ciata (u ptakow
wodnych) (Wings 2007, Robinson i in 2008, Panichev i in. 2013). W przypadku kurakow
najbardziej prawdopodobnymi wydajg si¢ by¢ hipotezy o wspomaganiu trawienia i suplementacji
mineralnej, w szczegdlnosci w kontekScie ich specjalizacji pokarmowej w kierunku roslin.
Badania wskazujg ze zotadki ptakow karmionych bardziej wioknistym (a wigc cigzszym do
strawienia) pokarmem zawierajg wigksza liczbe gastrolitow o $rednio wigkszej masie niz zotadki
ptakow karmionych pokarmem tatwiejszym do strawienia, oraz ze udzial gastrolitow u dzikich
kurakéw zwicksza si¢ w okresie zimowym, kiedy dostepny jest tylko najtwardszy pokarm
roslinny, co mogloby potwierdza¢ teorie o zwigzku gastrolitow z trawieniem (Norms i in. 1975,
Williamson i in. 2014). Jednak, dotychczas nie zostaly podjete proby eksperymentalnego
potwierdzenia lub obalenia hipotezy o pozytywnym wplywie gastrolitObw na trawienie materialu
ro$linnego u kurakow.
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Celem projektu jest przetestowanie czterech hipotez dotyczacych funkcji fizjologicznej
gastrolitow wystepujacych u kurakow:

1) obecnos¢ gastrolitow w zotagdku kurakéw zmniejsza koszty energetyczne procesu trawienia
pokarmu i czas jego trwania,

2) wplyw obecnosci gastrolitow na trawienie jest wigkszy w wypadku pokarmu roslinnego niz
zwierzecego,

3) ptaki o zmniejszonym udziale mineratow w pokarmie pobierajg wigcej gastrolitdw w stosunku
do ptakéw o diecie suplementowanej,

4) gastrolity w ktorych sktad wchodza mineraty odgrywajace role w procesach fizjologicznych
beda chetniej pobierane przez ptaki.

Znaczenie projektu

Powszechnie znanym zjawiskiem zwigzanym ze specjalizacja pokarmowg w kierunku
ro§linozerno$ci sg zmiany w fizjologii (wytwarzanie enzymOw) oraz zmiany anatomiczne
(rozbudowa uktadu pokarmowego, szczegélnie zotadka lub jelit; modyfikacje twarzoczaszki i jej
umigsnienia); tymczasem o ile kuraki (szczegolnie gatunki $cisle roslinozerne) wyrdzniajag si¢
sposrod ptakow wydtuzonym jelitem cienkim i rozro$nigtym wyrostkiem robaczkowym, to
jednak zmiany te nie sg tak daleko posunigte jak u np. przezuwaczy. Jeszcze bardziej rzucajaca si¢
W oczy roznicg jest twarzoczaszka, ktorg tworzy typowy dla ptakéw dzidb pozbawiony zgbow
oraz mozliwosci §cierania czy dzielenia pokarmu na mniejsze kawatki (Szarski 1976). Z tego
powodu od dawna sugeruje si¢ ze gastrolity moga spetniaé¢ funkcje zaren, co wydaje si¢ byc
wspierane przez silne umigénienie $Scian zoladka tych zwierzat (Szarski 1976, Fritz i in. 2011).
Mimo to, jak do tej pory brak danych eksperymentalnych, jednoznacznie potwierdzajacych
pozytywny wplyw gastrolitow na trawienie pokarmu roslinnego u kurakéw. W wypadku gdyby
udalo si¢ potwierdzi¢ tg teorig, sugerowaltoby to istnienie specjalizacji pokarmowej opartej
w réwnie wysokim lub wyzszym stopniu na zmianach behawioralnych (potykaniu kamieni) co na
zmianach w fizjologii i anatomii u kurakéw. Otworzyloby to drogg do dalszych badan nad tym
niezwyktym przypadkiem selekcji naturalnej.

Nasz projekt badawczy jest pierwszym, w ktorym eksperymentalnie zostang potwierdzone badz
obalone dwie najwazniejsze hipotezy dotyczace funkcji gastrolitow u kurakow. Potwierdzenie
pozytywnego wplywu gastrolitdw na trawienie oraz suplementacj¢ mineralng sugeruje potrzebg
dalszych badan ewolucji specjalizacji pokarmowej kurakdéw, natomiast obalenie ich zmniejszy
liczbe mozliwych do przypisania gastrolitom funkcji i wplynie na wiedzg zawarta zarowno
w publikacjach naukowych, jak i podrecznikach dotyczacych biologii i fizjologii ptakow.

Koncepcja i plan badan

Pierwszym etapem badan bedzie zakup 200 zaptodnionych jaj przepiorki japonskiej (160
osobnikéw potrzebnych do eksperymentu oraz 40 zapasowych, na wypadek potrzeby manipulacji
stosunkiem ptci lub zdychania czesci ptakow). Jaja beda inkubowane w sterylnych inkubatorach
do wyklucia si¢ ptakow. Zostang réwniez zakupione klatki (w liczbie 200) w ktorych beda
przetrzymywane zwierzeta (kazde osobno). Wszystkie osobniki beda przetrzymywane bez
dostepu do jakichkolwiek kamieni i bedg karmione jednolitym, tatwym do strawienia rodzajem
pokarmu do osiggni¢cia masy typowej dla dojrzatych osobnikow (ok. 120 g). Nastepnie, przez
miesigc przed rozpoczgciem eksperymentow, bedzie stosowana dieta oparta na mieszanym
pokarmie uzytym w eksperymencie, w celu wyeliminowania wplywu nowego pokarmu na
wyniki. Tuz przed kazdym eksperymentem zostanie zastosowana 24 godzinna gtodowka, w celu
oproznienia uktadu pokarmowego ptakéw z pozywienia oraz kalu. Zaréwno hodowla, jak
eksperymenty zostana przeprowadzone w Instytucie Nauk o Srodowisku.
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Pierwszym z eksperymentow bedzie sprawdzenie czy obecno$¢ gastrolitdw w zotadku wptywa na
koszty metaboliczne i czas procesu pobierania i trawienia pokarmu (Specific Dynamic Action -
SDA) oraz na wydajno$¢ trawienia pokarmu mierzong wspotczynnikiem strawialnos$ci.
Przewidujemy ze osobniki majgce dostgp do gastrolitow bedg wykazywac nizszy poziom
konsumpcji tlenu podczas SDA i krotszy czas jego trwania, natomiast wspolczynnik strawialnosci
pokarmu u tych osobnikow bedzie wigkszy.

Drugi eksperyment ma za zadanie sprawdzi¢ czy wystepuja roznice we wplywie gastrolitow na
wspotczynnik strawialno$ci pomigdzy pokarmem roslinnym i zwierzecym. Przewidujemy ze
wplyw gastrolitow na wspotczynnik strawialnosci bedzie wigkszy w przypadku pokarmu
roslinnego niz zwierzgcego.

Trzeci eksperyment sprawdzi czy osobniki zréznicowane pod wzglgdem suplementacji mineralnej
beda wykazywaly rdzne zapotrzebowanie na gastrolity, oraz czy gastrolity w ktérych sktad
wchodzi weglan wapnia bgda czesciej pobierane przez ptaki niz gastrolity nie bedace zrodlem
tego zwiagzku. Przewidujemy Ze zgodnie z hipotezg o suplementacyjnej funkcji gastrolitow, ptaki
pozbawione mineratdéw w diecie bedg pobiera¢ wigcej kamieni z CaCO3.

Metodyka badan

Przepiorka japonska (Coturnix japonica) jest ptakiem z rodziny kurakow (Galliformes). Gatunek
ten odznacza si¢ niskimi kosztami i tatwoscig utrzymywania w niewoli, jest takze organizmem
modelowym powszechnie stosowanym w badaniach naukowych, w tym badaniach dotyczacych
fizjologii (Hawkins i Morton 2001, Ben-Hamo i in. 2010). Pozyskanie oraz hodowla ptakoéw
bedzie prowadzona wedlug opisu przedstawionego w rozdziale ,,Koncepcja i plan badan”.

Pierwszy eksperyment bgdzie opierat si¢ na pomiarach dwoch parametrow SDA — wysokos$ci piku

metabolizmu oraz czasu trwania zwickszonego metabolizmu podczas trawienia w stosunku
metabolizmu podstawowego oraz na wspéOlczynniku strawialno$ci pokarmu mierzonego jako
stosunek masy pokarmu strawionego do pokarmu niestrawionego (McCue 2006, Ben-Hamo i in.
2010, Bojarska i Selva 2013).

W potowie glodowki stosowanej przed eksperymentem ptak zostanie umieszczony w komorze
termoneutralnej. U dwudziestu osobnikow w komorze wyltozone zostang gastrolity w postaci
przesianego zwirku o masie poszczegolnych ziaren 0,5 g. Grupe kontrolng bedzie stanowita grupa
dwudziestu ptakow ktore zostang umieszczone w komorze bez gastrolitow. Przez cala noc na
biezaco bedzie prowadzony pomiar podstawowego tempa metabolizmu przy uzyciu respirometru
open-flow. Nastepnie, po zakonczeniu gloddéwki, obydwa ptaki otrzymajg porcje pokarmu
sktadajacego si¢ z owadow, suchych nasion i czesci zielonych roslin, a wigc pokarm mieszany.
Masa porcji wyniesie 5 g. Pokarm zostanie pozostawiony w komorze az do calkowitego zjedzenia
przez ptaka. Podczas positku i trawienia caly czas bedzie mierzone tempo metabolizmu. Dla
kazdego osobnika zostanie zapisana wysoko$¢ piku wzrostu metabolizmu oraz czas od
poczatkowego do koncowego momentu utrzymywania si¢  tempa metabolizmu ponad
zarejestrowany poziom podstawowy. Nastepnie osobnik zostanie pozostawiony w komorze do
czasu catkowitej defekacji. Jego odchody zostang zebrane i zwazone. W celu uniknigcia wptywu
ewentualnych wydalonych gastrolitow na zwigkszenie masy odchodow, po zwazeniu zostang one
rozpuszczone w wodzie i przelane przez drobne sitko. Przy stwierdzeniu obecnosci gastrolitow,
zostang one zwazone, a ich masa zostanie odjeta od masy odchodow.

W celu poréwnania kosztow metabolicznych trawienia miedzy grupa kontrolng i1 grupa
z gastrolitami zostanie obliczona roznica mig¢dzy pikiem zmierzonego wzrostu tempa
metabolizmu a podstawowym tempem metabolizmu zmierzonym przed podaniem pokarmu. Do
poréwnania tego parametru mi¢dzy dwoma grupami zostanie zastosowany test réznic mig¢dzy
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srednimi. Przewidujemy, Ze nizsza Srednia wysoko$¢ piku w grupie z gastrolitami w poréwnaniu
do kontroli potwierdzi pozytywny wplyw gastrolitbw na obnizenie kosztow energetycznych
trawienia pokarmu.

W celu poréwnania czasu trawienia mi¢dzy grupa kontrolng a eksperymentalng, zostanie
zastosowany test roznic miedzy Srednimi. Przewidujemy, ze nizszy $redni czas podniesionego
tempa metabolizmu réwniez potwierdzi pozytywny wplyw gastrolitow na obnizenie kosztow
energetycznych trawienia.

W celu porownania wydajnosci trawienia w obu grupach, zostanie obliczony wspotczynnik
strawialnosci. Obliczony zostanie wedlug nastgpujacego wzoru:

(masa pokarmu pobranego — masa odchodow)/masa odchodoéw

W przypadku stwierdzenia wystgpowania gastrolitow w odchodach osobnikow grupy
eksperymentalnej, ich masa zostanie odjeta od masy odchodow.

Wysoko$¢ wspotczynnika strawialno$ci zostanie porownana pomigdzy grupa eksperymentalng
a kontrolng przy uzyciu testu roznic migdzy $rednimi. Przewidujemy, ze wyzsza Srednia warto$¢
tego wspotczynnika w grupie eksperymentalnej potwierdzi pozytywny wplyw gastrolitow na
wydajno$¢ trawienia pokarmu.

Drugi eksperyment bedzie opierat si¢ na porownaniu wielkosci efektu wpltywu gastrolitow na
wspotczynnik strawialnosci w zaleznosci od podanego pokarmu (roslinnego i zwierzgcego).
W tym celu zostang uzyte cztery grupy ptakéw po 20 osobnikéw. Dla kazdego rodzaju pokarmu
zostanie wyznaczona grupa kontrolna i grupa eksperymentalna. Cata metodyka bedzie identyczna
jak w eksperymencie pierwszym, pomijajac przenoszenie do komory termoneutralnej oraz roznice
w podawanym pokarmie - obydwie grupy eksperymantalne otrzymajg gastrolity; wszystkie grupy
otrzymaja pokarm, jednak jedna para kontrola-gastrolity otrzyma porcje¢ sktadajaca si¢ jedynie

z owadow, a druga para - z nasion i czg$ci zielonych roslin. Wspolczynniki strawialnosci
pokarmu u wszystkich grup zostang obliczone wedlug procedury z eksperymentu pierwszego.
Nastepnie zostanie obliczona roznica migdzy wspolczynnikiem strawialno$ci  grupy
eskperymentalnej i kontroli w obydwu parach. Rdznice te sg wielkoScig efektu wplywu
gastrolitow na wspotczynnik strawialnosci. Wielko$¢ tego efektu zostanie poréwnana mig¢dzy
ptakami karmionymi owadami a ptakami karmionymi pokarmem roslinnym przy pomocy testu
réznic migdzy $rednimi. Przewidujemy, Zze wyzsza warto$¢ Sredniej dla grup karmionych
nasionami i czg$ciami zielonymi roslin potwierdzi wigkszy pozytywny wplyw gastrolitow na
wydajno$¢ trawienia pokarmu roslinnego w poréwnaniu do zwierzecego.

Trzeci eksperyment stuzy jednoczesnemu przetestowaniu hipotez 3 i 4. Ptaki zostang podzielone

na dwie grupy po 20 osobnikow — eksperymentalng i kontrolng. Przed rozpoczgciem
cksperymentu, przez miesigc grupa kontrolna bedzie karmiona pokarmem z suplementacjg
wapniowa, podczas gdy grupa eksperymentlana bedzie karmiona pokarmem ubogim w wapn.
W odroznieniu od poprzednich eksperymentéw, podczas eksperymentu wszystkie grupy
otrzymajg gastrolity. Zostang zastosowane dwa rodzaje gastrolitow — zbudowane ze skaty
zawierajgcej weglan wapnia (kalcyt lub marmur) oraz zbudowany z nierozpuszczalnej skaty,
ktéra nie moze stuzy¢ jako suplement (bazalt). Wszystkie gastrolity beda mialy maksymalnie
zblizong mas¢ (0,5 g) i wielko$¢ — zostanie to uzyskane przez przesiewanie materialu. Masa
obydwu typow gastrolitow w klatce kazdego osobnika begdzie taka sama (po 20 g). Po
umieszczeniu gastrolitow w klatce, zostang one pozostawione na 48 godzin. Po tym czasie
zostang wyjete; nastgpnie zostanie zmierzona ich masa i obliczony ubytek w stosunku do
poczatkowej masy pozostawionej porcji. Ubytek masy bedzie miarg wykorzystania gastrolitow
w zaleznosci od grupy ptakow i rodzaju gastrolitu. Istotno$¢ réznic pomigdzy tymi grupami
zostanie sprawdzona przy pomocy dwuczynnikowej analizy wariancji, gdzie czynnikami sg rodzaj
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gastrolitu (wapniowy 1 bazaltowy) oraz grupa ptakoéw (kontrolna i o obnizonej suplementacji).
Przewidywania co do wynikow zalezg od wynikéw dwoch wezesniejszych eksperymentow.

W przypadku potwierdzenia si¢ hipotez

1

W przypadku niepotwierdzenia si¢ hipotez 1

i 2 oczekujemy  rezultatow i 2, oczekujemy nastepujacych wynikow

wskazanych na nastgpujacej matrycy:

Bazalt Wapn Bazalt Wapn
Sredni X Sredud pobor
Sredni pobor Tedu pobor Brak poboru Nisla pobor
Kontr E a Kontr
. ¥ 7
Sredud pobor .
redni pobor Wysolkd pohér Brak poboru Wysoki pobor
Badaw + é
Badaw e 9
Brak romic
Romice istotne Brak rozic

Réimice 1stotne

W przypadku potwierdzenia hipotez 1 i 2, ale niepotwierdzenia hipotez 3 i 4, oczekujemy braku
réznic w poborze gastrolitdw miedzy grupami ptakow i rodzajami gastrolitow.
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Kosztorys
Rodzaj kosztow Srodki na poszczegélne lata (zI)
2016 2017 Total
1. Koszty bezposrednie: 50800 48000 98800
Wynagrodzenia 24000 24000 48000
Sprzet 10000 - 10000
Inne 16800 20000 36800
2. Koszty posrednie 10160 9600 19760
Pelen koszt (1+2) 60960 57600 118560

Uzasadnienie kosztorysu:

Wynagrodzenia:
1000 zl/miesigc dla dwoch 0sob przez dwa lata — 1000 zt x 2 x 24 =48 000 zt

Sprzet:
Klatki na przepiorki — szacowany koszt jednej klatki — 50 zt: 50 zt x 200 = 10 000 zt

Inne:

Zakup przepiodrek — 9 zt/osobnik: 9 zt x 200 osobnikow = 1800 zt
Wyjazdy na konferencje — 10 000 zt

Publikacja wynikow badan — 5 000 zt

Pokarm dla przepiorek, gastrolity, utrzymanie klatek — 10 000 zt
Przeprowadzenie pomiaréw SDA — 10 000 zt
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RECENZJE

Recenzja projektu Stanistawa Burego i Bartlomieja Zajaca pt. ,,Dlaczego ptaki polykaja
kamienie? Znaczenie gastrolitéw w fizjologii kurakéw.”

Ocena merytoryczna

Projekt zawiera wszystkie niezbedne pod wzglegdem formalnym czeSci. Planowane
badania dotyczg powszechnie znanego i ciekawego tematu jakim jest rola wystepowania
gastrolitow u kurakoéw. Projekt zostal napisany w sposob konsekwentny i jasny, a streszczenie ma
odpowiednig form¢ i zawiera krotki wstep, przedstawienie opisywane] w literaturze roli
gastrolitow, cele badan oraz przewidywania i ogélny zarys eksperymentu. Uzycie przepiorki
japonskiej do badan jest zasadne i zostato wyjasnione.

W rozdziale dotyczagcym metodyki napisano, ze ,,u dwudziestu osobnikoéw w komorze
wylozone zostang gastrolity w postaci przesianego zwirku o masie poszczegolnych ziaren 0,5 g” —
sugerowatabym poprawe na ,,do 0,5 g” poniewaz kamienie nie bedg mialy rownej masy i omal
niemozliwym bytoby doprowadzenie do sytuacji w ktorej by tak byto. Moze tatwiej zamiast masy
byloby uzy¢ maksymalnej $rednicy lub dlugosci dhuzszego boku z uwagi na fakt, ze sito nie
rozdziela materialu na podstawie masy lecz wilasnie wielkosci przesiewanych obiektow,
a dodatkowo masa kamieni jednakowego typu jest zalezna od ich wielkosci. Warto si¢ zastanowic
czy u przepiorki po jedzeniu pokarmu o masie tylko 5 g beda mogly uformowac si¢ odchody i czy
ptaki beda w stanie je wydalic.

Cele projektu sg jasno wypunktowane, autorzy podaja réwniez przewidywania oraz
wyjasniaja, ktore powszechnie opisywane w literaturze funkcje gastrolitow wydaja si¢ im
najbardziej prawdopodobne. Kazda ze stawianych hipotez jest testowalna i mierzalna.

Znaczenie projektu

Znaczenie badan jest w projekcie mocno sprecyzowane i odpowiednio uargumentowane.
Przetestowanie stawianych przez autoré6w hipotez jest mozliwe i pozwoli na wyjasnienie
faktycznej roli gastrolitow, zwigkszy wiedze o fizjologii ptakéw, a moze nawet znalez¢ szersze
znaczenie w dziedzinie biologii ewolucyjnej i by¢ dobrym poczatkiem do dalszych badan nad
wystepowaniem specjalizacji pokarmowej o podtozu behawioralnym.

Wyniki badan moga znaczaco wplyna¢ na obecng wiedz¢ na temat gastrolitow, ktora
bazuje glownie na przypuszczeniach. Na podstawie projektu moze powsta¢ kilka publikacji
naukowych, ktore moga zosta¢ opublikowane w dobrych czasopismach, ktorych adresatami jest
szersze grono naukowcow, a nie tylko hodowcy, ornitolodzy i/lub fizjolodzy.

Ocena mozliwosci wykonania

Projekt zostal zaplanowany rozsadnie i jest mozliwy do wykonania w zaplanowanym
czasie. Kolejne eksperymenty jasno wynikajg z poprzednich i tworzg spdjng catosé, ktora pozwoli
na przeksztatcenie wynikéw we wnioski i udzielenie odpowiedzi na zadawane przez autorow
pytania.

Testy zostaly starannie dobrane, a ich wybor zostal cz¢éciowo uargumentowany przez
autoréw projektu.
Ocena kosztorysu

Nie ma zastrzezen co do kosztorysu. Koszt projektu nie przekracza 120 000 zi,
wynagrodzenie stanowi 1000 zl na osobg¢ miesiecznie, a koszt zakupu i utrzymania ptakow
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wynosi okoto 25 000 zt. W kosztorysie uwzglgdniono koszty wydania publikacji oraz udzialu
w konferencjach, dzigki czemu bedzie mozliwe pokazanie wynikoOw badan szerszej grupie.
Podanie propozycji konkretnych konferencji na ktére autorzy planuja pojechaé zwigkszytoby
moje poczucie, ze wiedza do ktorej dziedziny najbardziej pasuja planowane przez nich badania
ido kogo sa one skierowane oraz pozwoliloby nauargumentowanie wysokosci kwoty
zaplanowanej na ten cel.

Anna Giermek

Recenzja projektu pt: Dlaczego ptaki polykaja kamienie? Znaczenie gastrolitéw w fizjologii
kurakéw.

Ocena merytoryczna projektu

Uwazam, ze zaproponowany projekt badawczy porusza ciekawy problem nie tylko
z punktu widzenia specjalistow w danej dziedzinie. Polykanie kamieni przez ptaki jest faktem
powszechnie znanym i obserwowanym, mozna wigc przyjac, ze zagadnienie to mieSci si¢
w obszarze tzw. wiedzy ogodlnej.

Autorzy dokonali dokladnego przegladu dotychczasowej literatury oraz w logiczny
sposob uzasadnili potrzebe uzupetienia wiedzy w zakresie mozliwych funkcji pelnionych przez
gastrolity. Przedstawione hipotezy badawcze dotykajg problemu z dwoch roznych stron — funkcji
,mechanicznej” badz ,,chemicznej” gastrolitbw — a ich potwierdzenie lub obalenie znaczaco
przyblizy nas do poznania funkcjonowania uktadu trawiennego u ptakow. W $wietle powyzszego
przytoczone przez autordw zdanie dotyczace potrzeby dalszych badan w przypadku
potwierdzenia wptywu gastrolitow na trawienie u kurakow (str. 2, w. 65) jest w mojej opinii nieco
nad wyrost. Zaleta eksperymentéw wydaje si¢ by¢ wilasnie domknigcie pewnego zagadnienia
w przypadku potwierdzenia funkcji kamieni w ptasiej diecie.

Calos¢ czesci eksperymentalnej opisana zostala w sposob zrozumialy a zastosowane
metody sg adekwatne do stawianych pytan. Ponizej zwrdce uwage na kilka kwestii ktore moga
wymagaé doprecyzowania.

Z opisu metodyki wynika, iz eksperymenty dotyczace tgpa metabolizmu i strawialnosci
pokarmu przeprowadzone bedg jednorazowo na ptakach z krdotkotrwatym dostgpem do
gastrolitow. Rodzi si¢ zatem pytanie czy ilo$¢ gastrolitow przyswojonych przez przepiorki bedzie
wystarczajaca do wykazania réznic w stosunku do grup kontrolnych? By¢ moze warto byloby
powtdorzy¢ eksperyment u starszych ptakow z dlugotrwalym dostepem do gastrolitow?
W warunkach naturalnych mozemy mie¢ bowiem do czynienia ze skumulowanym
1 dlugotrwatym efektem oddziatania potknigtych kamieni. Autorzy nie podajg w jasny sposob czy
w drugim eksperymencie ptaki rowniez bedg mie¢ jednorazowy i krotkotrwaly dostep do
gastrolitow, jesli tak, to powyzsza uwaga tyczy si¢ rowniez tego badania. Zastosowane w opisie
metodyki stwierdzenie ,,Cata metodyka bedzie identyczna jak w eksperymencie pierwszym,
pomijajqc przenoszenie do komory termoneutralnej oraz roznice w podawanym pokarmie” (str. 4,
w.148) jest mato precyzyjne i zbyt potoczne ja na opis projektu. Ponadto stwierdzenie w opisie
trzeciego eksperymentu ,,pfaki zostang podzielone na dwie grupy po 20 osobnikow” (str. 4.
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w. 160) jest mylace gdyz sugeruje, ze autorzy wezmg do tego eksperymentu wszystkie ptaki ktore
posiadaja (a wigc rowniez te ktdre jadly juz wczesniej gastrolity) 1 podzielg je na dwie grupy.
Jedynie liczba uzytych osobnikow daje do myslenia. W ostatniej czgsci wniosku autorzy
przytaczaja schematy dotyczace mozliwych wynikow w ostatnim eksperymencie z podzialem na
dwa scenariusze zalezne od wczesniejszych wynikow gdzie: hipotezy 1 i 2 sg dodatnie, badz
ujemne. Czy autorzy nie biorg pod uwage scenariusza w ktorym hipoteza 1 bgdzie dodatnia,
a hipoteza 2 ujemna?

Ocena kosztorysu

Koszty realizacji projektu rozpisane zostaly w sposob zrozumialy i przejrzysty. Calkowita
kwota realizacji projektu, jak rowniez poszczegdlnych sktadowych wydaje si¢ by¢ adekwatna
zarowno jesli chodzi o range projektu jak rowniez faktyczne koszty realizacji zadania.

Ocena mozliwosci wykonania

Techniczne mozliwosci wykonania eksperymentu nie budza wickszych watpliwos$ci.
Zwrdcitabym jednak uwage na sposob pozyskania osobnikow do badan. Zakup zaptodnionych jaj
(wynikajacy jak mysle ze zbytniej przezorno$ci autorow wniosku) wydaje si¢ by¢ obaczony
wigkszym ryzykiem niz zakup mlodych pisklat. W przypadku pozyskiwania gatunku z hodowli
zamknigte] ryzyko przyjecia gastrolitow przez piskleta praktycznie nie wystepuje.

Elzbieta Jedrzejczak

Dlaczego ptaki polykaja kamienie? Znaczenie gastrolitow w fizjologii kurakow.

Przedstawiony projekt dotyczy wyjasnienia bardzo ciekawego zagadnienia jakim jest funkcja
gastrolitow w fizjologii kurakow. Zadziwiajgce jest, iz pomimo powszechnoSci zjawiska
polykania kamieni przez kuraki brakuje eksperymentalnych badan, ktore wyjasniaty by jego
znaczenie w fizjologii tych ptakéw. Wybor tego tematu projektu uwazam wigc za niezwykle
trafny 1 obiecujacy pod katem poszerzenia wiedzy w dziedzinie specjalizacji pokarmowych
opartych na zmianach behawioralnych.

Mocne strony projektu

W czesci przedstawiajacej cel naukowy projektu, bardzo dobrze przedstawiono zasadnosc
podjecia tego typu badan oraz postawiono celne, logiczne hipotezy. Przeglad literatury
przedstawiony w czes$ci omawiajgcej znaczenie projektu dobrze ukazuje ogromne luki w obecnej
wiedzy na ten temat. Zakladajgc, ze recenzenci niekoniecznie muszg by¢ specjalistami z tej
dziedziny, mysle ze warto bylo by poszerzy¢ t¢ cze$¢ o obecny stan wiedzy na temat gastrolitow
u innych gatunkéw kurakow.

Praktyczny aspekt badan, bardzo klarownie przedstawiony w Koncepcji, Planie i Metodyce,
wyglada na dobrze przemyslany i mozliwy do realizacji. Wybor przepiorki japonskiej na
organizm modelowy wydaje si¢ bardzo stuszny biorgc pod uwage je dostepnosé, tatwg hodowle,
i powszechne wykorzystanie w réznego typu badaniach. Planowane eksperymenty w prosty
i elegancki sposdb pozwola jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytania postawione w Celu
naukowym projektu. Zaproponowane w projekcie badania maja nowatorski charakter
1 z pewnoscig zaowocuja publikacjami w renomowanym czasopismach.
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Stabe strony projektu

Jedyng staba strong projektu jaka dostrzegam jest jego warstwa jezykowa. Autorzy nie ustrzegli
si¢ przed pewnymi niezr¢czno$ciami jezykowymi (wiersz 68, sugerowalabym ‘zweryfikuje’
zamiast ‘wplynie’) czy gramatycznymi (wiersz 55). W opisie pierwszego eksperymentu
zadeklarowane jest uzycie 40 osobnikow (po 20 na kazda grupe), tymczasem w wierszu 115
pojawia si¢ stwierdzenie ,,obydwa ptaki”, ktore warto byto by zmieni¢ na ,,ptaki z obydwu grup”.
Pojawiajg si¢ rowniez literowki (wiersz 150, 164),powtorzenia (wiersz 165), bledy fleksyjne
(wiersz 15, 63, 167) oraz interpunkcyjne (przyganiat kociot garnkowi ©) w tym do$¢ frywolne
stosowanie $rednika (wiersz 51).Biorgc jednak pod uwage czas i okolicznosci w jakich pisano
projekt popetnienie tego typu bledow wydaje si¢ w peli zrozumiate, nie mniej jednak do
ostatecznej wersji projektu dobrze bytoby wprowadzi¢ poprawki.

Ocena kosztorysu

Przedstawiony kosztorys jest realistyczny, uwzglgdnia wszystkie najistotniejsze wydatki a taczna
kwota, wydaje si¢ niewygorowana jak na tego typu projekt.

Ocena ogélna

Podsumowujac, przedstawiony projekt oceniam bardzo wysoko i gdyby lezato to w mojej gestii
z pewnoscig udzielitabym $rodkéw na jego realizacje.

Katarzyna Janas

Recenzja projektu: ,,Dlaczego ptaki polykaja kamienie? Znaczenie gastrolitow w fizjologii
kurakow”

Przedstawiony projekt dotyczy bardzo ciekawego zagadnienia, jakim jest potykanie
kamieni przez ptaki, ktore dotychczas nie znalazlo jednoznacznego naukowego uzasadnienia.
Zaproponowane przez autorow badania moga dostarczy¢ nowej wiedzy o podstawach
i fizjologicznym znaczeniu tego zjawiska.

Cel projektu zostat jasno i precyzyjnie okreslony. Autorzy przedstawili dotychczasowy
stan wiedzy uzasadniajgc planowane przez siebie badania brakiem doswiadczalnego
potwierdzenia funkcji gastrolitow podawanych wielokrotnie w literaturze. Zasygnalizowano luke
w dotychczasowe] wiedzy iszczegotowy plan eksperymentu oraz znaczenie mozliwych do
uzyskania wynikéw. Dobrze uargumentowano wybor przepiorki jako modelu prowadzonych
badan. Projekt spetnia wymagania formalne pod wzgledem formy i czgsci sktadowych.

Arbitralny wybor masy gastrolitow (0,5g) nie zostal wyjasniony. W moim przekonaniu
nalezatoby kierowa¢ si¢ danymi literaturowymi na temat wielkosci najczesciej znajdywanych
gastrolitow u przepiorki japonskiej. Jezeli brak takich danych do rozwazenia poddaje takze
utworzenie grupy eksperymentalnej ktérym podawane bylyby mniejsze gastrolity, badz
przeprowadzenie badan pilotazowych dotyczacych preferencji w wyborze kamieni pod wzglgdem
wielkosci.
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W eksperymencie pierwszym przewiduje si¢ pozostawienie ptakow w klatce do momentu
catkowitej defekacji. Moze lepszym rozwigzaniem bytoby jednak podanie ramy czasowej, gdyz
nie jestem przekonana czy tatwo bedzie okresli¢, czy nastapita juz catkowita defekacja.

W eksperymencie trzecim nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage na to, aby w ciggu 48 godzin
od podania gastrolitow ptaki nie przemiescily ich przypadkowo poza klatke.

Projekt prezentuje nowatorskie podejscie do znanego zagadnienia, glownie poprzez
zastosowane metody pomiarowe. Analizujac kosztorys i zaplecze badawcze potrzebne do
przeprowadzenia opisanych w projekcie badan - nie wzbudzaja obaw w kwestii realizacji.
Planowane koszty w stosunku do przedmiotu i zakresu badan sg uzasadnione.

Atutem projektu jest wykorzystanie metod umozliwiajacych w do$wiadczalny sposob
zweryfikowanie dotychczasowego stanu wiedzy na temat powszechnie wystepujacego u ptakow
zjawiska potykania kamieni. Metodyka prowadzonych badan zostala szczegdétowo przemyslana.
W badaniach wykorzystane zostang nowoczesne metody badan, ktére umozliwig precyzyjne
pomiary i wielowymiarowe rozpatrzenie problemu badawczego.

Autorzy analizujg swoje przewidywania uwzgledniajg rézne mozliwe scenariusze wydarzen.

Po zakonczeniu wyniki projektu mogg da¢ nam nowe spojrzenie na dobrze znane zjawisko,
a publikowane wyniki moga by¢ interesujace dla wigkszego grona odbiorcow, gdyz oprécz
bezposredniego badania kurakow poruszajg tez szerszy temat specjalizacji pokarmowe;.

Stabe strony wniosku: Nalezy liczy¢ si¢ z mozliwoscig jedynie potwierdzenia
dotychczasowej wiedzy literaturowe;j.

Autorzy nie ustrzegli si¢ przed pewnymi niedociggnigciami edytorskimi. Uzyte w wierszu
54 stwierdzenie ,rzucajg si¢ w oczy”’ jest nieco zbyt potocznym sformutowaniem
i sugerowatabym zastgpienie go np. stowem ,,zauwazalny, wyrazny”. Z pozoru btahym, lecz
bardzo zauwazalnym bledem jest postawienie kropki po tytule projektu i nie stosowanie kursywy
w zapisie lacinskich nazw gatunkowych (wers 100).

Paulina Kosztyta

Celem projektu jest zbadanie wplywu gastrolitéw na fizjologie trawienia kurakéw.

Autorzy chcg testowa¢ dwie hipotezy, przewidujace ze rolg gastrolitow jest poprawa wydajnosci
trawienia albo zdobywanie potrzebnych mikrolementow. W tym celu planujg przeprowadzié¢ trzy
eksperymenty laboratoryjne. Projekt jest ogdlnie napisany w jasny i przejrzysty sposob, autorzy
dobrze opisujg badany problem i stawiajg jasne przewidywania. Mam jednak kilka uwag do
zaplanowanych do$wiadczen.

Eksperymenty 1-2 sprawdzaja wplyw gastrolitow na koszty i wydajno$¢ trawienia. Wedlug mnie
bardzo kontrowersyjnym pomystem jest uzycie ptakow nie majacych wczesniej dostgpu do
gastrolitow (na pewno podczas pierwszych etapow zycia, 1. 75-76, a zapewne takze w ciggu
miesigca przed wlasciwymi eksperymentami, 1. 77-79). W efekcie, autorzy zbadaja wplyw
obecno$ci gastrolitow w przewodzie pokarmowym zaadaptowanym do trawienia bez udziatu
gastrolitow. Przewdd pokarmowy jest bardzo plastyczny, i dtugotrwaly brak gastrolitdw moze
spowodowa¢ powazne zmiany w jego wielkosci, tempie przeptywu tresci jelitowej, itp.
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(z whasnych obserwacji wiem ze rodzaj pokarmu moze w krotkim czasie zmieni¢ mase jelit
0 100%). Przeprowadzenie eksperymentéw na takich osobnikach w najlepszym razie zmniejsza
szanse na wykrycie istotnego wpltywu gastrolitow, nie wiem takze czy jest ono shluszne
z metodologicznego punktu widzenia (zbadanie wplywu naglego pojawienia si¢ gastrolitow
w takim przewodzie pokarmowym nie odpowie na pytanie jaki jest wplyw gastrolitow na
wydajnos¢ trawienia u dziko zyjacych ptakow). Sugerowatbym przeprowadzenie tych badan na
przepiorkach ktore przez miesigc hodowano na tym samym pokarmie z dostepem lub bez dostepu
do gastrolitow (analogicznie do miesigcznej aklimacji do rdéznych rodzajow diety przed
eksperymentem 3; 1. 162-163).

Wydaje mi si¢ ze mozliwe jest takze polaczenie eksperymentéw 1 i 2. W praktyce oznacza to
tylko dodanie pomiaru tempa metabolizmu do eksperymentu 2 (czyli pomiar dla 80 ptakow
zamiast 40), ale ogranicza inne koszty (np. brak 40 ptakow zaplanowanych do eksperymentu 1, co
przy okazji zapewnia tatwiejszg zgode komisji etycznej), a daje znacznie lepsze wyniki. Autorzy
uzyskajg w ten sposob komplet danych o wplywie obecnosci gastrolitow zarowno na koszty
energetyczne, jak i wydajno$¢ trawienia, dla obu rodzajow pokarmu (zwierzgcy i ro$linny).
Umozliwi to lepsza oceng roli gastrolitow (np. mozna sobie wyobrazi¢ ze gastrolity zawsze
przewodu pokarmowego, a w zamian poprawiaja wydajnos¢ trawienia pokarmu roslinnego ale nie
zwierzecego). Ponadto obecnie w eksperymencie 1 ptaki otrzymuja mieszaning kilku rodzajow
pokarmu — nie mozna wykluczy¢ ze osobniki majace lub nie dostep do gastrolitow beda roznity
si¢ kolejnoscig zjadania réznych rodzajéw pokarmu, co jest poza kontrolg autorOw a moze
wptyna¢ na wyniki. W eksperymencie 2 doktadnie wiadomo co zjadaja badane ptaki.

O ile dobrze rozumiem, w eksperymencie 2 autorzy planujg stworzy¢ pary ‘kontrola-gastrolity’
w obrebie kazdego rodzaju pokarmu, dla kazdej z nich zbada¢ roéznice w strawnosci, i potem
porownac te roznice dla obu rodzajow pokarmu . Czy nie wystarczy po prostu dwuczynnikowa
ANOVA? (obecno$¢ gastrolitow i rodzaj pokarmu jako czynniki gtéwne plus ew. efekt interakcji
miedzy nimi).

Eksperyment 3 bada role gastrolitow jako zrodta wapnia, czyli testuje hipotezy 3 i 4. Obecne
brzmienie tych hipotez jest troch¢ niejasne — hipoteza 3 moze sugerowac ze ptaki o zmniejszonym
udziale mineratow w diecie powinny zwigkszy¢é pobieranie dowolnych gastrolitow (takze
bazaltowych; czy o to chodzito?), a hipoteza 4 sugeruje ze wszystkie ptaki moga preferowac
gastrolity z weglanem wapnia. W eksperymencie 3 kazdy osobnik dostanie do wyboru dwa
rodzaje gastrolitow. Utworzy to w oczywisty sposob pary wigzane (konsumpcja obu typow
gastrolitow przez tego samego osobnika), ale autorzy planuja uzy¢ zwykla ANOVE
dwuczynnikowa (1. 173). Wykresy pokazujace oczekiwane wyniki sg pomystowe, ale w kilku
miejscach oczekiwane wyniki sg do$¢ kontrowersyjne 1 w prawdziwym grancie niepotrzebnie
datyby recenzentowi okazje do ‘czepiania si¢’. JeSli hipotezy 1-2 zostang potwierdzone, to
w lewym dolnym rogu lewego wykresu spodziewalbym si¢ raczej ‘niskiego poboru’ gastrolitow
bazaltowych w grupie z niedoborem wapnia (zwigkszona konsumpcja gastrolitow z weglanem
wapnia moze zmniejszy¢ zapotrzebowanie na gastrolity bazaltowe). Z kolei na prawym wykresie,
dlaczego ptaki kontrolne w sytuacji kiedy nie potrzebujg gastrolitow do trawienia i nie odczuwaja
braku wapnia majg jednak zje$¢ selektywnie trochg gastrolitow z weglanem wapnia a unikac
bazaltowych?  Moze wystarczy porowna¢ calkowitga konsumpcje gastrolitbw w grupie
eksperymentalnej i kontrolnej (test hipotezy 3) i proporcj¢ jaka w tej konsumpcji stanowity
gastrolity z weglanem wapnia (test hipotezy 4). Wystarcza wtedy dwa proste testy t bez
wchodzenia w skomplikowane przewidywania.
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Zdanie w wierszach 54-56 jest z poczatku troche niejasne (chodzi zapewne o to ze twarzoczaszka
ptakow nie pokazuje zadnych adaptacji do odzywiania si¢ pokarmem roslinnym a przezuwaczy
pokazuje) a nawet nieco $mieszne (‘twarzoczaszke tworzy typowy dla ptakow dziob’).

Ogolnie projekt daje realne szanse na publikacje.

Pawet Brzgk

Recenzja projektu ,,Dlaczego ptaki polykaja kamienie? Znaczenie gastrolitow w fizjologii
kurakow”

Aczkolwiek ustalenie dlaczego ptaki potykaja kamienie nie jest w biologii zagadnieniem
pierwszoplanowym a hipotezy wyjasniajace te zjawisko sg od dawna znane, to jednak biorac pod
uwage brak dotychczas dobrych danych eksperymentalnych usprawiedliwia zajgcie si¢ tym
tematem. Nawet najlepsze pisma ornitologiczne lub drobiarskie sktonne s opublikowa¢ wyniki
takich eksperymentow o ile w migdzyczasie juz kto$§ takich eksperymentdéw nie zrobit.
A najciekawsze bytoby stwierdzenie, ze zadna z proponowanych hipotez (rozdrabnianie pokarmu
ros$linnego i dostarczanie mineratéw) nie ttumaczy tego zjawiska.

Ja nie widzg powodu, aby zjawisko potykanie kamieni uzna¢ za rzadka behawioralng
specjalizacje (str. 1 wiersz 7), kazdy gatunek ma jaki§ behawioralny sposéb pobierania pokarmu.
Podobnie trudno mi to uzna¢, za niezwykly przypadek selekcji naturalnej (wiersz 64). Nie
rozumiem zdania w wierszach od 65 do 69. Dlaczego eksperymentalne potwierdzenie
opisywanych tu hipotez ma nas skloni¢ do badan nad specjalizacja pokarmowa kurakow.
Specjalisci od drobiarstwa wszystko o kurakach wiedzg i1 dlaczego nalezy je jeszcze bardziej
bada¢ jesli potwierdzg si¢ te hipotezy a zostawi¢ bez badan, gdy potwierdzenia nie begdzie.
Podobnie nie rozumiem dlaczego odrzucenie tych hipotez zmniejszy liczbg przypisanych im
funkcji. Po prostu nie bedziemy znali Zadnych ich funkcji i bedziemy mieli prawdziwy klopot aby
wyjasni¢ dlaczego kuraki potykaja kamienie. I to wreszcie bedzie ciekawy problem.

Mowiagc w opisie metod o pokarmie zwierzecym i owadach warto sobie u§wiadomié, ze
o ile larwy owadoéw moga by¢ tatwo trawione, to imagines w chitynowym pancerzu moga by¢
niewiele lepsze o roslin.

Ogolnie moim zdaniem projekt jest dobry i ciekawy. Wynikajacych z niego powaznych
konsekwencji dla biologii ogélnej i dla drobiarstwa nie nalezy si¢ spodziewac, ale moze on
pewnie dobrze znane zjawisko ostatecznie wyjasni¢. Jako recenzent NCN wnioskowalbym
o grant, ale jako recenzent ERC uznalby, ze sprawa nie jest dostatecznie wazna.

Adam Lomnicki
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OSTATECZNA WERSJA PROJEKTU

Dlaczego ptaki polykaja kamienie? Znaczenie gastrolitow w fizjologii
kurakow

Barttomiej Zajgc, Stanistaw Bury
Instytut Nauk o Srodowisku, Uniwersytet Jagiellorski
Abstrakt

Specjalizacje pokarmowe w kierunku roslinozerno$ci opieraja si¢ glownie na zmianach
fizjologicznych i anatomicznych uktadu pokarmowego, natomiast rzadkim zjawiskiem wydaje si¢
by¢ specjalizacja w ktorej zmiany behawioralne zast¢puja zmiany morfologiczno-fizjologiczne.
Jednym z przykladow takiej specjalizacji moze by¢ zjawisko potykania kamieni przez ptaki,
a szczegolnie przez przedstawicieli rzedu kurakow (Galliformes). Wérdd funkceji przypisywanych
gastrolitom wymieniane sg glownie ulatwianie trawienia pokarmu przez rozcieranie go
(u gatunkoéw roslinozernych) oraz suplementacja mineralna. Jak do tej pory, nie podejmowano
proby wyjasnienia tego zagadnienia na drodze eksperymentalnej. Celem projektu jest
przetestowanie powyzszych hipotez na modelowym gatunku ptaka — przepiorce japonskiej
(Coturnix japonica). Zwierzgta zostang poddane eksperymentom zywieniowym ktore dadza
odpowiedZ na pytania: czy obecno$¢ gastrolitow zmniejsza koszty trawienia i zwigkszaja jego
wydajno$¢, oraz czy pobieranie gastrolitOow jest zalezne od zapotrzebowania na mineraly.
Potwierdzenie hipotezy o wspomaganiu trawienia przez potykanie kamieni moze sugerowaé
istnienie specjalizacji pokarmowej o podtozu behawioralnym.

Cel naukowy projektu

Specjalizacja pokarmowa w kierunku ro$linozernosci wigze si¢ zazwyczaj ze znacznymi
zmianami fizjologicznymi i anatomicznymi. Natomiast stabiej poznanym zjawiskiem jest
specjalizacja pokarmowa polegajaca gtdéwnie na zmianach behawioralnych (O’Donnell i in. 2012,
Lapiedra i in 2013). Obserwowanemu u ptakoéw zjawisku potykania kamieni (po potknigciu
zwanych gastrolitami) przypisuje si¢ ro6zne funkcje — wsrdd nich najwazniejszymi wydajg si¢ by¢:
wspomaganie trawienia przez rozcieranic twardego pokarmu (szczegélnie u gatunkow
ros$linozernych), suplementacja organizmu mineratami, utrzymywanie balansu elektrolitow
1 wlasciwego pH, detoksykacja i samoleczenie oraz manipulacja wypornoscig ciata (u ptakow
wodnych) (Wings 2007, Robinson i in 2008, Panichev i in. 2013). W przypadku kurakow
najbardziej prawdopodobnymi wydajg si¢ by¢ hipotezy o wspomaganiu trawienia i suplementacji
mineralnej, w szczegolnosci w kontekScie ich specjalizacji pokarmowej w kierunku pokarmu
ro§linnego. Badania wskazuja, ze zoladki ptakow karmionych bardziej widknistym (a wigc
trudniejszym do strawienia) pokarmem zawierajg wigkszg liczbe gastrolitow o $rednio wigkszej
masie niz zotadki ptakéw karmionych pokarmem tatwiejszym do strawienia, oraz ze udziat
gastrolitow u dzikich kurakow zwigksza si¢ w okresie zimowym, kiedy dostepny jest tylko
najtwardszy pokarm roslinny, co mogloby potwierdza¢ hipotezy o zwigzku gastrolitow
z trawieniem (Norms i in. 1975, Williamson i in. 2014). Jednak dotychczas nie zweryfikowano
eksperymentalnie hipotezy o pozytywnym wplywie gastrolitow na trawienie materialu ro§linnego
u kurakow.

Celem projektu jest przetestowanie czterech hipotez dotyczacych funkcji fizjologicznej
gastrolitow wystepujacych u kurakow:

1) obecnos¢ gastrolitdw w zotagdku kurakéw zmniejsza koszty energetyczne procesu trawienia
pokarmu i czas jego trwania,
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2) wplyw obecnosci gastrolitow na trawienie jest wickszy w wypadku pokarmu roslinnego niz
Zwierzgcego,

3) ptaki o zmniejszonym udziale mineraldéw w pokarmie pobieraja wiccej gastrolitow w stosunku
do ptakéw o diecie suplementowanej,

4) gastrolity w ktorych sktad wchodza mineraly odgrywajace role w procesach fizjologicznych
bedg chetniej pobierane przez ptaki.

Znaczenie projektu

Powszechnie znanym zjawiskiem zwigzanym ze specjalizacja pokarmowa w kierunku
roslinozernosci sa zmiany w fizjologii (wytwarzanie enzymdéw) oraz zmiany anatomiczne
(rozbudowa uktadu pokarmowego, szczeg6lnie zotadka lub jelit; modyfikacje twarzoczaszki 1 jej
umig$nienia); tymczasem o ile kuraki (szczeg6lnie gatunki §ci$le roslinozerne) wyrdzniajg si¢
sposrod ptakow wydluzonym jelitem cienkim i rozro$nigtym wyrostkiem robaczkowym, to
jednak zmiany te nie sg tak daleko posunicte jak u np. przezuwaczy. Jeszcze bardziej wyrazng
roéznica jest twarzoczaszka, w ktorej dziob pozbawiony jest z¢gbow oraz mozliwosci $cierania czy
dzielenia pokarmu na mniejsze kawatki (Szarski 1976). Z tego powodu od dawna sugeruje si¢ ze
gastrolity mogg spetnia¢ funkcj¢ zaren, co wydaje si¢ by¢ wspierane przez silne umigs$nienie Scian
zotadka tych zwierzat (Szarski 1976, Fritz i in. 2011). Mimo to, jak do tej pory brak danych
eksperymentalnych, jednoznacznie potwierdzajacych pozytywny wplyw gastrolitow na trawienie
pokarmu ro$linnego u kurakow. W wypadku gdyby udato si¢ potwierdzi¢ te¢ hipoteze,
sugerowatoby to istnienie specjalizacji pokarmowej opartej w rownie wysokim lub wyzszym
stopniu na zmianach behawioralnych (potykaniu kamieni) co na zmianach w fizjologii i anatomii
u kurakow.

Nasz projekt badawczy jest pierwszym, w ktorym eksperymentalnie zostang zweryfikowane dwie
najwazniejsze hipotezy dotyczace funkcji gastrolitéw u kurakow. Potwierdzenie pozytywnego
wplywu gastrolitdw na trawienie oraz suplementacj¢ mineralng sugerowaloby potrzebe dalszych
badan ewolucji specjalizacji pokarmowej kurakow, natomiast obalenie ich zmniejszy liczbe
mozliwych do przypisania gastrolitom funkcji i wplynie na wiedz¢ zawarta zaréwno
w publikacjach naukowych, jak i podrecznikach dotyczacych biologii i fizjologii ptakow.

Koncepcja i plan badan

Do pierwszego eksperymentu zostanie zakupionych 80 pisklat, natomiast do drugiego 40 pisklat
przepiorki japonskiej. Zostang rowniez zakupione klatki w ktorych beda przetrzymywane
zwierzeta (kazde osobno). Wszystkie osobniki bedg przetrzymywane bez dostgpu do
jakichkolwiek kamieni i bedg karmione jednolitym, fatwym do strawienia rodzajem pokarmu do
czasu osiggni¢cia masy typowej dla dojrzatych osobnikéw (ok. 120 g). Nastepnie, przez miesiac
przed rozpoczeciem eksperymentow, bedzie stosowana dieta oparta na naprzemiennie
podawanym pokarmie uzytym w eksperymencie. Jednoczesnie ptaki, ktore zostang docelowo
przyporzadkowane do grup eksperymentalnych bedg otrzymywaé kamienie do potykania, aby
zaadoptowa¢ ich przewod pokarmowych do obecno$ci gastrolitow. Tuz przed kazdym
eksperymentem zostanie zastosowana 24 godzinna glodéowka, w celu oproznienia ukladu
pokarmowego ptakow z pozywienia oraz katu. Eksperymenty zostang poprzedzone badaniami
pilotazowymi majacymi na celu ustalenie optymalnej wielko$ci gastrolitow. Zardwno hodowla,
jak i eksperymenty zostang przeprowadzone w Instytucie Nauk o Srodowisku.

W pierwszym z eksperymentdw sprawdzimy czy obecno$¢ gastrolitow w zotadku wpltywa na
koszty metaboliczne i czas procesu pobierania i trawienia pokarmu (Specific Dynamic Action -
SDA) oraz na wydajno$¢ trawienia dwoch r6znych rodzajow pokarmu mierzong
wspotczynnikiem strawialnosci. Przewidujemy Ze osobniki majgce dostgp do gastrolitow beda
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wykazywaé nizszy poziom konsumpcji tlenu podczas SDA 1 krdtszy czas jego trwania, natomiast
wspotczynnik strawialno$ci pokarmu u tych osobnikéw bedzie wigkszy. Przewidujemy takze, ze
wplyw gastrolitow na wspotczynnik strawialnosci bedzie silniejszy w przypadku pokarmu
ros$linnego niz zwierzgcego.

Drugi eksperyment sprawdzi czy osobniki zroznicowane pod wzglgdem suplementacji mineralnej
beda wykazywaly rozne zapotrzebowanie na gastrolity, oraz czy gastrolity w ktorych sktad
wchodzi weglan wapnia bedg czesciej pobierane przez ptaki niz gastrolity nie bedace zrodtem
tego zwiazku. Przewidujemy ze zgodnie z hipoteza o suplementacyjnej funkcji gastrolitow, ptaki
pozbawione mineratow w diecie beda pobiera¢ wigcej kamieni z CaCOs;.

Metodyka badan

Przepiorka japonska (Coturnix japonica) jest ptakiem z rodziny kurakow (Galliformes). Gatunek
ten odznacza si¢ niskimi kosztami i fatwoscig utrzymywania w niewoli, jest takze organizmem
modelowym powszechnie stosowanym w badaniach naukowych, w tym badaniach dotyczacych
fizjologii (Hawkins i Morton 2001, Ben-Hamo i in. 2010). Pozyskanie oraz hodowla ptakéw
bedzie prowadzona wedlug opisu przedstawionego w rozdziale ,,Koncepcja i plan badan”.
Rozmiary gastrolitow uzytych w obu eksperymentach zostang zoptymalizowane w oparciu
o badania pilotazowe. W ramach tych badan ptakom beda udostepnianie gastrolity réznych
rozmiarow (kazdy rozmiar w tej samej liczbie), tak aby wybra¢ wielko$¢ najchetniej wybierang
przez ptaki. W drugim etapie bedziemy podawac ptakom po kolei gastrolity réznych rozmiarow,
aby sprawdzi¢ czy moga by¢ wydalane przez zwierzeta. Na tej podstawie wybierzemy wielko$¢
gastrolitow zblizong do tej najbardziej preferowanej przez przepiorki i minimalnej wielkosci, jaka
zapobiega wydaleniu. Nie znalezliSmy przestanek literaturowych wskazujacych na wydalanie
gastrolitow wraz z katem, uznajemy to jednak za potencjalny problem, ktéry nalezy
wyeliminowac.

Eksperyment [
Eksperyment ten begdzie opieral si¢ na pomiarach dwoch parametrow SDA — wysokosci piku

metabolizmu oraz czasu trwania podwyzszonego poziomu metabolizmu podczas trawienia w
stosunku do metabolizmu podstawowego oraz na wspélczynniku strawialno$ci pokarmu,
mierzonego jako stosunek masy pokarmu strawionego do pokarmu niestrawionego (McCue 2006,
Ben-Hamo i in. 2010, Bojarska i Selva 2013). Ptaki wykorzystane w eksperymencie bgda przez
miesigc przyzwyczajane do dwoch rodzajow pokarmu (ro$linnego i zwierzecego) podawanego
naprzemiennie. Celem zabiegu jest unikniecie adaptacji przewodu pokarmowego osobnikow do
konkretnego rodzaju pokarmu, natomiast podawanie naprzemienne ma zapobiec wybidrczemu
pobieraniu pokarmu, ktére mogtoby mie¢ miejsce w sytuacji podania obu rodzajow pozywienie
jednoczesnie. Przed eksperymentem zwierzgta zostang poddane 24-godzinne glodowce.
W polowie okresu gltodzenia ptak zostanie umieszczony w komorze potaczonej z analizatorem
tlenu, w temperaturze z zakresu strefy termoneutralne;.

Ptaki (n=80) zostang podzielone na 4 grupy wg ponizszego schematu:
Pokarm

Roilinny Zwierzecy

Gastrolit
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Przez cala noc na biezaco bedzie prowadzony pomiar podstawowego tempa metabolizmu przy
uzyciu respirometru typu open-flow. Nastepnie, po zakonczeniu gltodowki, ptaki obu grup
otrzymajg porcj¢ pokarmu zwierzecego sktadajacego si¢ z owadow, lub roslinnego zlozonego
z suchych nasion i cze$ci zielonych roslin. Masa porcji wyniesie 5 g. Pokarm zostanie
pozostawiony w komorze az do catkowitego zjedzenia przez ptaka. Podczas positku i trawienia
caly czas bedzie mierzone tempo konsumpcji tlenu. Dla kazdego osobnika zostanie zapisana
wysoko$¢ piku wzrostu metabolizmu oraz czas od poczatkowego do koncowego momentu
utrzymywania si¢ tempa metabolizmu ponad zarejestrowany poziom podstawowy. Nastepnie
osobnik zostanie pozostawiony w komorze do czasu catkowitej defekacji. Jego odchody zostang
zebrane i zwazone.

Wspolczynnik strawialno$ci obliczony zostanie wedtug nastgpujacego wzoru:

(masa pokarmu pobranego — masa odchodow)/masa odchodow

Dane zostang przeanalizowane przy pomocy ogélnego modelu liniowego (GLM) z dwoma
czynnikami gtownymi (gastrolit +/-, rodzaj pokarmu) oraz masg osobnika jako kowariatg. Jako
zmienna zalezna zostanie wykorzystana réznica pomi¢dzy podstawowym tempem metabolizmu
apikiem SDA, czas trwania, a takze warto§¢ wpodlczynnika strawialnosci. Dzicki takiemu
uktadowi eksperymentalnemu bedzie mozliwe okreslenie nie tylko wptywu samych czynnikow
gtownych, ale takze ich interakc;ji.

Przewidujemy, ze obecno$¢ gastrolitow w pokarmie obnizy koszty trawienia, co bedzie
szczegodlnie wyrazne w przypadku pokarmu roslinnego.

Eksperyment II
W tym eksperymencie przetestowane zostang hipotezy 3 i 4. Ptaki zostang podzielone na dwie

grupy po 20 osobnikow — eksperymentalng i kontrolng. Przed rozpoczeciem eksperymentu, przez
miesigc grupa kontrolna bgdzie karmiona pokarmem z suplementacjg wapniowa, podczas gdy
grupa eksperymentalna bedzie karmiona pokarmem ubogim w wapn. W odroznieniu od
poprzednich eksperymentow, podczas eksperymentu obie grupy otrzymajg gastrolity. Zostang
zastosowane dwa rodzaje gastrolitow — zbudowane ze skaly zawierajacej weglan wapnia (kalcyt
lub marmur) oraz zbudowany z nierozpuszczalnej skaty, ktora nie moze stuzy¢ jako suplement
(bazalt). Wszystkie gastrolity beda mialy zblizong wielko$¢. Laczna masa obydwu typow
gastrolitow w klatce kazdego osobnika bedzie taka sama (po 20 g). Po umieszczeniu gastrolitow
w klatce, zostang one pozostawione na 48 godzin. Po tym czasie zostang wyjgte; nastgpnie
zostanie zmierzona ich masa i obliczony ubytek w stosunku do poczatkowej masy pozostawionej
porcji. W analizach wykorzystana zostanie calkowita masa pobranych gastrolitow, a takze
proporcja pobranych gastrolitow wapiennych. Obie wartosci (calkowita masa pobranych
gastrolitow oraz proporcja pobranych gastrolitow wapiennych) zostang niezaleznie przetestowane
przy pomocy testu t. Przewidujemy, ze ptaki bez suplementacji pokarmu wapniem bedg pobierac
gastrolity wapienne w wigkszej proporcji.
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Kosztorys
Rodzaj kosztow Srodki na poszczegoélne lata (zl)
2016 2017 Total
1. Koszty bezposrednie: 50800 44000 94800
Wynagrodzenia 24000 24000 48000
Sprzet 10000 - 10000
Inne 16800 20000 36800
2. Koszty posrednie 8160 8800 16960

Pelen koszt (1+2) 58960 52800 111760

Uzasadnienie kosztorysu:
Wynagrodzenia:

1000 zt/miesigc dla dwoch 0sob przez dwa lata — 1000 zt x 2 x 24 =48 000 zt
(utrzymanie zwierzat w trakcie i po eksperymencie roéwniez bedzie prowadzone przez osoby
prowadzace te badania, w celu uniknigcia kosztéw zatrudnienia dodatkowej osoby)

Sprzet:

Klatki na przepiorki — szacowany koszt jednej klatki — 50 zk: 50 zt x 200 = 10 000 zt
Inne:

Zakup przepiorek — 9 zl/osobnik: 9 zt x 200 osobnikéw = 1800 zt

Wyjazdy na 2 konferencje dla 2 osob — 10 000 zt

Publikacja wynikow badan w systemie Open Acces oraz korekta jezykowa— 5 000 zi
Pokarm dla przepidrek, gastrolity, konserwacja i czyszczenie klatek — 10 000 zt

Przeprowadzenie pomiaréw SDA — 10 000 zt
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4. Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolnos¢ ukladu
odpornosciowego sikory bogatki.

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolnos¢ ukladu
odpornosciowego sikory bogatki.

Elzbieta Jedrzejczak, Katarzyna Janas
Streszczenie projektu

Zanieczyszczenie powietrza na terenach zurbanizowanym stanowi powazny problem,
z ktorym boryka si¢ wiele aglomeracji, jednak pomimo powszechnej opinii na temat szkodliwego
wplywu tego zjawiska na organizmy zywe, zaskakujaca jest niewielka ilo§¢ badan, ktore
sprawdzaly by tg zalezno$¢. Ptaki jako organizmy o unikalnej budowie i fizjologii uktadu
oddechowego sa szczegdlnie narazone na przyjmowanie wigkszych dawek zanieczyszczen.

Oprocz bezposrednich toksykologicznych efektow takich jak uszkodzenie nabtonka
uktadu oddechowego, spodziewamy si¢ ze chroniczna ekspozycja na zanieczyszczenia moze
uposledza¢ réwniez funkcjonowanie ukladu immunologicznego. Dotychczasowe, nieliczne
badania na ten temat nie wykazaty oslabienia odpowiedzi immunologicznej ptakow, jednak
przeprowadzane byly w warunkach laboratoryjnych, i nie odzwierciedlaty rzeczywistego poziomu
narazenia ptakdw na zanieczyszczenia. W naszych badaniach organizmem modelowym beda
sikory bogatki z dzikich populacji, wystepujacych na terenach miejskich, dzigki czemu unikniemy
problemu z ekstrapolacja danych laboratoryjnych na naturalne populacje. W planowanym
eksperymencie poréwnamy parametry swiadczace o wydolno$ci uktadu odpornosciowego m. in.
sife odpowiedzi immunologicznej (PHA) iilos¢ biatych ciatek krwi, pomiedzy ptakami
odlowionymi w miastach o wysokim i niskim stezeniu zanieczyszczen powietrza, oraz w Puszczy
Biatowieskie;j.

W obliczu braku rozwigzan mogacych w najblizszym czasie znaczgco poprawic¢ jako$¢
powietrza w miastach, wiedza o tym jak zanieczyszczenia wptywaja na uktad odpornosciowy
ptakow a tym samym posrednio na ich dostosowanie, ma kluczowe znaczenie w kontekscie
ochrony bior6znorodnosci awifauny miejskiej.

Cel naukowy projektu

Zanieczyszczenie powietrza na terenie aglomeracji miejskich stanowi niezwykle istotny
i trudny do rozwigzania problem o ci¢zkich do oszacowania dtugoterminowych konsekwencjach.
Chociaz powszechna jest wiedza o szkodliwym wplywie tego zjawiska na zdrowie organizmow
zywych, opiera si¢ ona w wigkszosci na publikacjach dotyczacych czlowieka. Niezwykle skape sg
natomiast dane dotyczace innych organizmdéw, wystgpujacych w przestrzeni miejskiej, w tym
jednej z najliczniejszych grup kregowcow jaka sa ptaki. Ze wzgledu na specyficzng budowe
i fizjologie uktadu oddechowego, bedaca przystosowaniem do latania, ptaki sg w szczegdlny
sposob narazone na zanieczyszczenia atmosferyczne. Nie posiadaja rowniez niektorych
mechanizméw oczyszczania drog oddechowych obecnych u ssakow (brak efektywnego usuwania
pytu osadzonego w $luzie z drog oddechowych, worki powietrzne pozbawione ochrony
makrofagdw) w zwigzku z tym nie mozna poréwnywa¢ migdzy soba wynikow uzyskanych
w badaniach tych grup zwierzat (Brown, 1997).W dotychczasowych eksperymentach
prowadzonych na ptakach udowodniono szkodliwy wptyw zanieczyszczen na uktad oddechowy,
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nie udato si¢ natomiast wykazac szerszego oddziatywania na funkcjonowanie catego organizmu
lub innych ukladow. W tym konteks$cie szczegdlnie ciekawe wydaje si¢ zbadanie uktadu
odpornosciowego, ktorego funkcjonowanie jest kluczowe zaréwno do przezycia jak i osiagnigcia
sukcesu reprodukcyjnego przez zwierzeta.

Gléwnym problemem badawczym w naszym projekcie jest wplyw zanieczyszczen
atmosferycznych na wydolnos¢ uktadu odpornosciowego u sikory bogatki, testowanym w oparciu
o nastgpujace hipotezy:

1) odpowiedz immunologiczna PHA jest nizsza u ptakow narazonych na zanieczyszczenia
2) odpowiedz antybakteryjna osocza jest mniejsza u ptakow narazonych na zanieczyszczenia
3) ilos&¢ biatych ciatek krwi jest mniejsza u ptakéw narazonych na zanieczyszczenia.

Dodatkowo sprawdzimy czy ptaki zamieszkujace obszary o wigkszym stezeniu zanieczyszczen
cechujg si¢ gorszg kondycja oraz czy dlugotrwale zwigkszone zanieczyszczenie powietrza moze
by¢ przyczyna przewlektego stresu.

Znaczenie projektu

Nieliczne przeprowadzone do tej pory badaniana temat wplywu zanieczyszczen na
fizjologic ptakdéw nie przyniostyjednoznacznych odpowiedzi. Llacuna i in. (1993) wykazali
zmiany w funkcjonowaniu i morfologii nabtonka tchawicy u dziko zyjacych wréblowatych.
Badania te pokazaly jednak wyltacznie lokalne toksyczne oddzialywanie zanieczyszczen na
struktury najbardziej narazone na szkodliwe czynniki.Interesujace jest pytanie czy oprocz
bezposrednich uszkodzen spowodowanych toksycznym efektem zanieczyszczen obserwuje si¢
rowniez dtugotrwale uposledzenie funkcjonowania uktadu odpornosciowego.Probe odpowiedzi
na to pytanie podjeli Cruz-Martinez i in. (2015)nie udato im si¢ jednak wykaza¢ istotnej zmiany
w wielko$ci odpowiedzi immunologicznej u przepiorek i pustutek wystawionych na podwyzszone
stezenia m. in. tlenkdéw azotu, siarki, benzenu i toluenu. Przyczyna mogt by¢ fakt, ze eksperyment
przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych, w ktéorych ptaki eksponowano na
zanieczyszczenia tylko przez 1,5 godziny dziennie.

W planowanym przez nas eksperymencie wykorzystamy dzikie populacje sikory bogatki
dzigki czemu unikniemy probleméw z ekstrapolacja wynikow badan laboratoryjnych na warunki
naturalne. Badane przez nas ptaki beda pochodzity z populacji naturalnych a wigc takich, ktore
dlugoterminowo narazone sg na rzeczywiste stezenia zanieczyszczen. Bedg to pierwsze tego typu
badania mogace dostarczy¢ danych na temat faktycznego wptywu zanieczyszczen miejskiego
powietrza na wydolno$¢ uktadu odporno$ciowego.

Badanie wydolnos$ci uktadu odporno$ciowego jest istotne poniewaz ma ona kluczowe
znaczenie dla kondycji ptaka i moze przyczyni¢ si¢ do obnizonej przezywalno$ci i zmniejszonej
rozrodczosci. W obliczu braku rozwigzan mogacych w najblizszym czasie znaczaco poprawic
jako$¢ powietrza w miastach, wiedza o tym jak zanieczyszczenia wplywaja na ukiad
odpornosciowy ptakow bedzie mie¢ praktyczne znaczenie w  kontek$cie ochrony
bior6znorodnos$ci awifauny miejskiej.

Koncepcja i plan badan

Oddzialywanie zanieczyszczen powietrza na wydolno$¢ uktadu immunologicznego testowane
bedzie na trzech grupach ptakow:

Grupal. Ptaki z aglomeracji o zanieczyszczeniu powietrza przekraczajagcym ustawowe normy
przez wigkszos¢ dni w roku - Krakow, Katowice
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Grupa 2. Ptaki z aglomeracje o nieprzekroczonych normach zanieczyszczen przez wigkszo$¢ dni
w roku — Gdansk, Poznan

Grupa 3. Ptaki z naturalnych terendéw lesne o czeSciowo zachowanym pierwotnym charakterze —
Puszcza Biatowieska.

Badania prowadzone bg¢da przez trzy kolejne lata, w miesigcach zimowych, ktore cechujg si¢
najwyzszymi st¢zeniami zanieczyszczen. W kazdej z pigciu lokalizacji, wykonywane bedzie
dwukrotne odlawianie ptakow. Podczas pierwszego odlowu ptaki zostang zaobrgczkowane
1 zmierzone, pobrana bedzie krew do badan laboratoryjnych, oraz zaaplikowane PHA. Po 24
godzinach dokonamy ponownego odlowu, podczas ktorego u osobnikow powtdrnie ztapanych
sprawdzona zostanie odpowiedz immunologiczna na czynnik PHA.

Glowna hipoteza badawcza zakladajaca obnizenie wydolnosci uktadu immunologicznego
w zwiagzku z dtugotrwalg ekspozycja osobnikdw na zanieczyszczenia powietrza, testowana bedzie
poprzez odpowiedzi na nastgpujace pytania: Czy u ptakow narazonych na dlugotrwate wysokie
stezenia zanieczyszczen atmosferycznych, zmniejszeniu ulega: 1) odpowiedz immunologiczna
PHA?2) odpowiedz antybakteryjna osocza? 3)ilo$¢ bialych cialek krwi? Zardéwno ilos¢ biatych
ciatek krwi, wielko$¢ odpowiedzi antybakteryjnej osocza oraz odpowiedzi immunologicznej
PHA sa bezposrednio zwigzane z wydolnoscig systemu immunologicznego u zwierzat.
Odpowiedzi na powyzsze pytania dadzg wigc podstawy do okreslenia czy obecne sg roznice
w wielko$ci odpowiedzi immunologicznej u ptakéw pochodzacych z rejondw o roznym stezeniu
zanieczyszczen.

Ponadto chcemy sprawdzi¢ czy ptaki z terenéw zanieczyszczonych cechujg si¢ ogolnie gorsza
kondycja oraz czy wykazuja objawy chronicznego stresu. W tym celu odpowiemy na pytania 4)
Czy wielko$¢ ciata u ptakéw narazanych na zanieczyszczenia jest mniejsza? 5) Czy poziom
hematokrytu jest nizszy u ptakéw narazonych na zanieczyszczenia? 6) Czy poziom
kortykosteronu jest wigkszy u ptakéw narazonych na zanieczyszczenia?

Metodyka Badan
Gatunek modelowy

Modelowym gatunkiem w badaniach bedzie sikora bogatka (Parus major), ktora dzigki
szerokiemu zasiggowi, duzym liczebnosciom oraz bardzo dobrze poznanej biologii jest czgsto
wykorzystywanym gatunkiem w badaniach zanieczyszczen srodowiska (Costa i in. 2014)

Czg$¢ terenowa badan

Aglomeracje do badan wybrano na podstawie danych z raportu o zanieczyszczeniu powietrza
w Polsce w 2013, sporzadzonego przez GIOS. Wsréd miast wojewodzkich wytypowano po dwa
0 najnizszym i najwyzszym wskazniku zanieczyszczen. Dla skontrastowania wynikow z obydwu
grup miejskich jako ostatnig lokalizacj¢ wyznaczono Puszczg Bialowieska.

W kazdej lokalizacji odlowy ptakéw wykonane zostang w poblizu dogladanych przez cata zimg
karmnikow. W okresie zimowym ptaki gromadza si¢ w poblizu zrodel tatwego pozywienia co
zwigksza prawdopodobienstwo ponownego odlowu. W aglomeracjach wybrano miejsca
zlokalizowane mozliwie najblizej centrum.

Badania planowane sg na trzy kolejne lata i kazdego roku przeprowadzane beda w styczniu.

Podczas pierwszego odlowu, w kazdej z lokalizacji schwytanych zostanie 60 osobnikow. Od
kazdego zlapanego osobnika w pierwszych dwdch minutach od schwytania (w celu
zminimalizowania efektu krotkotrwatego stresu) pobrana zostanie probka krwi (2 kapilary — ok.
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140 pl krwi). Nastepnie zmierzone zostang dtugos$¢ skoku i skrzydta, okreslona zostanie ptec
osobnika,wykonana be¢dzie iniekcja czynnikiem PHA (zgodnie z Smits i in. 1999) oraz natozona
bedzie obraczka z numerem identyfikacyjnym. Po uptywie 24 godzin przeprowadzone zostang
ponowne odtowy w celu zbadania wielkoSci odpowiedzi immunologicznej na podanie PHA. Aby
uzyska¢ wystarczajacg wielko$¢ proby zakladamy co najmniej 50% frekwencje ponownych
odtowow. Odlowionym ponownie sikorom zmierzona zostanie wielko$¢ opuchlizny powstatej na
skutek odpowiedzi na PHA.

Analizy laboratoryjne.

W celu okreslenia liczby biatych ciatek krwi (WBC) wykonane zostang rozmazy wedtug metody
podanej w Costa i in. (2014). Jako miar¢ WBC oszacowana zostanie liczba leukocytéw na 10 000
erytrocytow. Poziom hematokrytu zmierzony zostanie poprzez odwirowanie kapilary w wirowce
przez 10 minut w 10 ty$ r.p.m. i nastgpnie pomierzenie wysokosci stupa erytrocytow (jak w Ots
iin. w 1998 r.). Odwirowane osocze wykorzystane zostanie w tescie odpowiedzi antybakteryjne;j.
Na szalkach z podtozem agarowym naniesione zostanie po 5 pul surowicy (proby kontrolne bez
surowicy) sikor zaszczepionej bakteria Escherichia coli(ATCC, szczep 8739) i inkubowane
wedlug metody podanej w Tieleman i in. (2005). Po uptywie 12 godzin policzone zostang wyroste
kolonie. Poziom kortykosteronu w osoczu zmierzony zostanie przy pomocy dostgpnych
komercyjnie testow ELISA (ENZOLifeSciences,ADI,900-097,Farmingdale,NY,USA) wedlug
metody podanej w Wada i in. 2007.

Dane o zanieczyszczeniu

Wszystkie informacje o stezeniach najwazniejszych gazowych oraz pytowych zanieczyszczen, na
terenie badan, pochodzi¢ beda z raportow Gtéwnego Inspektoratu Ochrony Srodowiska.
W analizach uwzglednione zostang zanieczyszczenia pylem PM 10 i PM 2,5 oraz
zanieczyszczenie tlenkami siarki, azotu, wegla i benzenem.

Analiza statystyczna

Zgromadzone dane zostang sprawdzone pod katem normalnos$ci rozktadu i jednorodnosci
wariancji. Przy braku przeciwwskazan formalnych przeprowadzona zostanie analiza wariancji
z uwzglednieniem roku pomiardéw oraz plci osobnikow.
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Kosztorys:
Tres¢ Planowane koszty w roku (zl)
2016 2017 2018 lacznie

1. Koszty bezpoSrednie, w tym: 73 500 27300 35300 136100
a) Wynagrodzenia wykonawcéw | 24 000 24 000 24 000 72000
projektu

b) Sprzet i odczynniki 46 000 0 0 46000

c) Inne koszty bezposrednie 3500 3300 11300 18100
2. Koszty posrednie 20% 5500 5460 7060 18020
Laczne koszty (1+2) 79000 32760 42360 154120

Uzasadnienie kosztow:
Wynagrodzenia wykonawcow projektu: 72 000 zt (2*12 miesigcy*3 lata* 1000 zt)
Sprzet i odczynniki:

e  Odczynniki laboratoryjne: 45 000 zt (m. in. PHA, ELISA, szalki z podtozem agarowym,
szczep ATCC)
e Sprzet : 1000 zt (np. suwmiarka, obraczki, kapilary, igly,strzykawki)

Inne koszty bezposrednie:

o Koszty badan terenowych: 10 100 zt, w tym :
-koszty paliwa: 4 400zt
-diety wyjazdowe: 2 700 zt
-zakwaterowanie: 3 000 zt
e Wyjazd na zagraniczng konferencje: 8 000 z4(4 000 zt * 2)
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RECENZJE

Recenzja projektu pt. ,,Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolno$¢ uktadu
odpornos$ciowego sikory bogatki”

Projekt dotyczy wplywu zanieczyszczen na wydolno$¢ uktadu immunologicznego u sikor,
a przynajmniej tak mozna sadzi¢ po jego tytule. Zagadnienie jest wazne z punktu widzenia
postepujacych zmian w ekosystemach, ktore sa kluczowym zagadnieniem w biologii
konserwatorskiej. Mimo niewatpliwego znaczenia tych zagadnien plan projektu nie do konca
pozwala odpowiedzie¢ na postawione w nim pytania.

Duzo watpliwosci budzi kwestia prowadzenia badan na ptakach odlowionych w naturze
w siedliskach zurbanizowanych i naturalnych. Uwaga autorek, ze wiele badan eksperymentalnych
nie ma przelozenia na rzeczywistos¢ jest jak najbardziej na miejscu, ale z drugiej strony badania,
ktore sa przedstawione we wniosku nie stwierdzaja tego co majg stwierdzi¢, czyli wptywu
zanieczyszczen. Zamiast tego opisujg réznice pomigdzy dwoma typami siedlisk, ktore roznig si¢
pomig¢dzy sobg migdzy innymi stopniem zanieczyszczenia, ale nie tylko.Nalezy wzia¢ pod uwagg,
ze 10zny jest takze poziom drapieznictwa, dostepnosci pokarmu, konkurencji i catej gamy innych
czynnikéw. Wg mnie nie umniejsza to wartosci tych badan, tym bardziej, ze autorki podkreslaja,
ze sg to pierwsze tego typu badania, ale zmieni¢ nalezy podejscie do wyciagania wnioskow, tak
zeby bylto adekwatne do wynikow jakie zostang zebrane.

Badania beda prowadzone w r6éznych typach miast, ktore maja odpowiada¢ roznemu poziomowi
zanieczyszczen. A co z innymi réznicami? By¢ moze miasta te r6znig si¢ pomigdzy sobg nie tylko
zanieczyszczeniami pylami i tlenkami, ale tez poziomem hatasu czy zanieczyszczenia $wiatlem,
dostepnoscig pokarmu i szeregiem innych czynnikow. Jest to problem bardzo podobny do tego,
ktory zostal wspomniany wczesniej. By¢ moze lepiej byloby w kazdym mieécie wytypowac
izbada¢ parametry odpowiedzi immunologicznej w gradiencie urbanizacyjnym, ktory
w wigkszosci przypadkow odzwierciedla poziom zanieczyszczen, a dodatkowo zrobienie tego
w kilku miastach pozwolitoby okresli¢ powtarzalno$¢ zaleznosci?

Projekt jest kosztowny, ale przy tak duzym wktadzie pracy terenowej i laboratoryjnej wydaje si¢
to uzasadnione. Niemniej jednak nalezy uszczegdlowi¢ kosztorys tak aby czytelnik mial lepsze
wyobrazenie o faktycznych kosztach przypisanych do poszczegélnych elementow projektu.
Pomyst uwazam za warto$ciowy i potrzebny, ale mam powazne watpliwosci dotyczace
wnioskowania i metodyki poboru prob, ktore koniecznie nalezy zmodyfikowaé aby realizacja
projektu miala sens. Duzg zaleta projektu jest to, ze nie jest przekombinowany, wida¢ dobra
znajomo$¢ metod laboratoryjnych u autorek projektu.

Stanistaw Bury

Recenzja projektu ,Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolno§¢ ukladu
odpornosciowego sikory bogatki”

Bardzo podoba mi si¢ temat tego projektu. Zanieczyszczenie powietrza jest wazng
kwestig, a ptaki z powodu szczegélnej budowy uktadu oddechowego i duzej ,,medialnosci” sa
wdzigcznym obiektem badawczym. Jednak wydaje mi si¢, ze kilka kwestii moglo by by¢ lepiej
opracowanych.

Po pierwsze, w sekcji dotyczacej uzasadnienia badan, stwierdzenie, Ze nie ma rozwigzan
mogacych poprawié¢ jako$¢ powietrza jest zbyt pesymistyczne 1 poddaje w watpliwos$é celowosé
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badan. Skoro nie da si¢ smogu zwalczy¢, to po co umartwia¢ si¢ gromadzgc wiedz¢ o jego
konsekwencjach? Tymczasem potencjalne rozwigzania istniejg (np. ograniczenie uzywania wegla
w domowych piecach), brak tylko woli spolecznej i politycznej potrzebnej do ich wprowadzenia.
Wyniki badan na sikorach — powszechnie znanych i lubianych ptakach — moga postuzy¢
zwickszaniu §wiadomosci spolecznej na temat problemu smogu i utatwi¢ wprowadzenie zmian na
rzecz poprawy jakosci powietrza. Po drugie, mozna by poruszy¢ watek ochrony ptakow. Byc
moze poprzez dokarmianie sikor w zanieczyszczonych miastach bardziej im szkodzimy,
zangcajac do obszarow silnie zanieczyszczonych, a to moze by¢ dla nich putapka ekologiczna.
Poza tym, aby opublikowaé¢ wyniki w dobrym migdzynarodowym czasopismie, przydatoby si¢
zwroci¢ uwage na szerszy kontekst problemu — zanieczyszczenia powietrza sa problemem nie
tylko w Polsce.

Odnosnie metodyki mam kilka watpliwosci. Po pierwsze: ptaki sg zwierzetami
wyjatkowo mobilnymi. Zwlaszcza poza sezonem legowym moga przemieszcza¢ si¢ na duze
odleglosci, wigc np. osobniki ztapane w centrum Krakowa nie koniecznie musialy przebywac tam
cala zime. Zeby wykazaé, ze rzeczywiscie byly poddane dlugotrwatemu oddziatywaniu
zanieczyszczen trzeba by przytoczy¢ wczesniejsze badania pokazujace, ze bogatki zima nie
oddalajg si¢ od ulubionego karmnika, przeprowadzi¢ eksperyment pilotazowy lub jako jeden
z etapow doswiadczenia obragczkowaé ptaki poznag jesienig i w styczniu bra¢ do eksperymentu
tylko ,,stacjonarne”, oznakowane osobniki.

Po drugie, nie mozna ad hoc zaktada¢ co najmniej 50% frekwencji ponownych odtowow
po 24 godzinach — nie wiemy, jaka to bedzie naprawdg liczba. Moze si¢ okazac, ze bedzie ich
znacznie mniej — ptaki moga przez pewien czas unika¢ miejsca schwytania, szczegolnie
w miescie, gdzie majg pod dostatkiem alternatywnych karmnikow w bezposrednim sgsiedztwie.
Po drugie osobniki odtowione powtdérnie mogg by¢ nielosowg probka schwytanych za pierwszym
razem. Gdyby si¢ okazalo, ze np. ptaki ostabione rzadziej dajg si¢ zlapa¢ ponownie (bo np.
czesciej ging w wyniku stresu), wowczas wsrod powtdrnie schwytanych ptakow dominowatyby
osobniki o dobrej kondycji inie wykrylibySmy réznicy miedzy miastami, nawet, gdyby
rzeczywiscie w miastach bardziej zanieczyszczonych bylto wigcej ptakow o ztej kondycji.

Po trzecie nie rozumiem potrzeby tworzenia podwojnej grupy kontrolnej. Rdznice miedzy
ptakami z Puszczy Bialowieskiej 1 z miast mogg wynika¢ z bardzo wielu dodatkowych
czynnikow, ktorych zbadanie nie jest przedmiotem tego projektu. Poza tym najblizsza puszczy
stacja pomiaru jako$ci powietrza znajduje si¢ dopiero w Biatymstoku, wiec trudno bedzie uzyskaé
doktadne informacje na temat poziomu zanieczyszczen w puszczy, co moze utrudni¢ porownania
(dane z http://www.wios.bialystok.pl/index.php?go=air).

Po czwarte — dlugo$¢ skoku ptaka ustala si¢ w czasie wzrostu pisklat, natomiast dtugosé
skrzydta — w czasie ostatniego pierzenia, zwykle jesienig. Tak wigc oba te parametry raczej nie
oddaja warunkéw, w jakich ptak przebywa na zimowisku. Uwzglednienic morfometrii
wymagatoby dodatkowych wyjasnien. Moze majg to by¢ to parametr y kontrolne sprawdzajace,
czy inne réznice pomigdzy miejscami odtowow nie maja wigkszego wptywu na kondycje
zwierzat? Aby wykorzysta¢ te informacje do oceny wicloletniego wplywu zanieczyszczen na
ptaki trzeba by wiedzie¢, czy zwierzeta rzeczywiscie przebywaly przez tak dlugi czas na terenie,
gdzie je schwytano.

Na koniec bardziej techniczna uwaga dotyczaca cytowan. W spisie literatury zabrakto
przytaczanej pracy Ots i in. 1998 oraz wspominanych raportoéw Gtownego Inspektoratu Ochrony
Srodowiska. Te raporty, jako zrédto danych o zanieczyszczeniach, powinny tez byé zacytowane
przy uzasadnieniu wyboru miast, w ktorych beda chwytane ptaki.

Podsumowujac, projekt porusza ciekawa i wazng tematyke, jednak problemy metodyczne
moga utrudni¢ uzyskanie i interpretacje wynikow.

Marta Czarnocka-Cieciura
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Ocena merytoryczna projektu

Przestany projekt jest wewnetrznie spojny, a wszystkie etapy zostaly przejrzyscie
zaplanowane. Zagadnienie jest nowatorskie i nalezy do dziedziny nauk podstawowych. Projekt
nie ma bardzo duzego wplywu na rozwoj dyscypliny naukowej, ale jego charakter jest naukowy,
a uzyskane wyniki moga by¢ opublikowane w szeregu czasopism naukowych.

Wplyw zanieczyszczenia na $rodowisko jest wiecznie zywym tematem. Badano juz to
zagadnie pod bardzo r6znym katem i na wielu réznych organizmach. Omawiany projekt porusza
aspekt miejskiego smogu, ktorego obecno$¢ w polskich miastach stata si¢ w ostatnim czasie
przedmiotem zywych dyskusji. Ten aspekt podkresla istotno$¢ zaplanowanych badan. Obiekt
badan, ktorym sg ptaki jest przekonujaco uzasadniony, a metody oceny zdrowia ptakow
powszechnie stosowane. Dobrym pomystem jest wykorzystanie karmnika jako miejsca w ktorym
gromadzg si¢ ptaki zimg. Prawidlowe jest tez wzigcie pod uwage okresu najwigkszego zapylenia
w miastach zwigzanego z paleniem w piecach. Mozna rozwazy¢ badanie pod koniec okresu
grzewczego kiedy okres ekspozycji na zanieczyszczenia byl dlugi, a Srednie temperatury bardziej
korzystne dla zwierzat. Nie jestem pewien czy trudne zimowe warunki polaczone ze stresem
1 pobraniem krwi nie ostabig znaczaco ptakéw.

Ocena kosztorysu

Kosztorys projektu zostal sporzadzony starannie i przejrzyscie. Calo$¢ sprawia
przekonujace wrazenie, a kwota catkowita nie jest zawyzona.

Ocena mozliwosci wykonania

Badania zaplanowane w projekcie wydaja si¢ by¢ wykonalne w zatozony przez autorki
sposob. Metodyka zostata sporzadzona skrupulatnie. Préba ptakéw, ktéra by byta pobrana
w terenie jest wystarczajaca. Czas projektu zostal roztozony na trzy lata ze wzgledu
prawdopodobnie na koniecznos$¢ trzykrotnego powtorzenia pomiardéw w réznych miejscach.
Autorki zaplanowaly, ze 50% ptakéw uda si¢ zlapaé ponownie co moze si¢ okaza¢ trudne do
zrealizowania. Brakuje oceny ryzyka.

Mocne strony wniosku

o Nowatorski projekt dotyczacy tematu bedgcego ostatnio w centrum zainteresowan
spotecznych

e Udany wybor obiektu doswiadczalnego, jakim sg miejskie ptaki

e Dobre rozplanowanie i opisanie projektu

Stabe strony wniosku

e Optymizm zatozen
e  Mozliwo$¢ narazenia ptakow na §mier¢ w trudnym dla nich okresie

Jakub D¢bowski
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Recenzja projektu ,Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolno$¢ ukladu
odpornosciowego sikory bogatki”

Praca porusza bardzo aktualny problem zanieczyszczenia polskich miast i negatywnego
wplywu jaki wywiera ono na zdrowie jego mieszkancow. Jednoczesnie coraz wigcej gatunkow
zwierzat bytujacych do tej pory w lasach przenosi si¢ do miast, narazajac si¢ na kontakt
z zanieczyszczeniami. Ochrona tych gatunkéw powinna wigc mie¢ na wzgledzie, ze srodowisko
miejskie moze oslabia¢ zdrowie zyjacych w nim osobnikéw. Zagadnienie czy i w jaki sposob
zanieczyszczenia powietrza oddziatujg na ptaki rzeczywiscie jest warte zbadania.

Pewnym przeciwwskazaniem do przyznania grantu moze by¢ fakt, ze wedtug informacji
zawartych w tek$cie podobne badania byly juz przeprowadzane w warunkach laboratoryjnych.
Moim zdaniem przewaga badania ptakow wolno zyjacych w mieScie nad przytoczonymi
badaniami laboratoryjnymi jest mozliwo$¢ sprawdzenia skutkow dlugotrwalej ekspozycji na
zanieczyszczenia. Ptaki zyjace w mieScie sa wystawione na ich dziatanie praktycznie przez cale
swoje zycie, co moze o wiele silniej wplywac na ich zdrowie niz krétkotrwate poddanie dziataniu
zanieczyszczonego powietrza. Z drugiej strony mogta si¢ w nich rozwing¢ tolerancja na ten
czynnik, co rowniez byloby warte zbadania.

W warunkach naturalnych stezenie zanieczyszczen moze si¢ zmieniaé w ciggu roku,
osiggajgc najwyzsze wartosci w zimie. Zrozumiatym jest, ze badania maja zosta¢ przeprowadzone
w okresie najwigkszej ekspozycji na zanieczyszczenie. Mozna by si¢ jednak zastanowi¢ nad
zbadaniem dlugofalowych efektow zycia w takich warunkach, ktéore moglyby skutkowaé
obnizong odpornosciag réwniez w okresach ostabienia intensywno$ci czynnika stresowego,
1 powtorzy¢ badania w lecie. Nie jest rowniez wytlumaczone, dlaczego wybrano tylko jedng
lokalizacj¢ o czystym powietrzu podczas gdy wytypowano po dwa miasta przydzielone do dwoch
roznych pozioméw zanieczyszczenia. Wyrownanie ilosci prob, a nawet zwigkszenie liczby
lokalizacji do trzech przypadajacych na kazdy poziom zanieczyszczenia zwigkszyloby
wiarygodno$¢ statystyki. Poszczegolne lokalizacje najprawdopodobniej rdéznig si¢ proporcja
rodzajow i wielko$ci zanieczyszczen, co moze wywiera¢ roznorodny wptyw na zdrowie ptakow.
Jest to nie do uniknigcia, ale moze prowadzi¢ do zwigkszenia r6éznic obserwowanych mig¢dzy
miejscami pobierania probek.

Sposob odtowu ptakow nie budzi zastrzezen, lecz warto bytoby zadbaé by odbywat si¢ on
w mozliwie zacisznym miejscu, z dala od glownych ulic, by zmniejszy¢ ryzyko ingerencji innych
czynnikéw stresogennych w zdrowie ptakow. Dodatkowo trzeba pamigtac, ze fakt pobrania krwi
nie jest dla ptakdw neutralny, moga potrzebowa¢ kilku dni lub nawet tygodnia na odbudowanie
puli krwinek, co moze zaburzy¢ pomiar odpowiedzi immunologicznej przeprowadzanej
jednocze$nie na tym samym osobniku.

Cze$¢ literaturowa projektu wydaje si¢ by¢ rzetelnie przygotowana, co dotyczy zardéwno
teoretycznych podstaw projektu opartych na wynikach wczesniejszych badan, jak i zorientowania
w metodach badawczych stosowanych w tego typu testach. Niemniej jednak odnosz¢ wrazenie, ze
autorzy projektu nie dos¢ jasno przedstawiaja zgromadzong wiedzg czytelnikowi ich aplikacji.
Szczegodlnie trudno zorientowaé si¢ w istocie planowanych testow — nie zostalo nigdzie
wspomniane czym jest PHA 1 jaki efekt wywoluje jego podanie, ani na czym polega test
odpowiedzi antybakteryjnej. W ktorym momencie sikory majg byé szczepione bakteriami?
Proponuje tez obliczenie ilosci biatych krwinek w odniesieniu do objetosci krwi zamiast liczby
erytrocytow, skoro jednym ze spodziewanych efektow jest zmiana liczby czerwonych krwinek
mozliwa do zaobserwowania przez spadek hematokrytu.

Mocng strong projektu jest dobrze sprecyzowany problem i wiclo$¢ testow
sprawdzajacych parametry ciata i uktadu odpornoSciowego zwierzat przy mozliwie matlej
ingerencji w ich zdrowie.

Stabos¢ projektu polega na nie dos¢ precyzyjnym przedstawieniu metod, niektore aspekty
samego ukladu eksperymentalnego rowniez wymagaja ponownego przemyslenia. Mimo to mysle,
ze po odpowiednim doszlifowaniu projekt moze znacznie zyskac na atrakcyjnosci.

Malgorzata Lipowska
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Recenzja projektu ,Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolno$¢ ukladu
odpornosciowego sikory bogatki” autorstwa pani Elzbiety Jedrzejczak i pani Katarzyny
Janas

Omawiany projekt dotyczy bardzo aktualnego i prawdopodobnie rosngcego problemu jakim jest
wplyw zanieczyszczenia powietrza na Zywe organizmy, pozostajace pod jego wptywem. W tym
wypadku sg to ptaki, ktore jak zaznaczajg autorki projektu, powinny by¢ szczegdlnie wrazliwe na
ten czynnik. Autorki zwracajg uwage na staby stopien poznania zagadnienia na drodze badan i na
fakt ze przeprowadzone badania nie zdotaly dowies¢ tego wplywu, jednoczesnie wskazujac na
uchybienia w stosowanej metodyce. Gléwnym problemem badawczym w projekcie jest wpltyw
zanieczyszczen atmosferycznych na odpowiedz immunologiczng oraz dodatkowo, czy ptaki
eksponowane na =zanieczyszczenia cechuja si¢ gorsza kondycja 1 wyzszym poziomem
przewlektego stresu.

Jesli chodzi o czg$¢ wprowadzajaca i opis znaczenia projektu, mam zastrzezenie co do
przedstawienia zagadnienia — o ile sam opis jest zrozumialy i zwigzly, to jednak uwazam ze do
podanych stwierdzen powinno poda¢ si¢ wigcej cytacji, by zainteresowania osoba czytajgca tekst
mogta samodzielnie siggna¢ do literatury. Poza tym nie ma si¢ do czego przyczepi¢ ©

Jesli chodzi o koncepcj¢ i metodyke badan, mam trzy metodyczne uwagi.

Po pierwsze, skoro do eksperymentu brane sa po dwa miasta z réznych regionéow Polski, to
roOwniez obszary kontrolne powinny by¢ dwa, zeby zmniejszy¢é prawdopodobienstwo ze czgsé
zwynikow bedzie efektem jakiegos innego czynnika wystepujacego tylko w Puszczy
Biatowieskiej (np. stresu zwigzanego z wigkszg presja drapiezniczg — Krakowie i Poznaniu
zapewne nie ma soweczki ©).

Po drugie, sama lokalizacja grupy kontrolnej budzi watpliwosci — o ile w duzych miastach, mimo
polozenia w regionach o r6znym klimacie, mozemy spodziewac si¢ podobnych warunkow, to
wybor na obszar porownawczy kompleksu lesnego potozonego na NE Polski moze mie¢ wplyw
na wyniki. Inalezy tu podkres$li¢ ze wybrano albo miasta potozone na obszarach o niemal
najwyzszych $rednich temperaturach w Polsce (Krakow, Katowice, Poznan — wszystkie
o temperaturze rocznej ponad 8 — 8.5¥C) albo miasto o wprawdzie chtodniejszym klimacie, ale
w stosunku do wigkszos$ci obszaru Polski duzo tagodniejszej zimie (Gdansk). Natomiast Puszcza
Bialowieska jest potozona w jednym z zimniejszych obszaréw Polski (poza goérami). Ostrzejszy
klimat rowniez moze by¢ stresorem. Moim zdaniem powinny by¢ wybrane dwa duze kompleksy
lesne potozone z dala od miast, ale w regionach o podobnym klimacie. Intuicyjnie do wyboru
mamy np. Lasy Lublinieckie, Puszcz¢ Notecka, Bory Tucholskie, Puszcze Sandomierska.

Po trzecie, sam rozmiar moze nie by¢ dobrym predykatorem kondycji, i to do tego zwigzanej
akurat z wplywem zanieczyszczen. Rownie dobrze poszczegolne populacje mogag byé wigksze
badz mniejsze z powodu doboru na przeciskanie si¢ przez mniejsze szpary w siedliskach
antropogenicznych, ze wzgledu na niska podaz pokarmu (i wtedy w miastach mogg by¢
wicksze©) albo czynniki klimatyczne. Wiemy ze zawartos$¢ ttuszczu w ciele jest u ptakow bardzo
zmienna 1 nie nadaje si¢ do pomiaréw kondycji. Moze wiec lepiej bytoby znalez¢ jaki$ inny
sposob na zbadanie kondycji ztapanych osobnikow? Jaki$ test sprawnosciowy typu jak diugo
osobnik jest w stanie wyrywac si¢ z dtoni podczas ztapania? Moze intensywnos$¢ ubarwienia albo
stan pior moze by¢ tu wskaznikiem? Ostatecznie mozna z tej kondycji zrezygnowac, majac na
uwadze ze i tak jedng z jej miar bedzie odpowiedZ immunologiczna.

Opis metodyki badan terenowych i laboratoryjnych jest zwigzly ale zrozumialy, z jednym
zastrzezeniem. Jako biolog troch¢ bardziej terenowy, nie mam duzej wiedzy na temat
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immunologii, i wyobrazam sobie ze wielu innych recenzentdéw tez mogloby podziela¢ moje
spostrzezenie. Dlatego uwazam ze dobrym rozwigzaniem byloby podanie krétkiego opisu
kazdego badanego parametru i w jakich wartosciach dla kazdej z populacji potwierdza on dang
hipoteze.

Jesli chodzi o charakter wniosku, to niewatpliwie jest on naukowy oraz speknia kryteria badan
podstawowych, jednoczes$nie oferujagc mozliwos¢ wykorzystania wynikow w dziataniach
aplikacyjnych i edukacyjnych. Spehia tez pozostale wymagania i jest wykonany rzetelnie. Projekt
jest bardzo dobry i niezaleznie od otrzymanych wynikoéw (bo jesli nie potwierdzi hipotez, to
znaczy 7e bedziemy zdrowi w Krakowie ©), rokuje na powstanie kilku publikacji
w recenzowanych czasopismach o wysokim IF. Jest to projekt stosunkowo nowatorski,
aczkolwiek nie bedzie miat duzego wplywu na samg dyscypling naukowa, a bardziej na
zrozumienie pewnych zjawisk dotychczas znanych gtéwnie z przewidywan. Mozliwosé
wykonania jest niewatpliwie wysoka, 1 jedynym czynnikiem limitujacym jest tu
prawdopodobienstwo ponownego odtowienia odpowiedniej liczby ptakéw, ktore jednak niskim
kosztem mozna w razie potrzeby podwyzszy¢. Kosztorys jest poprawny, aczkolwiek
przeznaczylbym wigksze $rodki na wyjazdy terenowe, ze wzgledu na dosy¢ duza
nieprzewidywalno$¢ odlawiania si¢ ptakéw 1 mozliwg potrzebe kilkukrotnego odwiedzenia
stanowisk.

Mocne strony:

- interesujgca tematyka

- mozliwo$¢ wykonania

- publikowalno$¢ wynikow i charakter naukowy
- rozsadny kosztorys

- dobrze zaplanowane badania

Stabe strony:

- niektore uchybienia w metodyce
- opis celu, koncepcji i metodyki powinien by¢ troche bardziej przystepny dla osoby
niewtajemniczonej

Bartlomiej Zajac

Celem projektu jest zbadanie wplywu zanieczyszczen powietrza na aktywno$¢ ukladu
odpornosciowego u sikory bogatki.

Jest to na pewno wazny problem, majacy potencjalnie powazne zastosowanie praktyczne. Sam
obiekt badan jest dobrze wybrany — bogatka jest bardzo pospolitym idobrze zbadanym
gatunkiem. Wreszcie zaplanowane metody nie wzbudzaja wigkszych zastrzezen (poza jedna
kwestia, opisang ponizej).

Badania zostana przeprowadzone na pigciu dzikich populacjach bogatki, dzigki czemu — jak
thumacza autorki — “unikniemy problemow z ekstrapolacjg wynikow badan laboratoryjnych na
warunki naturalne ‘. Niestety, oznacza to pojawienie si¢ innego, mozna powiedzie¢ ‘klasycznego*
problemu w badaniach terenowych. Warunki w jakich zyja wybrane populacje r6znig si¢ nie tylko
poziomem zanieczyszczenia lecz takze szeregiem innych czynnikéw mogacych wplywaé na
wydolno$¢ uktadu odpornosciowego. Biatowieza ma na pewno bardziej surowy klimat niz Poznan
czy Gdansk (blisko$¢ morza!). Miejsca mogg rozni¢ si¢ takze iloscig i jakoscig pokarmu (cho¢ to
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do pewnego stopnia moze by¢ ‘wyroéwnane’ prowadzeniem odtowdw koto karmnikow). Dla
ptakow z miasta sama obecnos¢ ludzi koto karmnika bedzie zapewne znacznie mniejszym stresem
niz dla populacji z Bialowiezy. W dodatku sikory bogatki w Polsce sa cze$ciowo migrujace
(Awifauna Polski, Tomiatoj¢ i Stawarczyk 2003), i jest to czestsze na wschodzie kraju. Podczas
gdy populacje z Poznania czy Katowic sa zapewne osiadle, nie wiadomo jakie ptaki zostang
zbadane w Puszczy Biatowieskiej. Jest mozliwe ze dostgpno$¢ pokarmu (np. w okresie wzrostu)
lub obecno$¢ migrantow w Puszczy Biatowieskiej bedg mialy znacznie wigkszy wplyw na
wielkos¢ ciata niz poziom zanieczyszczen.

Teoretycznie sg trzy sposoby jakimi mozna minimalizowa¢ ten problem. Po pierwsze, poniewaz
badania zostang przeprowadzone w ciagu trzech lat, zapewne w r6znych warunkach pogodowych,
mozna stara¢ si¢ oszacowac statystycznie wptyw np. temperatury (a wiec posrednio takze np.
dostepnosci pokarmu) na zmienno$¢ mierzonych parametrow. Po drugie, mozna wybraé
populacje zamieszkujaca jaki§ las w centralnej lub zachodniej Polsce zamiast Puszczy
Biatowieskiej. Bedzie ona i tak bardziej ‘dzika’ niz ptaki z centrum duzego miasta, a b¢dzie zyta
w bardziej zblizonych warunkach klimatycznych. Po trzecie, mozna doda¢ jakie$ bezposrednie
badania poziomu zanieczyszczen w organizmie ptakow (najlepiej przyzyciowe), co umozliwi
bardziej precyzyjng oceng¢ poziomu zanieczyszczen z jakimi stykaja si¢ poszczegdlne osobniki,
iw efekcie moze zwigkszy¢ moc testow (testy na poziomie zmiennosci migdzyosobniczej a nie
tylko zmiennosci migdzy populacjami).

Mowige krotko, samo wykazanie ze odpowiedZ immunologiczna sikor w Bialowiezy jest inna niz
w miastach nie moze by¢ ‘sprzedane’ jako dowod na wpltyw zanieczyszczen. Niestety, autorki ani
razu nie odnosza si¢ do faktu istnienia wymienionych przeze mnie ‘confounding factors’ i w jaki
sposob zamierzajg je kontrolowaé. Obawiam si¢ ze moze to powaznie utrudni¢ opublikowanie
wynikéw takich badan, a w przypadku prawdziwego projektu mogloby to spowodowac jego
odrzucenie.

Drugi istotny problem to badanie odpowiedzi na PHA. Wymaga to dwukrotnego odlowienia tego
samego osobnika i autorki oczekujg co odtowia po raz drugi co najmniej 50% ptakoéw. Niestety,
zmiana grubosci opuchlizny po podaniu PHA jest do§¢ dynamiczna i zwykle jest mierzona po 24
godzinach od podania. Zbyt wczesny/za pdzny drugi odtdow moze sprawi¢ ze dane beda
bezuzyteczne. Do pewnego stopnia czas mi¢dzy pomiarami moze by¢ uzyty jako kowarianta, ale
na pewno nie jest to najlepsze rozwigzanie. Autorki powinny wprost napisa¢ dlaczego uwazajg ze
taki pomiar jest mozliwy (cytaty z badaniami PHA u dziko zyjacych ptakoéw; wilasne dane dla
prawdopodobienstwa ponownych odtowdw itp.).

W tekscie znajduje si¢ troche bledow czy niezrecznych sformutowan. ‘Brown, 1997’ na koncu
strony 1 to ‘Brown i in.’. Nie wiadomo co to jest ‘powszechna opinia na temat szkodliwego
wplywu tego zjawiska’ lub na czym polega ‘specyficzna budowa 1 fizjologia uktadu
oddechowego’ ptakoéw. Bardziej powaznym problemem jest zdanie ktére ma thumaczy¢ znaczenie
projektu: ‘W obliczu braku rozwigzan mogacych w najblizszym czasie znaczaco poprawic jakosc¢
powietrza w miastach, wiedza o tym jak zanieczyszczenia wplywajg na uktad odpornosciowy
ptakow (...) ma kluczowe znaczenie w konteksScie ochrony biordéznorodnosci awifauny miejskiej’.
Domys$lam si¢ ze autorki maja nadziej¢ ze wyniki ich badan znajdg zastosowanie
w przygotowywaniu takich ‘rozwigzan’, ale w takim razie lepiej jest napisa¢ wyraznie co$ w stylu
‘wyniki naszych badan przyczynig si¢ do...".

Pawet Brzgk
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Recenzja projektu ,Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolno$¢ ukladu
odpornosciowego sikory bogatki”

Ten projekt jest klasycznym przyktadem takiego uprawiania nauki, ktore Polske stawia
w jednej z najnizszych pozycji w Europie i powoduje, ze nasz udzial w grantach ERC jest
minimalny. Ot6z w innych krajach poczatkujacym uczonym (studentom, doktorantom) pokazuje
si¢ jakie sg najwazniejsze nierozwigzane problemy (teoretyczne lub praktyczne) w ich dziedzinie,
w nadziei, ze mtodym umystom moze si¢ uda¢ dokona¢ waznego przelomu w tej dziedzinie.
Wiadomo bowiem, ze starym uczonym na pewno si¢ nie uda. Tym mtodym ludziom moze si¢ nie
uda¢, ale ich obowigzkiem jest podja¢ probe. Nie nalezy zaczyna¢ badan, wyniki ktorych na
pewno nie zostang opublikowane ani w Nature, ani w Science, ani nawet w Journal of Animal
Ecology.

A my w Polsce nie méwimy studentom jakie sg wazne nierozwigzane problemy, tylko
uczymy ich technik laboratoryjnych, aby lepiej realizowali nasze nie zawsze najlepsze pomysty.
W ten sposob mtodzi ludzie zyja w przekonaniu, Zze nauka polega li tylko na znajomosci metod
laboratoryjnych. Gdy si¢ ich zmusi do zaprojektowania czego$ nowego, to biorg oparty na
powszechnym przekonaniu pomyst — zrobmy co$ dla ochrony srodowiska. Nie wiedza niestety po
co taki projekt wykonywac i co waznego ma z tego projektu wynikac.

Powiem prosto: nie wiadomo po co recenzowany tu projekt ma by wykonywany. Przeciez
mtodzi ludzie maja tylko jedno zycie, po co zajmowac si¢ rzeczami mato waznymi i po co Skarb
Panstwa ma takie badania finansowaé. Ta zalezno$¢ migdzy odpornoscig sikorek na
zanieczyszczenia a bioréznorodnoscig jest ogromnie naciggana. Nie ma zadnych danych, ze ta
bioréznorodno$¢ maleje wraz z zanieczyszczeniem miast, przeciwnie rosnie bo tam gdy jest
zanieczyszczenie, jest duze zaggszczenie ludzi, ktoérzy wyrzucajg duzo $mieci przyciagajacych
ptaki. A dostgpnos¢ pokarmu imiejsc Iggowych wydaje si¢ znacznie wazniejsza od
zanieczyszczen. A gdyby si¢ okazalo, Ze zanieczyszczenia powoduja spadek odpornosci, to co
z tego waznego wynika dla ekologii ptakéw, a co waznego wynikto by gdyby odpornos$¢ byla
rownie dobra w Krakowie, Poznaniu i w Bialowiezy. Czy wyobrazacie sobie jakie$ zmiany
w podrecznikach ekologii i podrecznikach ochrony $rodowiska po przeprowadzeniu tych badan.
Bo nawet jesli zanieczyszczenia szkodzg sikorkom, to inne czynniki w duzych miastach mogg im
pomagac.

To naprawde jest bardzo mato ambitny projekt i nie sadzg, zeby kto$ chciat go
finansowaé. A przeciez piszac taki projekt jesteScie ograniczeni tylko wyobraznig i nalezy
zaproponowac cos takiego co daje szanse na postep w nauce. Szkoda mtodego zycia na robienie
rzeczy mato waznych, chyba Zze chcemy by¢ tylko laborantami z gwarancja zatrudnienia do

emerytury.

A z innych uwag to moim zdaniem opis finansowania jest zbyt pobiezny. Badania majg
by prowadzone tylko w styczniu, a dwie osoby maja by¢ finansowane przez 12 miesigcy i przez 3
lata. To trzeba przekonywujaco wyjasni¢ i opisa¢. Takze opis statystyki jest zbyt skrocony
i ogélnikowy. Nie wiadomo nawet ile osobnikow bedzie badanych i czy to beda wszystkie
odtowione przy karmikach, czy tylko te odlowione w poprzednich latach, czyli narazone na
dlugotrwaty spadek odpornosci. Nie jestem tez przekonany, ze ograniczenie si¢ do ptakéw wolno
zyjacych ma sens; w laboratorium mozna ustali¢ ile osobnikow zdechlo w z powodu
zanieczyszczenia, a w tereniec mozemy mie¢ do czynienia z ostrg selekcja 1 badaniem tylko tych
osobnikow, ktore sa wyjatkowo odporne. To trzeba przemysle¢ iwyjasni¢. Jedna Puszcza
Biatowieska jako reprezentant terenéw czystych nie wystarcza, bo to moze by¢ nie tylko czystosé¢
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powietrza, ale inne czynniki charakterystyczne tylko dla Biatowiezy. To jest niestety problem
wszystkich badan terenowych, ze aby ustali¢ wptyw jakiego$ czynnika trzeba go bada¢ w kilku

miejscach a na pewno nie w jednym.
Adam Lomnicki
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OSTATECZNA WERSJA PROJEKTU

Wplyw zanieczyszczen powietrza na wydolnos¢ ukladu
odpornosciowego sikory bogatki

Elzbieta Jedrzejczak, Katarzyna Janas

Streszczenie projektu

Zanieczyszczenie powietrza na terenach zurbanizowanych stanowi powazny problem,
z ktorym boryka si¢ wiele aglomeracji. Zagadnieniu temu poswigcono wiele badan, jednak
wigkszo$¢ z nich skupia si¢ wylacznie na wptywie zanieczyszczen na zdrowie czlowieka. Ptaki,
jako organizmy o unikalnej budowie i fizjologii uktadu oddechowego, sg w szczegdlny sposob
narazone na przyjmowanie wiekszych dawek zanieczyszczen.

Oprocz bezposrednich toksykologicznych efektow takich jak uszkodzenie nabtonka
uktadu oddechowego, spodziewamy si¢ ze chroniczna ekspozycja na zanieczyszczenia moze
uposledza¢ roéwniez funkcjonowanie ukladu immunologicznego. Dotychczasowe, nieliczne
badania na ten temat nie wykazaly ostabienia odpowiedzi immunologicznej ptakéw, jednak
przeprowadzane byly w warunkach laboratoryjnych i nie odzwierciedlaly rzeczywistego poziomu
narazenia ptakdw na zanieczyszczenia. W naszych badaniach organizmem modelowym beda
sikory bogatki z dzikich populacji, wystepujacych na terenach miejskich, dzigki czemu unikniemy
problemu z ekstrapolacja danych laboratoryjnych na populacje naturalne. W planowanym
eksperymencie poréwnamy parametry S$wiadczace o wydolnosci uktadu odpornosciowego
i kondycji ptakow z 16 miast wojewodzkich Polski, rézniacych si¢ miedzy soba znaczaco
stopniem zanieczyszczenia powietrza.

W obliczu braku rozwigzan moggcych w najblizszym czasie znaczaco poprawic jakosc¢
powietrza w miastach, konieczne jest zdobycie wiedzy o tym jak zanieczyszczenia wpltywajg na
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego ptakéw a tym samym posrednio na ich dostosowanie.

Cel naukowy projektu

Zanieczyszczenie powietrza na terenie aglomeracji miejskich stanowi niezwykle istotny
i trudny do rozwigzania problem o ci¢zkich do oszacowania dtugoterminowych konsekwencjach.
Skala zjawiska sprawita, ze bardzo wiele uwagi poswigcono wplywowi zanieczyszczen
atmosferycznych na zdrowie czlowieka. Odpowiedzialno§¢ za s$rodowisko przyrodnicze
zobowigzuje nas jednak do tego by zrozumie¢ ich wpltyw na pozostate organizmy. Ptaki jako
jedna z najliczniejszych grup kregowcow wystepujacych w przestrzeni miejskiej, ze wzgledu na
unikalng budowg 1 fizjologi¢ uktadu oddechowego, bedaca przystosowaniem do latania, jest
w szczegolny sposob narazona na zanieczyszczenia atmosferyczne (Brown i in. 1997). U ptakow
nie wystepuja niektdére z mechanizméw oczyszczania drog oddechowych obecnych u ssakow
(brak efektywnego usuwania pylu osadzonego w $luzie z drég oddechowych, worki powietrzne
pozbawione ochrony makrofagoéw) w zwiazku z tym nie mozna odnosi¢ do nich wynikow
uzyskanych w badaniach innych grup zwierzat (Brown i in. 1997). W dotychczasowych
eksperymentach prowadzonych na ptakach udowodniono szkodliwy wplyw zanieczyszczen na
uktad oddechowy, nie udato si¢ natomiast wykazaé¢ szerszego oddziatywania na funkcjonowanie
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catego organizmu lub innych uktadéow (Llacuna i in. 1993, Cruz-Martinez i in. 2015). W tym
kontekscie szczegdlnie ciekawe wydaje si¢ zbadanie uktadu odpornosciowego, ktorego
funkcjonowanie jest kluczowe zaréwno do przezycia jak i osiggnigcia sukcesu reprodukcyjnego
przez zwierzeta.

Gléwnym problemem badawczym w naszym projekcie jest wplyw zanieczyszczen
atmosferycznych na wydolno$¢ ukladu odporno$ciowego u sikory bogatki, ktory testowany
bedzie w oparciu o nastgpujace hipotezy:

Ptaki przebywajace na terenach o w wyzszym stezeniu zanieczyszczen atmosferycznych
beda wykazywatly obnizong:

1) odpowiedz antybakteryjna osocza,
2) ilos¢ biatych ciatek krwi,

3) intensywnos$¢ zabarwienia pior,

4) poziom hematokrytu,

oraz podwyzszony:

5) poziom zapasozycenia,
6) poziom kortykosteronu.

Znaczenie projektu

Nieliczne przeprowadzone do tej pory badania na temat wplywu zanieczyszczen na
fizjologi¢ ptakéw nie przyniosly jednoznacznych odpowiedzi. Llacuna i in. (1993) wykazali
zmiany w funkcjonowaniu i morfologii nablonka tchawicy u dziko zyjacych wrdblowatych.
Badania te pokazaly jednak wytacznie lokalne toksyczne oddziatywanie zanieczyszczen na
struktury najbardziej narazone na szkodliwe czynniki. Interesujace jest pytanie czy oprocz
bezposrednich uszkodzen spowodowanych toksycznym efektem zanieczyszczen obserwuje si¢
rowniez dtugotrwale uposledzenie funkcjonowania uktadu odpornosciowego. Probe odpowiedzi
na to pytanie podjeli Cruz-Martinez i in. (2015) nie udato im si¢ jednak wykaza¢ istotnej zmiany
w wielko$ci odpowiedzi immunologicznej u przepiorek i pustutek wystawionych na podwyzszone
stezenia m. in. tlenkdéw azotu, siarki, benzenu i toluenu. Przyczyna mogt by¢ fakt, ze eksperyment
przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych, w ktorych ptaki eksponowano na
zanieczyszczenia w ciggu 20 dni, tylko przez 1,5 godziny dziennie.

W planowanym przez nas eksperymencie wykorzystamy dzikie populacje sikory bogatki
dzigki czemu unikniemy probleméw z ekstrapolacja wynikow badan laboratoryjnych na warunki
naturalne. Badane przez nas ptaki bedg pochodzily z naturalnych miejskich populacji a wigc
takich, ktére dlugoterminowo narazone s3 na rzeczywiste stgzenia zanieczyszczen. Beda to
pierwsze tego typu badania mogace dostarczy¢ danych na temat faktycznego wpltywu
zanieczyszczen miejskiego powietrza na wydolnos$¢ uktadu odpornosciowego.

Badanie wydolnosci uktadu odpornosciowego jest istotne poniewaz ma ona kluczowe
znaczenie dla kondycji ptaka i moze przyczyni¢ si¢ do obnizonej przezywalno$ci i zmniejszonej
rozrodczosci. W obliczu braku rozwigzan mogacych w najblizszym czasie znaczaco poprawic
jako$¢ powietrza w miastach, wiedza o tym jak zanieczyszczenia wplywajg na uklad
odpornosciowy ptakow bedzie mie¢ praktyczne znaczenie w zagadnieniach zwigzanych z ich
ochrona.

Warsztaty Metodologiczne: Ekologia Ewolucyjna

-81-



-82 -

Koncepcja i plan badan

Oddziatywanie zanieczyszczen powietrza na wydolno$¢ ukladu immunologicznego
testowane bedzie na sikorach bogatkach pochodzacych z naturalnych populacji, z 16 miast
wojewodzkich Polski. Poszczegélne miasta znaczaco rd6znig si¢ od siebie poziomem
zanieczyszczen atmosferycznych co wynika z wielu czynnikow miedzy innymi geograficznych,
przemystowych, politycznych i spotecznych. Przyktadowo, w lutym 2015 roku $rednie stgzenia
pylu zawieszonego PM10 w Gdansku wyniosty 34 pg/m’, podczas gdy w Krakowie osiagnely
warto$é 115 pg/m’, przekraczajac tym samym znaczaco dopuszczalng norme (40 pg/m’)(Raporty
z poszczegdlnych stacjii WIOS, http://powietrze.gios.gov.pl). Badania prowadzone beda
w styczniu i lutym, ktore cechuja si¢ najwyzszymi stezeniami zanieczyszczen (raport GIOS
2014). W zaleznosci od wielkosci miasta, wyznaczone zostang dwie lub trzy lokalizacje,
w poblizu miejsc gdzie zwierzgta dokarmiane sg calg zime. Latwa dostgpno$¢ pokarmu sprawia,
ze ptaki spedzaja w centrach miast caly sezon zimowy, eksponujac si¢ tym samym na
podwyzszone stgzenia zanieczyszczen. W kazdej z lokalizacji odlowionych zostanie do 20
ptakow od ktorych pobrana bedzie probka krwi do badan laboratoryjnych oraz piora z piersi do
spektrofotometrycznego pomiaru intensywno$ci zabarwienia. Dodatkowo ptaki bgda wazone
1 obraczkowane.

Za miar¢ wydolnos$ci uktadu odpornosciowego w eksperymencie przyjeto ilos¢ bialych
ciatek krwi w rozmazie, oraz sit¢ odpowiedzi antybakteryjnej osocza w tescie z Escherichia coli.
Organizm o ostabionej odpornosci bedzie bardziej podatny na zakazenia, dlatego sprawdzony
bedzie réwniez poziom zapasozycenia badanych ptakow. Dobrg miarg kondycji jest takze
intensywno$¢ ubarwienia pior opartego na karotenoidach, poniewaz jest ona wypadkowa
kompromisu migdzy inwestycjag w uktad odpornosciowy a atrakcyjno$¢ (Lumpkin i in. 2014).
Dodatkowo zmierzony zostanie hematokryt oraz kortykosteron, ktorego podwyzszony poziom
moze $wiadczy¢ o dlugotrwatym stresie.

Zebrane dane zestawione zostang z wynikami pomiaréw parametréw fizjologicznych
ptakow i1 przeanalizowane pod katem istnienia zaleznosci pomigdzy poziomem zanieczyszczen
a wydolnoscig uktadu odporno$ciowego. Dodatkowo, w analizie uwzglednione zostang
temperatura oraz poziom hatasu w miejscach odlowow, aby sprawdzi¢ czy czynniki te nie
zaburzajg otrzymanych wynikow.

Metodyka Badan
Gatunek modelowy

Modelowym gatunkiem w badaniach bedzie sikora bogatka (Parus major), ktéra dzigki
szerokiemu zasiggowi, duzym liczebnosciom oraz bardzo dobrze poznanej biologii jest czesto
wykorzystywanym gatunkiem w badaniach zanieczyszczen srodowiska (np. Costa i in. 2014)

Cze$¢ terenowa badan

Pomiary przeprowadzane bedg w 16 miastach wojewddzkich Polski, w ktorych zostang
wytypowane po dwie lub trzy lokalizacje w ktorych odtawiane beda ptaki. Miejsca te znajdowac
si¢ beda na terenach zielonych, w poblizu karmnikow, gdzie gromadza si¢ duze ilosci ptakow.
Lokalizacje wybierane beda z posrod miejsc polozonym blisko centrow miast jak réwniez
oddalonych od nich i tym samym narazonych na nizsze st¢Zenia zanieczyszczen i mniejszy
poziom hatasu.

Podczas odlowow w rozstawione w niewielkiej odleglosci od karmnikow sieci
ornitologiczne schwytanych zostanie do 20 osobnikoéw. Od kazdego z nich w pierwszych dwdch
minutach od schwytania (w celu zminimalizowania efektu krotkotrwalego stresu) pobrana
zostanie probka krwi (2 kapilary — ok. 140 pl), przeznaczona do wykonania rozmazow,
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hematokrytu, odpowiedzi antybakteryjnej i oznaczen st¢zenia kortykosteronu. Nastepnie pobrana
zostanie kepka pior z piersi do badania poziomu intensywnosci zabarwienia. Wszystkie ptaki
zostang tez zaobragczkowane.

Analizy laboratoryjne.

W celu okre$lenia liczby biatych ciatek krwi (WBC) wykonane zostang rozmazy wedlug
metody podanej w Costa i in. (2014). W rozmazach sprawdzona zostanie ilo$¢ pasozytow krwi
zrodzajow Plasmodium 1 Haemoproteus. Jako miara WBC oszacowana zostanie liczba
leukocytow na 10 000 erytrocytdow. Poziom hematokrytu zmierzony zostanie poprzez
odwirowanie kapilary w wirowce przez 10 minut w 10 ty§ r.p.m. i nastgpnie pomierzenie
wysokos$ci stupa erytrocytow (jak w Ots i in. w 1998). Odwirowane osocze wykorzystane bedzie
w tescie odpowiedzi antybakteryjnej (Tieleman i in. 2005). Na szalki z podlozem agarowym
posiany zostanie szczep Escherichia coli (ATCC, szczep 8739) nastgpnie na polowe z nich
dodane 5 pl surowicy sikor. Proby kontrolne pozostang bez surowicy. Przez pierwsze 45 min
szalki inkubowane beda w 41°C a nastepnie przeniesione zostang do 37°C na 12 godzin. Po
uplywie tego czasu policzone zostang wyroste kolonie. Poziom kortykosteronu w osoczu
zmierzony zostanie przy pomocy dostepnych komercyjnie testow ELISA (ENZO Life Sciences,
ADI, 900-097, Farmingdale, NY, USA) wedlug metody podanej w Wada i in. (2007).

Pomiary reflektancji

Reflektancja, bedgca miarg intensywno$ci zabarwienia pidr, zostanie zmierzona za
pomocg spektrofotometru Ocean Optics JAZ (sprzet na wyposazeniu Instytutu Nauk
o Srodowisku UJ). Kepka pior pobrana od kazdego osobnika zostanie dziesigciokrotnie
pomierzona z odlegto$ci 3 mm a uzyskane w ten sposob wyniki bedg usredniane i opracowywane
w programie R Studio, przy uzyciu pakietu PAVO (Maia i in. 2012).

Dane o zanieczyszczeniu

Dane o poziomie aktualnych zanieczyszczen gazowych i pylowych oraz poziomie hatasu
w miejscach odtowow ptakdéw, zostang uzyskane z odpowiednich Wojewodzkich Inspektoratow
Ochrony Srodowiska. W analizach uwzglednione zostana zanieczyszczenia pytem PM10 i PM2.5
oraz zanieczyszczenie tlenkami siarki, azotu i wegla. Dodatkowo z Instytutu Meteorologii
i Gospodarki Wodnej pozyskane zostang informacje o temperaturze w migjscach odlowow,
w styczniu 1 lutym.

Analiza statystyczna

Aby uzyska¢ jedng miar¢ poziomu zanieczyszczen w pierwszej KolejnosSci
przeprowadzona zostanie analiza PCA, w ktdrej zmiennymi bedg dane dotyczace stezen: tlenkow
azotu, siarki i wegla oraz pytow PM10 i PM2,5. Dalsza analiza przeprowadzona zostanie przy
uzyciu ogolnego modelu liniowego, w ktorym zmienng zalezng beda kolejno wyniki
poszczegblnych analiz dotyczacych parametrow uktadu odpornosciowego i kondycji sikor,
natomiast predyktorami ciagtymi beda: gtdéwna sktadowa uzyskana w analizie PCA, temperatura
i poziom hatasu a czynnikami losowymi miasto i miejsce odtowow.
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Kosztorys:
Tresé Planowane koszty w roku (zt) tacznie
2016 2017
1. Koszty bezposrednie, w tym: 33 850 33 000 66850
1/ Wynagrodzenia 4 000 26 000 30000
2/ Aparatura 0 0 0
3/ Inne koszty bezposrednie 29 850 7 000 36850
2. Koszty posrednie 20% 6770 6600 13370
taczne koszty (1+2) 40620 39600 80220

Uzasadnienie kosztow:
Wynagrodzenia
e  Wynagrodzenia wykonawcow projektu: 22 000 zt (2*11 miesigcy* 1000 zt)-->

Projekt zostat rozpisany na 11 miesiecy: od listopada 2016 do wrzesnia 2017. Przyblizony
harmonogram:

-listopad-grudzien 2016: przygotowania do badan,

-styczen-luty 2017: badania terenowe,

-marzec-czerwiec 2017: analizy laboratoryjne,

-lipiec-wrzesien 2017: analiza wynikdw, przygotowanie manuskryptu, wyjazd na konferencje
e  Wynagrodzenia dla pracownikéw technicznych: 8 000 zt (4*2 miesigce®1000 zt)

Inne koszty bezposrednie:

e  Odczynniki laboratoryjne:
-Corticosterone ELISA Kit 10*1100 zt = 11 000 zt
-szalki z podtozem tryptozo-sojowym ok. 50 paczek po 20 szalek*30 zt = 1500 zt
-szczep wzorcowy ATCC =200 zt
e Sprzet : (np. suwmiarka, kapilary, igly, strzykawki, szkietka) 5 000 zt
e Obraczki: 150 zt
e Koszty badan terenowych: 12 000 zt, w tym :
-koszty paliwa: 8 000 zt
-diety wyjazdowe: 2 000 zt
-zakwaterowanie: 2 000 zt
o Wyjazd na zagraniczng konferencje: 4000 zt (4 000 zt * 1osoba)
e Publikacja: 3 000 zt
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5. Wplyw zanieczyszczenia powietrza na ste¢zenie flawonoidow w
wegetatywnych i generatywnych organach poziomki pospolitej
(Fragaria vesca L.).

PIERWSZA WERSJA PROJEKTU

Rola zmian zachodzacych w roslinie w reakcji na zanieczyszczenie

powietrza
Jakub Debowski — Instytut Botaniki, Jowita Niedojadto — Instytut Nauk o Srodowisku

Streszczenie projektu

Zanieczyszczenie powietrza jest czynnikiem stresowym dla roslin. Rosliny w odpowiedzi
na stres produkujg wtorne metabolity o dziataniu antyoksydacyjnym — flawonoidy. Odpowiadaja
one nie tylko za obron¢ przed czynnikami stresowymi, ale réwniez za kolor i zapach owocow.
Wykazujg one rowniez dziatania terapeutyczne, jednak w wysokich stezeniach mogg wykazywac
skutki nieporzadna na zywiace si¢ owocami zwierzgta. Celem projektu jest okreslenie czy
w warunkach stresu chemicznego ro$lina bedzie inwestowala w dostosowanie poprzez
podniesienie atrakcyjnosci owocu czy w ochron¢ organizmu. Badanie przeprowadzone zostanie
na poziomce (Fragaria vesca) w szklarniach do$wiadczalnych, gdzie wprowadzony zostanie
czynnik stresowy w postaci zanieczyszczonego tlenkami niemetali powietrza. Ocenione zostanie
stezenie flawonoidow w poszczegoélnych tkankach roslinnych (owoce, liscie i korzenie),
zawarto$¢ azotu, siarki i wegla w celu wykluczenia dodatkowego wptywu zanieczyszczen, a takze
zawarto$§¢ biatka alergennego Tra a 1 posredniczacego w syntezie flawonoidow. Owoce
wyhodowane w warunkach eksperymentalnych ocenione zostang pod katem preferencji przez
nornice rudg (Myodes glareolus). Nieznaczny wzrost zawartos$ci flawonoidow w owocu mogiby
poprawic¢ jego walory smakowe i zapachowe, a tym samym mogt by mie¢ wptyw na zwigkszenie
dostosowania. Z drugiej strony wysokie stezenia we wszystkich badanych tkankach moglo by
sugerowac, ze stres jest zbyt duzy i ro$lina inwestuje w mechanizmy obronne. Badania poruszajg
wazny aspekt zmiany fizjologii ro$lin w warunkach zanieczyszczonego powietrza i mogg wskazaé
ewentualne skutki na zachowania roslin. Jednoczesnie oznaczajgc wplyw zanieczyszczenia na
synteze alergicznego biatka Tra a 1 badania stajg si¢ atrakcyjne nie tylko dla naukowcow z tej
dziedziny, ale takze dla szeroko pojetego spoteczenstwa.

Cel naukowy projektu
(jaki problem naukowy wnioskodawca podejmuje si¢ rozwigzaé, hipotezy badawcze)

Rosliny w odpowiedzi na stres produkuja wtorne metabolity, ktore moga stanowic
potencjalne zagrozenie dla zwierzat rozsiewajacych ich nasiona. z drugiej strony wiele z tych
substancji odpowiedzialnych jest za jako$¢ i atrakcyjno$¢ kolorystyczng owocu i wykazuje
pozytywny wplyw na zdrowie. W sytuacji stresowej roslina aby zoptymalizowaé swoje
dostosowanie moze zastosowaé rozne strategie, inwestycja w ochron¢ wiasnych tkanek lub
zwickszenie atrakcyjnosci owocu. Mozna zada¢ pytanie, czy w warunkach stresu chemicznego
ro$lina inwestuje w zwigkszenie dostosowania czy w ochron¢ organizmu? Zwigkszona ilos¢
flawonoidow we wszystkich tkankach rosliny wiacznie z owocem w st¢zeniach moggcych
zaszkodzi¢ zwierzgtom rozsiewajgcym ich nasiona, moze by¢ sygnalem, Ze roslina
skoncentrowana jest na walce ze szkodliwymi oddziatywaniami substancji chemicznych
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zawartych w powietrzu. Sytuacja, w ktdrej roslina wykazuje wysokie stezenia flawonoidow
w tkankach wegetatywnych przy jednoczesnym ograniczonym wzroscie tych substancji w owocu,
mogacych wplywaé na ich kolorystyczng i zapachowa atrakcyjno$¢, sugerowa¢ moze probe
zwigkszenia swojego dostosowania.

Znaczenie projektu

(dotychczasowy stan wiedzy, uzasadnienie podjecia problemu badawczego, uzasadnienie
nowatorskiego charakteru badan, znaczenie wynikow projektu dla rozwoju danej dziedziny
i dyscypliny naukowej oraz rozwoju cywilizacyjnego)

Zanieczyszczenie powietrza tlenkami niemetali i ozonem staje si¢ coraz powazniejszym
problemem w zwigzku z rozrostem aglomeracji, przemystu i transportu. Negatywny wplyw na
organizmy ro$linne potwierdzony zostat w wielu badaniach (WHO 2014, AHA 2010). Stres
chemiczny jakiego do$wiadczajg rosliny zmusza je do aktywacji mechanizmoéw obronnych.
Przeprowadzone badania wykazaly w tkankach pytku brzozy (Betula pendula) wzmozong
produkcje alergennego biatka Bet v 1 pod wplywem zanieczyszczen. Homologiem biatka Bet v 1
jest wystepujace w truskawkach (Fragaria x ananassa) i dziko rosnacych poziomkach (Fragaria
vesca) biatko o dziataniu alegennym Tra a 1 (Futsuki 2014). Bialka te biorg udziat w szlaku
syntetyzujacym zwigzki z grupy flawonoidéw (Helander 1997), ktore wykazuja dziatanie
antyoksydacyjne, chronigc aparat fotosyntetyczny rosliny przed uszkodzeniem. Wzrost st¢zenia
biatka w ro$linie skutkuje wzmozong synteza flawonoidow (Mufioz 2000). Moze ono nastgpowac
na skutek dziatania stresorow fizycznych i chemicznych. Roslina broni si¢ przed czynnikiem
stresowym, probujac zminimalizowac negatywny wptyw, co objawia si¢ wzrostem st¢zenia biatka
i flawonoidow. Flawonoidy oprocz silnego dziatania antyoksydacyjnego, wykazuja wlasciwosci
bakteriobdjcze 1 grzybobojcze. Jednocze$nie flawonoidy petnig funkcje barwnikéw roslinnych
nadajacych kolor dojrzalym owocom. Wplywaja one rowniez na ich zapach (Mierziak i in. 2014).
Wielokrotnie potwierdzano terapeutyczne i zdrowotne dzialanie flawonoidow na organizmy
ludzkie i zwierzgce (EFSA 2010; Cushine i Lamb 2006). Jednoczesnie badania nad flawonoidami
wskazujag ich dziatanie szkodliwe, zwlaszcza w wysokich stezeniach (Skibola i Smith 2000, Ross
2000, Rosenthal i Berenbaum 2012).

Badania podejmujg aktualny temat wpltywu zanieczyszczen na zmiany zachodzgce
w narazonych roslinach. Niniejszy projekt przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia procesow
stresowych u roslin w potencjalnym kontekscie ewolucyjnym. Jednocze$nie praca pozwoli na
uzupetienie dotychczasowej wiedzy na temat alergennych biatek wystgpujacych w poziomkach
1 potencjalnym wplywie zanieczyszczen na wzrost ich alergennosci, co pozwoli rozszerzy¢ krag
zainteresowan badaniem na szeroko pojete spoteczenstwo.

Koncepcja i plan badan
(ogolny plan badan, szczegotowe cele badawcze, wyniki badan wstepnych)

Badania zaproponowane w projekcie majg charakter eksperymentalny i przeprowadzone
zostang w S$cisle kontrolowanych warunkach szklarniowych, co pozwoli na zminimalizowanie
wplywu innych czynnikdéw na doswiadczenie. Ramy czasowe projektu zawierajg si¢ dwuletnim
okresie, ktory obejmuje: wstgpne analizy materiatu roslinnego, uprawe eksperymentalng poziomki
(Fragaria vesca), testy preferencji pokarmowych, obrobke i analize zebranego materiatu
roslinnego, analize statystyczna.

Wiadomym jest, ze biatko Bet v 1 wykazuje zwigkszong ekspresj¢ pod wplywem
zanieczyszczen. Homologiczne biato wystepujace w tkankach truskawek Tra a 1 w sytuacji
stresOw rowniez wykazuje wzmozong ekspresje (Futsuki 2014). Jednakze wplyw zanieczyszczen
powietrza na wydzielanie tego biatka do tej pory nie zostal badany, a jest to wysoce
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prawdopodobne. Biatko to bierze udziat w szlaku syntezy flawonoidoéw, ktore wydzielane sg
w warunkach stresu 1 majg za zadanie zapewni¢ ro$linie przetrwanie. Jednakze stres
spowodowany zanieczyszczeniem powietrza pochodzenia antropologicznego nie jest tak ostrym
stresem jak np. atak patogena. Roslina moze zareagowaé na taki chroniczny stres w odmienny
sposob. Nawet jesli nie powiedzie si¢ jednoznaczne potwierdzenie hipotezy, wcigz wartosciowym
wktadem w nauke bedzie ocena ekspresji biatka Tra a 1 w roznych tkankach poziomki
w warunkach zanieczyszczenia.

Metodyka badan
(sposob realizacji badan, metody, techniki i narzedzia badawcze, metody analizy i opracowania
wynikow, urzqdzenia i aparatura wykorzystywane w badaniach)

Uprawa

Pierwszym etapem planowanych badan jest zatozenie hodowli poziomki pospolitej
Fragaria vesca L. W tym celu zakupione zostang dwie szklarnie z poliweglanu o szkielecie
aluminiowym, wyposazone w metalowa podtoge i uchylane okna. Szklarnie zostang umieszczone
na terenie nalezacym do Uniwersytetu Jagiellonskiego w obrgbie Polanki Haller. W kazdej
szklarni pod koniec kwietnia zostanie posadzone 50 sadzonek poziomki w podtuznych
skrzynkach plastikowych z zachowaniem 15cm odstgpu. Skrzynki wypelnione bgda mieszanka
ziemi ogrodowej, torfu i piasku w proporcji 400:80:20L. W momencie posadzenia sadzonkom
zostanie podany nawodz azotowo-magnezowy nastgpnie podczas wzrostu co 5 dni beda
otrzymywaé nawoz fosforowo-potasowy podawany w formie ptynnej doglebowo. Wszystkie
rosliny beda regularnie podlewane. Do jednej ze szklarni zostanie poprowadzony gumowy waz
odprowadzajacy spaliny z agregatu z silnikiem diesla w celu symulowania antropogenicznego
zanieczyszczenia powietrza. W drugiej szklarni kontrolnej zostanie zainstalowana instalacja
suplementujagca CO, w celu wyeliminowania réznic pomigdzy zawartoscig tego gazu, ktorego to
podwyzszone stezenie mogloby wplyna¢ na rosliny (Amthor 1995) Za pomocg przyrzadow
pomiarowych dokonywane begda pomiary stezenia gazow w obu szklarniach. Pierwszym
pobieranym materiatem do badan wystepujacych biatek bedzie pylek. Planowany zbidér owocow
zostanie przeprowadzony w lipcu i jednoczes$nie pobrany zostanie do badan materiat zielny z 30
roslin z obu szklarni wliczajagc w to 3 owoce z krzaczka oraz probki z korzenia i liScia oraz owoce
do badan behawioralnych.

Przygotowanie materialu do badan

Zebrane czesci roslin (pylek, liscie, korzenie i owoce) poddane zostang procedurze liofilizacji
przy uzyciu liofilizatora DONSERV. Zabieg ten ma na celu przygotowanie do badan przy
jednoczesnym jak najwierniejszym zachowaniu wtasciwosci materiatu. Nastepnie rozdrobniony
zostanie on w mtynku kulowym firmy Retsch CryoMill. Pozwoli to na uzyskanie jednorodnego
materiatu z duzo wigksza precyzja niz przy pomocy manualnych klasycznych metod,
jednoczesnie oszczedzajac czas. Tak przygotowany material poddany zostanie podzniejszym
analizom molekularnym i chemicznym w laboratorium Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Analizy chemiczne i molekularne

Pierwiastki C, N, S: Przy uzyciu spektrometru masowego (porownanie probek pod katem
obecnosci pierwiastkow C, N, S) zostang zbadane probki owocow z 5 roslin doswiadczalnych i 5
kontrolnych. Ma to na celu sprawdzenie czy nie zachodzi akumulacja jednego z wymienionych
pierwiastkow.
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Flawonoidy: Zawarto$¢ flawonoidow w pobranym materiale roslinnym oznaczona zostanie za
pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Technika ta charakteryzuje si¢ duza
czutoscig, pozwala na identyfikacje i ocen¢ iloSciowa zwigzkéw chemicznych. Metoda ta jest
szeroko stosowana w ocenie st¢zenia flawonoidow (Wang i in. 2009, Rijkea i in. 2006)

Biatko Tra v 1: Bialko alergenne oznaczone zostanie za pomoca testu immunoenzymatycznego
ELISA. Metoda powszechnie stosowana jest w ocenie biatek roslinnych.

Test preferencji

W testach wykorzystane zostanie 30 nornic pochodzacych z niewoli. Dieta tego gatunku
w srodowisku naturalnym bogata jest w owoce lesne miedzy innymi poziomki. Test
przeprowadzany bedzie w czystym pudetku, w ktérym umieszczona zostanie krdotka przegroda
(25 mm i 10 mm) oddzielajgca dwa stanowiska z randomowo podawanymi owocami (owoce
pochodzace z kontroli i z grupy z czynnikiem eksperymentalnym). Oceniany bedzie wybor
owocu, czas w jakim zostal on dokonany, czas przeznaczony na wachanie i procent zjedzonego
owocu (zmieniono za: Cooper and Francis, 1979)

Analiza statystyczna

W celu wykazania réznic pomiedzy zawartos$cig zwigzkéw fenolowych i biatek pomiedzy grupa
kontrolng a eksperymentalng zastosowany test t-Studenta dla prob niezaleznych. W testach oceny
preferencji rowniez wykorzystany zostanie test t-Studenta dla prob niezaleznych.
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Kosztorys
Przedmiot Srodki na poszczegélne lata (zI)
2016 2017 Razem
1. Bezposredni koszt, w tym: 60 280 16 500 76 780
1/ Wynagrodzenie 24 000 12 000 36 000
2/ Sprzet 14 500 0 14 500
3/ Inne 21780 4 500 26 280
2. PoSredni koszt 9156 3300 12 456
Koszt calkowity (1+2) 69 436 19 800 89 236

Szczegotowe koszty:
Uprawa:

Sadzonki poziomki: 100 x 3,00zt = 300zt

80L torfu: 10zt

Pojemniki: 130zt

Piasek sortowany rzeczny 40kg: 30zt

Ziemia ogrodowa 400L: 50zt

Nawo6z fosforowo-potasowy Florovit Agro 20L: 160zt

Nawoz azotowo-magnezowy Florovit Agro SL: 50zt

Szklarnia z poliweglanu o powierzchni 6,2m2 z podtogg metalowa i szkieletem aluminiowym:
2x1700zt = 3400zt

Agregat pradotworczy z akcesoriami 1500zt

Paliwo do agregatu: 3800zt

Analizator jako$ci powietrza IEQ: 9600zt

Butla 8L CO, z instalacjg do aplikacji: 250zt

Hodowla gryzoni - koszt calkowity wypozyczenia na 1 miesigc 30 nornic: 9000zt

Procedury laboratoryjne

Spektrometria Mas: 500zt

ELISA kit: 2000zt

HPLC: 2000zt

Wynagrodzenie: 2 x 1000 x 12 + 2 x 500 x 12= 3600
Konferencja: 8000zt
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RECENZJE

Recenzja projektu Jakuba Debowskiego i Jowity Niedojadlo
pt. ,,Rola zmian zachodzacych w roslinie w reakcji na zanieczyszczenie powietrza”.

Ocena merytoryczna

Mam wrazenie, ze projekt nie zostal do konca przemyslany i doktadnie zaplanowany.
Brak jest jasno podanych celow i hipotez oraz przewidywan. Tok rozumowania i kolejne kroki
planowane podczas badan sg logiczne i oparte na dostgpnej literaturze (ktdra powinna by¢
posortowana alfabetycznie). Nalezy pochwali¢ korzystanie z najnowszych badan, na temat
negatywnego wplywu zanieczyszczenia powietrza na rosliny. Budowa projektu opiera si¢ na
przedstawieniu tego, co w badanej dziedzinie jest znane i zwroceniu uwagi na luki w badaniach,
ktore autorzy projektu chcg uzupehic.

Mocng strong projektu jest opisanie poszczegdlnych metod, zwlaszcza tych, ktore moga
nie by¢ powszechnienie znane wszystkim, a takze uwzglednienie argumentacji dlaczego wtasnie
ta metoda zostala wybrana sposrod wszystkich dostepnych. Zdanie: ,,Za pomoca przyrzadow
pomiarowych dokonywane bgdg pomiary stezenia gazow w obu szklarniach” nie jest precyzyjne —
lepiej bedzie brzmie¢ gdy zostang podane nazwy tych przyrzadow lub to stwierdzenie zostanie
uproszczone.

Do stabych elementéw nalezy wystgpowanie literowek i1 zdan budowanych czasem
W sposOb gramatycznie niepoprawny. Moga one sugerowaé, Ze autorzy nie s3 sumienni
i doktadni. Ponadto, streszczenie za bardzo skupia si¢ wokot metodyki — korzystniejsze mogloby
by¢ poswigcenie tego miejsca na skrocony opis znaczenia projekt — najwazniejszym celem
streszczenia powinno by¢ przekonanie fundatoréw, ze projekt jest wazny.

Informacja o tym, ze flawonoidy w wysokich stezeniach mogg wywolywac niepozadane
skutki jest wazna i1 bardzo ciekawa, brak jednak w tym wypadku przypisu i odniesienia do
literatury.

Tytut rozpoczynajacy si¢ od ,,Rola zmian zachodzgcych w roslinie (...)” nie oddaje
charakteru badan. Jest to stwierdzenie zbyt ogolne i sugeruje, ze w projekcie beda uwzglednione
rézne zmiany, ktore w roslinie zachodza, a nie tylko badane przez autorow stezenie flawonoidow.
Ponadto, nie jestem pewna czy uzywanie stwierdzenia ,,zachowania ro$lin” jest rozsadne.

»Sytuacja w ktorej roslina wykazuje wysokie stezenia flawonoidow w tkankach
wegetatywnych przy jednoczesnym ograniczonym wzroscie tych substancji w owocu, mogacych
wplywaé na ich kolorystyczng i zapachowg atrakcyjnos¢, sugerowa¢ moze probe zwigkszenia
swojego dostosowania.” Rozumiem, ze w momencie podniesienia poziomu flawonoidow
w tkankach (organow) wegetatywnych roslina zwigksza ochrong¢ wiasnych tkanek nawet w
sytuacji gdy flawonoidy w owocach pozostajg na poziomie nie zaburzajgcym atrakcyjno$ci owocu
w taki sposob, aby nie zmniejszy¢/zwigckszy¢ szansy na skuteczng endozoochorig.
Sugerowatabym raczej zwrocenie uwagi, ze zwigkszony poziom flawonoidéw we wszystkich
czgsciach roslin, z wyjatkiem owocu byltoby raczej strategig mieszang polegajacg jednoczes$nie na
ochronie waznych dla przetrwania organow wegetatywnych i probie zwickszenia dostosowania.
Drugim aspektem jest zastanowienie si¢, w jakim stopniu u ro$liny narazonej na dzialanie
zanieczyszczen powietrza, flawonoidy majg szans¢ znajdowaé si¢ w roéznych stezeniach,
w poszczegolnych organach nadziemnych (jednakowo mnarazonych na dziatanie tych
zanieczyszczen).

Flawonoidy nie sg synonimem fenoli — w obrgbie zwigzkéw fenolowych wyrdézniamy
miedzy innymi flawonoidy. Metodyka méwi o tym, ze zbadane zostang cze¢sci roslin pod katem
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wystepowania w nich flawonoidéow, w czgsci ‘analiza statystyczna’ autorzy natomiast chcg
wykaza¢ roznice pomig¢dzy zawartoScig zwigzkoéw fenolowych 1 bialek (jakich biatek —
wszystkich?). Ponadto, flawonoidy to bardzo liczna grupa do ktérej nalezy ponad 8000 réznych
zwigzkow chemicznych — moze warto zastanowiC si¢ ktore zwiazki beda badane i z jakich
powodow akurat te?

Kwestia badan behawioralnych zwigzanych z testem preferencji nornic nie jest calkowicie
jasna. Uwazam, ze trzeba zaplanowac ile nalezy przeprowadzi¢ powtdrzen dla jednego osobnika.
Nic nie wspomniano rowniez o rozktadzie pici. Testy preferencji sg trudne w interpretacji,
a mierzenie czasu w jakim dokonano wyboru owocu moze nie by¢ dobrym wskaznikiem
preferencji. Czy na pewno wyniki beda mogly odpowiedzie¢ na hipoteze stawiang przez autorow
projektu? Czy na pewno ewentualny brak checi wyboru owocu przez nornicg bedzie swiadczyt
o braku preferencji, a nie na przyktad o tym, Zze nie jest gtodna lub nie zna takiego pokarmu
poniewaz pochodzi z niewoli? Prosz¢ wyobrazi¢ sobie, ze po zjedzeniu pierwszej poziomki
w cato$ci (nie istotne z ktorej grupy) apetyt i zainteresowanie zwierzecia bedg male¢ z kazdym
nastgpnym owocem, co rowniez bedzie prowadzito do réznic w wynikach (biorgc pod uwage
zwlaszcza to, ze autorzy chcg uwzglednia¢ % zjedzonego owocu).

Jaki jest przewidywany mechanizm, ktérym bedg kierowac si¢ nornice podczas wyboru
owocu? Jakim zmystem postuguja si¢ nornice podczas wyboru pokarmu, istotny jest tutaj wzrok
czy wech? Autorzy wspominajg o mozliwym wplywie fenoli na kolor oraz zapach owocu, ale
czy zostalo to gdzie§ zbadane 1 potwierdzone? 1 czy fenole wptywaja na zapach owocu
sprawiajac, ze moze on stac si¢ bardziej atrakcyjnym pokarmem dla nornic?

Znaczenie projektu

Projekt moze pozwoli¢ na zglebienie tematu radzenia sobie ro$lin z niekorzystnym
wplywem $rodowiska.Autorzy pisza, ze ,,niniejszy projekt przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia
procesow stresowych u roslin w potencjalnym konteks$cie ewolucyjnym” —nie widzg, aby
w metodologii badan i stawianych hipotezach byla wzmianka o chgci zrozumienia procesow
stresowych. Zaden z testow przytoczonych przez autoréw projektu nie ma na celu sprawdzenia
w jaki sposob dzialaja procesy stresowe. Ciekawym elementem za to jest zwrdcenie uwagi na
alergenno$¢ badanych zwigzkow. Projekt uwazam za ciekawy i majacy duzy potencjal, ale
konieczne jest jego ponowne przemyslenie i dopracowanie, a przede wszystkim zdefiniowanie
hipotez 1 przewidywan. Po zakonczeniu projektu wyniki mogg zosta¢ opublikowane
w czasopismach specjalistycznych.

Ocena mozliwosci wykonania

Eksperyment, pomimo niescistosci jest zaplanowany logicznie i jest mozliwy do
przeprowadzenia w zaplanowanym czasie. Przygotowanie szczegdétowej metodyki technologii
uprawy oraz analiz§wiadczy o wysokiej wiedzy autoro6w na przedstawiony temat i zwigksza ich
wiarygodnosé, co jest bardzo mocng strong catego projektu.

Ocena kosztorysu

Badania sa stosunkowo tanie, calkowity ich koszt nie przekracza 90000 zi.
Wynagrodzenia stanowia az 40% kosztow catkowitych, co wydaje si¢ bardzo duzym kosztem,
jednak przy wzigciu pod uwage niskich kosztow catego projektu, mozna na ten fakt przymknac
oko, zwlaszcza, ze eksperymenty zaplanowano na dwa lata co zdecydowanie zmniejszyto koszty
wynagrodzen. Mocng strong kosztorysu jest wyszczegolnienie wszystkich potrzebnych rzeczy
wraz z kosztem ich zakupu.
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Biorgc pod uwage, ze nornice bedg wykorzystywane przez 1 miesiagc, a badania ich
preferencji nie sg kluczowa sktadowa projektu (i istnieje duza szansa, ze nic z nich nie wyjdzie),
bardzo dobrym rozwigzaniem jest zaproponowane przez autoroOw wypozyczenie nornic wraz
z potrzebnym do ich hodowli sprzetem, co roOwniez znacznie obnizyto koszty catego projektu.
Autorzy nie zapomnieli o zaplanowaniu konferencji, w ktorej uczestnictwo jest istotnym
elementem badan pozwalajagcym na podzielenie si¢ z wynikami z innymi. Mysle, Zze podanie
konkretnej konferencji, ktora dotyczy rozpatrywanej w projekcie tematyki, zostatoby dobrze
odebrane.

Anna Giermek

Recenzja projektu pt.: Rola zmian zachodzacych w roS$linie w reakcji na zanieczyszczenie
powietrza

Ocena merytoryczna projektu

Autorzy projektu podjeli si¢ odpowiedzi na interesujace pytanie w jaki sposob rosliny
reaguja na stres wywolany zanieczyszczeniami antropogenicznymi oraz jaka w zwigzku z tym
wybierajg strategi¢ przetrwania — inwestycj¢ w ochrong¢ witasnych tkanek czy tez w rozsiewanie
nasion.

Pomimo niewatpliwie ciekawego celu badawczego zalozenia obarczone sg pewna
niekonsekwencjg a uzasadnienie podje¢cia takiego tematu opisane zostato w sposob dos¢ zawity co
utrudnia mi zrozumienie wnioskowania przeprowadzonego przez autoréw (By¢é moze
przedstawienie zaleznosci na schemacie bytoby bardziej czytelne?)

Na podstawie danych literaturowych autorzy podaja, iz zanieczyszczenia powietrza moga
by¢ czynnikiem stresujagcym i wywolywaé u roslin odpowiedz obronng w postaci zwickszonej
produkcji flawonoidéw. Niejednoznaczny jest natomiast wptyw flawonoidow na zwierzeta i ludzi,
co zostato przez autorow przytoczone kilkukrotnie (str. 1, acc. 2; strona 2, acc. 1). W kontekscie
powyzszego podejmowanie tematu réznych strategii ewolucyjnych roslin w zaleznosci od
preferencji pokarmowych potencjalnych rozsiewaczy nasion nie daje jednoznacznej odpowiedzi.
Analogicznie mozna by stwierdzi¢, ze zwigkszenie ilosci flawonoidéw w owocach jest strategia
majacg na celu przyciagniecie gryzoni.

W drugim akapicie ,,Koncepcji” (str. 2, acc. 4) autorzy przytaczaja informacje¢ nt.
homologicznych biatek Bet v 1 i Tra a 1, ktéore odpowiedzialne sg m. in. za produkcj¢
flawonoidéow w roslinach. W pierwszym zdaniu podaja, iz udowodniony jest wplyw
zanieczyszczen na zwickszong produkcj¢ biatka Bet v 1 u ros$lin, w dalszej za$ czgsci poddaja
w watpliwo$¢ czy stres zwigzany z zanieczyszczeniami moze by¢é wystarczajaco silny aby
indukowa¢ produkcje biatka Tra a 1. Mozna odnies¢ wrazenie ze cata koncepcja zostata oparta
wylacznie na zalozeniu, iz zanieczyszczenia powietrza w przypadku biatka Tra a 1 powodujg inng
odpowiedz niz w przypadku biatka Bet v 1.

Na korzys$¢ projektu przemawia natomiast uwaga autorow, iz ocena ekspresji biatka Tar a
1 w réznych tkankach poziomki eksponowanej na zanieczyszczenia moze sama w sobie stanowic¢
wartosciowy wynik projektu zwlaszcza w konteks$cie wtasciwosci alergennych badanego biatka.
Ocena kosztorysu

Kosztorys jest niewatpliwie mocng strong projektu. Wszystkie wydatki zostaty

uzasadnione w sposob klarowny i bardzo dokladny — widac¢, Zze autorzy doktadnie wiedzg jakie
urzadzenia, materiaty i artykuty zastosujg podczas wykonywania badan, co z pewnos$cig koreluje
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z doktadnym przemysleniem wszystkich technicznych aspektow. Catosciowe koszty projektu nie
sg wygorowane.

Ocena mozliwosci wykonania

Zarowno uprawa szklammiowa jak rowniez przygotowanie materiatu do badan
1 przeprowadzenie analiz laboratoryjnych przedstawione zostaty w klarowny sposob. Autorzy
uwzglednili nie tylko podstawowe kwestie zwigzane z klasycznym glebowym nawozeniem
uprawy ale rowniez dostarczenie podobnych ilosci CO2 w obu badanych grupach. Mozliwosci
poprawnego wykonania tej cze$ci badan nie budzg watpliwosci. Nieco wigkszym ryzykiem
cechuje sie cze$¢ eksperymentu dotyczaca preferencji pokarmowych. Wydaje sig¢, iz nornice
pochodzace z hodowli laboratoryjnej moga znacznie si¢ rozni¢ pod kontem wybidrczosci
pokarmowej od osobnikow dziko zyjacych. By¢ moze wato bytoby wykorzysta¢ do badan
osobniki odlowione z natury. Probleméw moze roéwniez dostarcza¢ analiza wynikow
niejednoznacznych (gdy cigzko oceni¢ preferencje danego osobnika), ktérych odsetek moze by¢
znaczny. Autorzy nie podaja doktadnie czy zwierzeta otrzymaja po jednym owocu z kazdej grupy
czy tez wigksza ich ilos¢. Wydaje sie, ze podanie wigkszej ilosci owocoéw 1 wydtuzenie czasu
obserwacji mogltoby przyczyni¢ si¢ do otrzymania wynikow bardziej jednoznacznych.

Elzbieta Jedrzejczak

Recenzja projektu: ,,Rola zmian zachodzacych w roslinie w reakcji na zanieczyszczenie
powietrza”

W projekcie autorzy staraja si¢ odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace strategii
przyjmowanych przez rosling w odpowiedzi na stresor i mozliwych tego konsekwencji dla
roslinozercy.

Badania poruszajg aktualny problem zwigzany z chemizacjg $rodowiska, ktéra bez
watpienia oprocz bezposredniego wplywu na rosliny moze takze oddzialywac na organizmy, dla
ktérych stanowi niejednokrotnie bardzo wazny sktadnik diety. W moim mniemaniu jest to wyniki
badan przeprowadzonych w ramach tego projektu mogg zainteresowac zarowno botanikow jak
ibadaczy zajmujacych si¢ interakcja w ukladzie zywiciel- ro§linozerca. Dostarczaja nowej
wiedzy dotyczacej pojawiania si¢ nowych strategii u roslin pod wplywem zanieczyszczenia
srodowiska i mozliwych konsekwencji. Projekt spelnia wymagania formalne pod wzgledem
formy i czeSci sktadowych.

Autorzy jako jedng z zastosowanych metod badawczych podali test sprawdzajacy
akumulacj¢ pierwiastkow (C, N, S) w roslinie. W samym projekcie brak uzasadnienia dlaczego
mozna spodziewac si¢ akumulacji tych pierwiastkow.

Interesujagcym aspektem projektu, lecz wymagajacym nieco dopracowania metody, jest
przeprowadzenie testu preferencji pokarmowych z udzialem nornic. W doswiadczeniu tym
autorzy planuja wykorzysta¢ nornice utrzymywane w niewoli — stwierdzenie to w moim
przekonaniu po pierwsze jest dos¢ potoczne, ponadto wzbudza tez watpliwo$¢, czy autorom nie
chodzi o odléw nornic w terenie i wykorzystanie ich w eksperymencie. Sugerowatabym uzycie
innego sformutowania np.: “zwierzat pochodzacych z hodowli laboratoryjnej”. Nie jest dla mnie
zrozumiate czemu ma shuzy¢ przegroda w pudetku uzywanym w tescie preferencji pokarmowej
i dlaczego rozni si¢ dlugoscia.

O ile wieloaspektowa ocena (wybdér owocu, czas w jakim zostal on dokonany, czas
przeznaczony na wachanie i procent zjedzonego owocu ) w tescie preferencji nie wzbudza
zadnych zastrzezen, to nalezatoby zastanowic si¢ nad innym sposobem podawania owocoOw.
Moim zdaniem lepszym rozwigzaniem byloby podanie obu grup owocow jednoczesnie
1 obserwowanie preferencji. Mozna zmienia¢ miejsca podawania owocow pochodzacych z 2 grup
eksperymentalnych, aby zwierzg nie nauczyto si¢ pobiera¢ pokarmu z okreslonej czesci klatki.
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Jezeli jeden z pomiarow dotyczy czasu dokonywania wyboru nalezaloby zadbaé
o jednakowy stopien “przeglodzenia “ nornic, np. tyle samo godzin od ostatniego positku.
W innym wypadku trudno bedzie dokona¢ analizy uzyskanych danych.

Autorzy zakladaja, Zze preferencja wyboru owocow spowodowana bedzie wylacznie
zawartos$cig flawonoidow. Sugerowatabym takze zbadanie zawarto$ci np. cukrow w wybieranych
nadgryzionych tj. wybranych w tescie preferencji przez nornice owocach, gdyz moze okazac si¢
on silniejszym atraktantem i wptywac istotnie na wyniki przeprowadzonego testu.

Zalozeni projektu sg realne i nie znajduj¢ przeszkod uniemozliwiajacych jego realizacje
zarowno pod wzgledem zaplecza badawczego potrzebnego do przeprowadzenie testow
planowanych w projekcie, jak i logistycznych- tj. miejsca zatozenia uprawy poziomek. Wydatki
uwzglednione w kosztorysie sg adekwatne do planowanych badan 1 umozliwiaj ich
przeprowadzenie.

Mocne strony wniosku: Proponowane badania sa cickawe i istotne w kontek$cie
wspotczesnych problemdéw wzrostu zanieczyszczenia srodowiska, a takze stosunkowo tatwe do
przeprowadzenia.

Stabe strony wniosku: Mimo dobrego planu ogdlnego pewne wspomniane powyzej
kwestie metodologiczne wymagaja dopracowania. Wielokrotnie w tek$cie pojawiajg si¢
stylistyczne potknigcia w tekScie i drobne btedy edytorskie.

Paulina Kosztyta

Recenzja projektu: ,, Rola zmian zachodzacych w ro$linie w reakcji na zanieczyszczenia
powietrza”

Projekt podejmuje temat bardzo aktualny, a doktadnie wplyw zanieczyszczen powietrza na
organizmy zywe, w tym wypadku organizmy roslinne. Ta tematyka badawcza jest bardzo
waznym kierunkiem, jako ze problem zanieczyszczenia Srodowiska dotyczy coraz wigkszej liczby
rejondw na Ziemi, a jego wptyw na organizmy nie moze by¢ pomijany. Stad badania nakierowane
na t¢ tematyke sa na pewno przyszto§ciowe.

Do projektu mam jednak kilka uwag, ogolnych jak i nakierowanych mocniej na przeprowadzenie
cze$ci eksperymentalne;j:

- w projekcie nie ma jasno postawionego celu badawczego (jedynie w streszczeniu), hipotez
i przewidywan

- pytanie postawione na poczatku, czy roslina w warunkach stresu chemicznego inwestuje
w zwigkszenie dostosowania czy w ochrong organizmu nie jest do konca dobrze sformutowane.
Inwestowanie w ochrong¢ organizmu tez jest inwestowaniem w dostosowanie, bo moze wplynac
na zwigkszenie przezywalnosci

- zaproponowane dwie mozliwe strategie roslin w sytuacji stresowej nie musza si¢, wedtug mnie,
wyklucza¢. Roslina, majac wysoki poziom flawonoidow w tkankach poza owocami, by¢ moze
zardwno przyciaga zwierzeta jak i efektywnie minimalizuje negatywny wptyw stresora

- w pierwszych akapitach pojawia si¢ szereg informacji dotyczacych juz wiadomego wplywu
zanieczyszczen powietrza na rosliny, ich reakcji na ten czynnik stresowy, czyli produkowanie
przez nie bialek i substancji ochronnych — flawonoidéw. Z drugiej strony stabo uwypuklone jest
to, czego jeszcze nie wiadomo i czemu warto to bada¢. Odnosi si¢ wrazenie, ze wszystko jest juz
zbadane, a mechanizmy poznane. Gldwne pytanie o strategie roslin w reakcji na warunki stresowe
jest szczatkowo rozwinigte
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- w tekScie pojawia si¢ szereg stwierdzen, jednak w wigkszos$ci brakuje cytacji, ktore moglyby
odnie$¢ do zrodet

- projekt nie uzasadnia wystarczajaco, czemu poziomka jest obiektem badan, zamiast tego nagle
pojawia si¢ w tekscie

- we wstepie brakuje mi informacji, czy poza produkowaniem flawonoidow, istniejg inne znane
mechanizmy obronne ros$lin na czynnik stresowy

- w czeSci metodycznej warto wyjasni¢, czym jest symulowanie antropogenicznego
zanieczyszczenia powietrza generowanego przez silnik, czyli jakie dokladnie zwigzki beda
wprowadzane do szklarni

- fragment dotyczacy sposobu pobierania prob do badan i samych analiz wymaga kilku poprawek.
Nazwy pierwiastkow, podane po raz pierwszy w tekscie, powinny by¢ wymieniane petng nazwa,
a nie skrotowo.

- w planowanym te$cie wyboru zapach owocu ma by¢ kluczowym czynnikiem, jednak nie ma
w tekscie informacji, w jaki sposob flawonoidy modyfikuja zapach owocu i czy faktycznie jest on
odbierany przez zwierzeta

- test preferencji powinien zosta¢ uszczegélowiony. Nie wiadomo, czy nornice beda przeglodzone
przed testami, ilokrotnie dane zwierze bedzie uczestniczylo w eksperymencie oraz jaka doktadnie
liczba owocoéw z kazdej kategorii zostanie podana. Wymieniona losowos$¢ nie okresla, na czym
bedzie doktadnie polegata. Czy owoce z danej kategorii beda podawane zamiennie, raz z lewej
araz z prawej strony? Wydaje mi si¢ réwniez, ze bardzo ci¢zko jest okresli¢ czas przeznaczony
na wachanie — nie jestem pewna czy mozna w ogole zaobserwowac na tyle dokladnie proces
wachania, Zeby je moc zmierzy¢ i o czym miatoby to §wiadczy¢? Procent nadgryzienia owocu jest
takze bardzo trudnym do interpretacji wynikiem.

- w tekécie wspomina si¢, ze pewne stgzenie flawonoidow moga zaszkodzi¢ zwierzgtom, czy
wiadomo jakie to sg stezenia? By¢ moze podwyzszone st¢zenia flawonoidow w owocach beda
wcigz przez nornice akceptowane

Analizy statystyczne

Wydaje mi si¢, ze zaplanowanie testu t-Studenta dla préb niezaleznych w przypadku testu
preferencji mogloby zosta¢ zastgpione testem dla par wigzanych badz testem chi-kwadrat

Powyzsze uwagi 1 sugestie nie zanizajg wartosci tego projektu ani jego pomystowosci. Tekst, po
wnikliwszej korekcie 1 rozpisaniu z wigkszym rozmystem schematu eksperymentow ma wcigz
bardzo duzy potencjal, by problem na linii zanieczyszczenia-ro§lina pokazaé w szerszym
kontekscie — nie tylko na poziomie procesow molekularnych i fizjologicznych zachodzacych
w roslinie, co w duzej mierze juz jest wiadome, ale ukazujac, jak roslina wykorzystuje te
mechanizmy i dysponuje zasobami, by zmaksymalizowa¢ dostosowanie w stresogennym
srodowisku.

Agata Rozik

Recenzja projektu: ,,Rola zmian zachodzacych w ro$linie w reakcji na zanieczyszczenia
powietrza” J. Debski, J. Niedojadlo

Projekt ma na celu sprawdzenie na ile zanieczyszczenie powietrza spalinami z silnika Diesla
wplywa na poziom flawonoidow, zawartos¢ biatka Tra oraz preferencji u ro§linozercow owocow
poziomki wyhodowanych w warunkach czystych i zanieczyszczenia. Poziomki majg by¢
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hodowane w dwoéch szklarniach, przy czym w jednej w atmosferze spalin, a w drugiej
z powietrzem wzbogaconym w CO2.

To czego brakuje mi w tym projekcie to przestanki, ktoére miatyby sta¢ za oczekiwaniem, ze
zanieczyszczenie spalinami mogloby mie¢ znaczenie dla iloSci produkowanych flawonoidow.
Rozdzial Cel naukowy jest mato konkretny odwotuje si¢ do strategii zyciowych poziomki, ale do
konca czytelnik nie jest pewien po przeczytaniu tego podrozdziatu, co wlasciwie stanowi problem
badawczy, ktory wnioskodawcy chcg sprobowac rozwigzac. Brakuje jasno postawionych hipotez
i przewidywan. Cel badan odnosi si¢ do flawonoidéw, podczas gdy reszta opisu projektu sprawia
wrazenie, ze autorzy wigkszg wage przywigzuja do bialka Tra podkreslajac, ze jest to biatko
alergenne i nie bardzo wiem tez dlaczego to w ogole wazne. Prosz¢ sprawdzi¢, przy Koncepcji
badan — jest ona sfokusowana na biatku, a nie flawonoidach. Nie wiem, czy autorzy uznaja
poziom flawonoidow i poziom ekspresji biatka Tra jako wskazniki kondycji osobniczej? Jesli tak,
to jakie poziomy — niskie, czy wysokie wskazuja na wyzsza kondycje? Trochg si¢ w tym gubig
czytajac ten tekst. Sam tytut projektu takze nie jest informatywny: ,,Rola zmian” ale w ogole
w czym? Cos$ tu jest pokrgcone.

Metodyka

Mam powazne watpliwosci, czy obie szklarnie sa do konca poréwnywalne. Cho¢ pomyst
suplementacji CO2 wydaje si¢ rozsadny, to nie jestem pewien czy autorom uda si¢ doprowadzi¢
do sytuacji, ze obie szklarnie beda mialy dostarczong taka samg ilos¢ CO2 (wystarczy popatrzeé
na kosztorys, by utwierdzi¢ si¢ w tych watpliwosciach, prosz¢ poroéwnac ilo$¢ paliwa i ilos¢ CO2,
ktore maja by¢ kupione). Autorzy pisza o pomiarach gazéw w szklarniach. Co konkretnie majg na
mysli? Jakie gazy? Jaki sens ma badanie pylku? Czy w nim szczegdlnie jako$¢ nalezy si¢
spodziewa¢ efektow zanieczyszczenia? Nie bardzo takze rozumiem co maja na mysli autorzy
w podrozdziale Analizy, piszac ze beda badane zawartosci C, N i S, by sprawdzi¢, czy ktorys
z tych pierwiastkow si¢ nie akumuluje. Przeciez chyba jest jasne, ze bgda si¢ one akumulowac
w miar¢ wzrostu ro$lin. Domys$lam si¢, ze autorom moze chodzi o wzajemne proporcje tych
pierwiastkow, co pewnie o czym$ swiadczy. W celu badan nie ma ani stowa o tym, ze cokolwiek
autorzy przewiduja w tym wzgledzie. Podobnie w celu badan nie pojawiaja si¢ kwestie zwigzane
z planowanymi testami preferencji. Jaki sens majg te testy preferencji? Czemu majg wiasciwie
stuzy¢, jesli projekt bylby zwigzany z flawonoidami i ekspresjg bialek?

Nie wiem, czy prosty test t-Studenta jest odpowiedni do analizy danych uzyskanych w tych
badaniach. Rosliny beda hodowane w skrzynkach, czy zatem nie nalezy kontrolowa¢ na fakt tego
ze niektore beda pochodzi¢ z tej samej skrzynki, a inne z innych skrzynek? Szkoda, ze nie znamy
planowanej wielkosci proby (wiemy ile bedzie rosli wysadzonych, ale to niekoniecznie jest
wielko$¢ proby w analizach). Szkoda, ze tak naprawdg¢ nie wiemy jaka jest przewidywana
struktura uzyskanych danych. Test t dla danych niezaleznych raczej nie bedzie odpowiedni, jesli
planuje si¢ dokona¢ test wyboru — wybdr jednego rodzaju pokarmu wplywa na mozliwosci
wyboru tego drugiego — nie sg to zatem zdarzenia niezalezne. Znowu, moze nie mam racji, ale nie
dowiemy si¢ tego bez znajomosci struktury danych.

Czy autorzy maja jakiekolwiek doswiadczenia w obszarze planowanych badan? Szczegdlnie, czy
potrafia obstugiwac urzadzenia o ktorych mowa w projekcie?

Kosztorys i harmonogram:

Dlaczego te badania muszg trwaé 2 lata? Przeciez te badania mozna zrobi¢ bez wigkszego
problemu w ciggu jednego roku zaczynajac projekt od wczesnej wiosny.

Kosztorys jest moim zdaniem mocno zawyzony. Szklarnia o powierzchni 6m2 dla 50 roslin to
chyba przesada. Autorzy planuja spali¢ ok. 8001 paliwa, czy to nie pomytka? W kazdym razie
wynika to z kwoty przeznaczonej na zakup paliwa, ktéra wydaje si¢ wyssana z palca. Koszt
wypozyczenia nornic? Nie wiedziatem, ze sg takie wypozyczalnie i z takimi stawkami. Jak
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przystapicie do tego projektu to prosz¢ o kontakt, bo to wyglada na zloty interes. Za takie
pienigdze to mozecie je mie¢ ode mnie na zawsze! Nie bede zadal zwrotu. Czy na pewno
konieczny jest zakup analizatora powietrza? Nie da si¢ tego pozyczy¢, czy zamowié takich analiz
za optata? Czy w ogdle jest konieczne badanie tego powietrza? Przeciez wiadomo, ze tam gdzie
beda wtlaczane spaliny to bedzie ono zawierato spaliny, a tam gdzie nie beda one wttaczane to
spalin nie bedzie. Wydanie prawie 10tys zl, zeby ta oczywisto§¢ wykaza¢ to chyba gruba
niegospodarnos¢. W wynagrodzeniach chyba brakuje jednego zero. Zaplanowanie konferencji jest
dobrym pomystem, ale nalezy co$ tu wiecej uzasadni¢. Np. co to begdzie za konferencja i jaki to
ma zwigzek z planowanymi badaniami.

Mariusz Cichon

Uwagi ogélne

Tematyka projektu badawczego jest interesujgca. Projekt spenia kryterium badan
podstawowych 1 potencjalnie moze poszerzy¢é nasza wiedze¢ na temat funkcjonowania
organizmow zywych w warunkach skazenia $rodowiska substancjami toksycznymi. Jednakze,
w obecnej formie projekt na pewno nie uzyskatby dofinansowania. Moim najwickszym zarzutem
jest brak jasno opisanej hipotezy badawczej - po kilkukrotnym przeczytaniu projektu nie jestem
pewna, czy gtownym obiektem badan sg rosliny (flawonoidy w poziomkach), czy tez zwierzeta
(preferencje smakowe/zywieniowe nornic), gdyz nie ma jasnego zwigzku pomiedzy tymi dwoma
zagadnieniami. Nie wiadomo tez, jaki jest zwigzek pomig¢dzy badanym bialkiem alergennym
a zawarto$cig flawonoidow w owocach. Uklad eksperymentalny jest bardzo uproszczony
1 w mojej opinii, nie umozliwi odpowiedzi na stawiane pytania. Projekt jest napisany bardzo stabo
pod wzgledem jezykowym, zawiera liczne btedy gramatyczne, a nawet ortograficzne, ktore moga
zdyskwalifikowa¢ nawet najlepszy pomyst. Proponuj¢ czytac na gtos poszczegodlne zdania, wtedy
fatwiej wychwyci¢ dziwne (czasem niclogiczne) sformutowania. Przecinki stuza do oddzielania
cze$ci zdan, szczegélnie w zdaniach wielokrotnie zlozonych i sg niezbgdne w niektoérych
konstrukcjach jezykowych.

Ponizej podaj¢ zagadnienia, ktore wymagaja wytlumaczenia lub uszczegdlowienia. Pozostale
uwagi sg naniesione bezposrednio w tekscie, np. jako komentarze.

Tytul.

W ogoéle nie oddaje zawartosci projektu. Tytutl powinien by¢ tak skonstruowany, aby
czytelnik wiedzial, czego moze si¢ spodziewa¢ w tekscie. Okres$lenie ‘rola zmian’ jest zbyt
wieloznaczne i mato informacyjne. Okreslenie ‘w roslinie’ musi zosta¢ zmienione — najlepiej
uzy¢ nazwy badanego gatunku (szczegodlnie, ze nie wszystkie rosliny majg owoce). Lepiej uzyc
okreslenia ‘skazenie’ a nie ‘zanieczyszczenie’; skazenie sugeruje negatywny wptyw szkodliwych
substancji.

Streszczenie.

Musi by¢ przeredagowane w taki sposob, aby zawieralo mniej ogoédlnikow, a wigcej
konkretow, przede wszystkim - hipotez¢ badawczg. Co prawda autorzy pisza, ze: ‘Celem projektu
jest okreslenie czy w warunkach stresu chemicznego ro$lina bgdzie inwestowata w dostosowanie
poprzez podniesienie atrakcyjno$ci owocu czy w ochrone¢ organizmu.’, ale ta hipoteza w ogole nie
jest testowana.
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Cel naukowy.

Podstawowa moja watpliwos¢ to czy w przyrodzie inwestycja roslin w atrakcyjno$é
owocow dla zwierzat roznoszacych nasiona poprzez zmiang smaku/zapachu jest tak znaczaca?
Czy inwestycja w rozmnazanie nic powinna polegaé przede wszystkim na np. zwigkszaniu
rozmiaru, widocznosci, ilosci kwiatdéw i owocoéw, zwickszaniu ilosci nasion albo np.
wczesniejszym kwitnieniu? Autorzy catkowicie pomijaja takie kwestie, jak na przyklad wptyw
skazenia na szybko$¢ wzrostu roslin poziomki czy calkowitej wartosci energetycznej nasion. Nie
wiadomo, jaka jest optymalna zawarto$¢ flawonoidow w owocach dla zjadajacych je zwierzat.
Nie wiadomo, jakie znaczenie ma poziomka jako zrodlo pokarmu dla nornic. Brakuje jasno
nakre$lonego problemu badawczego i hipotezy badawczej (zerowej, alternatywnej). W gruncie
rzeczy nie wiadomo, co autorzy chcg zbadac.

Znaczenie projektu.

Jest w miar¢ dobrze opisane, ale brakuje konkretow. Uzupelienie wiedzy jako wynik
projektu jest zbyt ogdlnikowe. Czy synteza flawonoiddéw jest powszechna u roslin?

Koncepcja i plan badan.

Czy tylko skazenia powietrza indukujg zwickszong ekspresj¢ danego biatka? Co
z zanieczyszczeniem wody, gleby etc.? Nie wiadomo, co za hipoteza ma by¢ potwierdzona. Co
z ochrong wtasnych tkanek rosliny, o ktorej bylo wspomniane wczes$niej?

Metodyka badan.

Pojedyncze szklarnie (zabieg i kontrola) powoduja, ze na badany efekt naktada si¢ ‘efekt
szklarni’. Lepsze by byty mniejsze szklarnie, ale w wigkszych ilosciach. Wtasciwie nie wiadomo,
dlaczego doswiadczenie bedzie wykonywane w terenie, gdzie na wyniki moze wplyna¢ bardzo
wiele innych czynnikéw (np. szkodniki korzeni roslin). Poziomka (lub inna roslina) moze by¢
z powodzeniem wyhodowana w komorach klimatycznych, z regulowang temperatura,
wilgotnos$cig itp. Jak czesto bedg podawane spaliny? Czy w sposob ciagly, to koszt paliwa staje
si¢ dosy¢ znaczny (plus dodatkowe skazenie srodowiska, ktore z powietrza dostanie si¢ do gleby
w stacji rolniczej).

Jak nawozenie moze wplyna¢ na ekspresj¢ bialek/zawartos¢ flawonoidow?

Brakuje w planie do$wiadczenia tak prostych elementéw, jak pomiar biomasy czesci
nadziemnych i podziemnych (ktére mogg by¢ zmienione pod wptywem skazenia).

Po co mierzona jest zawarto$¢ pierwiastkow w roslinie? Czy autorzy majg dostep do takiego
sprzetu, jak wymieniony we wniosku (w INoS takich nie ma)?

Nie wydaje mi si¢, zeby test preferencji miat sens w odniesieniu do pojedynczych owocow, jakie
przetozenie majg wyniki testu preferencji na hipoteze¢ badawcza? Nawet jezeli owoce
z zanieczyszczonych roslin beda mialy wigksza zawarto$¢ flawonoidow (beda smaczniejsze), to
itak sg mniej pozadanym pokarmem ze wzgledu na zawarto$¢ zanieczyszczen, nie tylko
zwigzkow fenolowych. Skoro nawet bezkregowce sg w stanie unika¢ pozywienia zawierajacego
substancje szkodliwe, to tym bardziej nornice. Nie wiadomo, po co oznaczanie flawonoidow
w korzeniach i lisciach, skoro interesujg nas owoce. Co z pytkiem?

Czy 30 nornic to wystarczajgca proba?

Przy uzyciu tylko testu t-Studenta jest niemozliwe uwzglednienie wszystkich efektow.
Kosztorys.

Jest bardzo optymistyczny, rzeczywiste koszty analiz laboratoryjnych zawsze sa duzo
wyzsze (amortyzacja urzadzen, wymiana czesci, galanteria szklana i plastikowa itp.). Agregat do
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wytwarzania spalin powinien by¢ dostepny w stacji badawczej — czy to sprawdzono? Co
z kosztami urzadzenia do zwigkszania zawartosci dwutlenku wegla? Czy w ogdle cate badania,
przeprowadzone w atmosferze zwickszonego stezenia CO2, maja przelozenie na rzeczywistosc?
Moze lepiej bytoby usuwa¢ CO2 ze szklarni w atmosferze spalin, w koncu CO2 do pewnego
stopnia sprzyja wzrostowi roslin i moze to nawet (teoretycznie) przewyzsza¢ negatywny wptyw
zanieczyszczen?

Podsumowujac, projekt wymaga dopracowania.

Beata Klimek

Recenzja projektu pt. ,,Rola zmian zachodzacych w roslinie w reakcji na zanieczyszczenie
powietrza”

Projekt ma celu sprawdzenie czy w warunkach stresu chemicznego roslina inwestuje
w dostosowanie poprzez podniesienie atrakcyjnosci owocu czy poprzez ochrone catego
organizmu. Badanie ma by¢ przeprowadzone na poziomce pospolitej (Fragariavesca), gdzie
cze$¢ sadzonek bedzie narazona na czynnik stresowy w postaci zanieczyszczonego tlenkami
niemetali powietrza, a druga czgs¢ bedzie stanowi¢ kontrolg. Planowane sg kompleksowe analizy
chemiczne i molekularne réznych czesci roslin (owoc, liscie i korzenie) pod kontem stezenia
flawonoidéw, zawarto$¢ azotu, siarki i wegla. Nastgpnie owoce z kontroli i1 grupy
eksperymentalnej maja by¢ ocenione w testach preferencji przez nornicg ruda (Myodesglareolus).
Niewatpliwie jest to wazny aspekt proponowanego projektu, gdyz uzyskany wynik pozwali na
interpretacj¢ w szerszym ekologicznym kontekscie. Dodatkowa wartoscig projektu jest zbadanie
zawarto$¢ bialka alergennego Tra a 1, co moze mie¢ konsekwencje w naukach medycznych.

Autorzy projektu przewiduja dwa scenariusze radzenia sobie z zanieczyszczeniami przez
ros$ling. Nieznaczny wzrost zawartosci flawonoidow w owocu mogiby poprawic¢ jego walory
smakowe 1 zapachowe, a tym samym mogt by mie¢ wplyw na zwigkszenie dostosowania.
Z drugiej strony wysokie stezenia we wszystkich badanych tkankach mogloby sugerowac, ze stres
jest zbyt duzy iroslina inwestuje w mechanizmy obronne. Zastanawiam si¢ tylko na ile rozne
strategie radzenia sobie z zanieczyszczeniami moze wynika¢ z jak duzym zanieczyszczeniem
roslina ma do czynienia (czy tez jest to uniwersalne dla gatunku). Mozna sobie wyobrazié, ze przy
matym zanieczyszczeniu $rodowiska ro$lina rzeczywiscie zwigksza walory owocu, natomiast
przy zbyt duzym zanieczyszczeniu nie jest juz w stanie ,,chroni¢c owocu”. Ciekawe byloby
zbadanie reakcji rosliny w gradiencie zanieczyszczen.

Owoce wyhodowane w warunkach eksperymentalnych maja by¢ ocenione pod katem
preferencji przez nornic¢ rudg. Jednakze autorzy nie przedstawili wprost hipotez dotyczacych
tych preferencji. Co wigcej w podrozdziale ,,Koncepcja i plan badan”, gdzie powinien znalez¢ si¢
og6lny plan badan i szczegdlowe cele badawcze, jest tylko ogolnie napisane, Ze testy preferencji
pokarmowych beda wykonywane, ale nie ma wzmianki czemu one mialyby stuzy¢.

Metodyka badan dotyczaca uprawy sadzonek i pozniejszych analizy chemicznych
i molekularnych jest szczegdotowo przedstawiona. Wzigto pod uwage takze mozliwo$¢ rdéznego
wplywu CO, (co jest konsekwencja zastosowanej metody zanieczyszczenia) i wyrdwnanie
stezenia CO, w kontrolnej grupie do poziomu w grupie eksperymentalnej. Do badan zostanie
zebrany materiat z 30 roslin z obu szklarni, co jest pelni wystarczajace do oszacowania rdznic
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migdzy grupami proponowanym testem t-Studenta dla prob niezaleznych. Jednakze w dalszej
czgsSci przy opisie oznaczania pierwiastkow C, N, S, zostang zbadane probki owocow z 5 roslin
doswiadczalnych i1 5 kontrolnych. Niejasne jest dlaczego te pierwiastki beda oznaczane tylko
w owocach i dlaczego tylko dla 10 roslin. Niejasne jest takze w ilu probkach bedzie oznaczona
zawarto$¢ flawonoidow i biatka Tra v 1 oraz w jakich czg$ciach rosliny. W zwigzku tym
ocenienie, czy wysokos¢ planowanych koszty jest uzasadniona, jest niemozliwa. Jednakze koszt
samego projektu wydaje si¢ relatywnie niski, co wigze si¢ z tym, ze wykonawcy projektu maja
dostep do szklarni oraz do laboratorium Uniwersytetu Jagiellonskiego, gdzie bgda uzywac sprzet
niezbedny do wykonania planowanych analiz chemicznych i molekularnych.

Testy preferencji pokarmowych bgda wykonywane w sposob standardowy i na nornicach
pochodzacych z hodowli, a wigc na takich ktére nie bedg mialy wczesniej kontaktu z badang
ro$ling, co pozwoli na jednoznaczng interpretacj¢ wynikow. Jednakze brakuje mi informacji jak
dtugo test bedzie wykonywany i jaki czas beda miaty nornice na przyzwyczajenie si¢ do czystego
pudetka (co niewatpliwie bedzie stresujace dla nich) zanim dostang owoce do wyboru. Brakuje mi
takze informacji czy nornica bedzie gtodzona przed testem - przewaznie gryzonie nie sg
zainteresowane nowym pokarmem poki nie sg glodne. Wydaje mi si¢, ze zanim wykonawcy
przejda do tej czgsci eksperymentu powinni wykona¢ szereg badan pilotowych. Nie ma takze
informacji czy testy te beda nagrywane (i czy wykonawcy maja dostep do kamer) czy tez beda
obserwowane na biezaco — co z kolei moze przyczyni¢ si¢ do wigkszego btedu obserwacji po
pierwsze poprzez wptyw obserwatora na zachowanie nornic a po drugie poprzez mniej doktadne
wykonanie pomiaru czasu. Niejasne jest dla mnie takze w jaki sposdb majg by¢ przeprowadzone
analizy statystyczne. Wykonawcy proponujg test t-Studenta dla prob niezaleznych, co wydaje si¢
tutaj by¢ nieuprawnione. Na przyklad, jezeli nornica wacha owoce z jednej grupy, to nie moze
jednoczes$nie wacha¢ owocow z drugiej grupy, a wigc obserwacje te nie s niezalezne od siebie.

Podsumowujac, projekt jest cickawy i porusza wazny problem z dziedziny fizjologii
i ekologii roslin. Pozwoli on na okreslenie strategie rosliny w warunkach stresu chemicznego,
a nastgpnie konsekwencje stosowanej strategii na rozsiewanie nasion. Jednakze do pelnego
sukcesu projektu dobrze bytoby doprecyzowaé stawiane hipotezy oraz szczegdly eksperymentu.

Edyta Sadowska
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OSTATECZNA WERSJA PROJEKTU

Wplyw zanieczyszczenia powietrza na stezenie flawonoidow
w wegetatywnych i generatywnych organach poziomki pospolitej
(Fragaria vesca L.)

Jakub Debowski — Instytut Botaniki, Jowita Niedojadlo — Instytut Nauk o Srodowisku
Streszczenie projektu

Zanieczyszczenie powietrza jest czynnikiem stresowym dla roslin. Rosliny w odpowiedzi
na stres produkujg wtorne metabolity o dziataniu antyoksydacyjnym — flawonoidy. Odpowiadajg
one nie tylko za obron¢ przed czynnikami stresowymi, ale rowniez za kolor i zapach owocow.
Wptyw flawonoidow na zywigce si¢ nimi zwierzeta jest zazwyczaj korzystny, jednak w wysokich
stezeniach moga réwniez wykazywac¢ skutki niepozadane. Celem projektu jest okreslenie czy
w warunkach stresu chemicznego roslina bedzie inwestowala w swoja ochrone poprzez produkcje
antyoksydantow i w jaki sposob wplynie to na jej atrakcyjnos¢ dla roslinozercy zywiacego si¢ jej
owocami. Badanie przeprowadzone zostanie na poziomce (Fragaria vesca L.) w szklarniach
doswiadczalnych, gdzie wprowadzony zostanie czynnik stresowy w postaci zanieczyszczonego
tlenkami niemetali powietrza. Ocenione zostanie st¢zenie flawonoidow w poszczegdlnych
tkankach roslinnych (owoce, li§cie i korzenie), a takze zawartos$¢ biatka Fra a 1 posredniczacego
w syntezie flawonoidéw (owoce, liscie, korzenie i pytek). Zawarto$¢ azotu, siarki i wegla zostanie
zbadana w tkankach dodatkowo w celu wykluczenia ewentualnego wplywu akumulacji zwigzkow
w ro$linach eksperymentalnych w stosunku do proby kontrolnej. Owoce wyhodowane
w warunkach eksperymentalnych ocenione zostang pod katem preferencji zywieniowych przez
nornic¢ rudg (Myodes glareolus). Nieznaczny wzrost zawartosci flawonoidow w owocu moglby
poprawi¢ jego walory smakowe i zapachowe, a tym samym mogt by mie¢ wptyw na sukces
endozoochorii. Z drugiej strony wysokie st¢zenie we wszystkich badanych tkankach mogto by
sugerowac, ze stres jest zbyt duzy i roslina inwestuje w mechanizmy obronne. Badania poruszaja
wazny aspekt zmiany fizjologii roslin w warunkach zanieczyszczonego powietrza. Jednoczesnie,
poprzez wykazanie wptywu zanieczyszczenia na synteze alergicznego biatka Fra a 1 badania stajg
si¢ atrakcyjne nie tylko dla naukowcoéw z tej dziedziny, ale takze dla szeroko pojetego
spoleczenstwa.

Cel naukowy projektu
(jaki problem naukowy wnioskodawca podejmuje sie rozwigza¢, hipotezy badawcze)

Rosliny w odpowiedzi na stres produkujg wtorne metabolity, ktore moga réwniez petnié
dodatkowa funkcje korzystng lub niekorzystng dla rosliny. Do takich zwigzkéw naleza
flawonoidy, ktorych obecno$¢ w owocach stanowi atraktant dla potencjalnego roslinozercy.
Dzieje si¢ tak, poniewaz wptywaja one na zapach i kolor owocu. Flawonoidy sg antyoksydantami,
wigc ich produkcja w warunkach stresu chemicznego jest uzasadniona mechanizmami
ochronnymi. Zaktadamy, ze w sytuacji stresowej roslina bedzie reagowac poprzez zmiany
metaboliczne. W naszym projekcie chcieliby$Smy sprawdzi¢ czy rezultatem tych zmian bedzie
wzrost stezenia flawonoidow. Zwigkszona ilo§¢ flawonoidow we wszystkich tkankach rosliny
moze by¢ sygnatem, ze roslina skoncentrowana jest na walce ze szkodliwymi oddziatywaniami
substancji chemicznych zawartych w powietrzu. Zaktadamy, Zze zanieczyszczenie powietrza moze
spowodowa¢ nadmierng koncentracj¢ flawonoidow i biatek ich szlaku metabolicznego, ktora
wplynie na atrakcyjnos¢ owocdéw dla roslinozercy, czyli potencjalnego rozsiewacza nasion.
Dlatego chcielibysmy rowniez przetestowaé zaleznosc¢ roslina-ros§linozerca, zeby odpowiedzie¢ na
pytanie czy w warunkach stresu kwestia przetrwania ro$liny jest nadrzedna wzgledem
atrakcyjnosci owocow dla potencjalnych rozsiewaczy. Projekt ma na celu zweryfikowanie
nastgpujacych hipotez:
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W warunkach stresu chemicznego, jakim jest zanieczyszczenie powietrza tlenkami
niemetali, wzrasta stezenie flawonoidow w tkankach wegetatywnych i generatywnych poziomki
zZwyczajnej.

Nieznaczny wzrost stgzenia flawonoidow w owocu podnosi jego atrakcyjno$¢ wzgledem
roslinozercy na przyktadzie nornicy rude;j.

Znaczenie projektu

(dotychczasowy stan wiedzy, uzasadnienie podjecia problemu badawczego, uzasadnienie
nowatorskiego charakteru badan, znaczenie wynikow projektu dla rozwoju danej dziedziny
i dyscypliny naukowej oraz rozwoju cywilizacyjnego)

Zanieczyszczenie powietrza tlenkami niemetali i 0zonem staje si¢ coraz powazniejszym
problemem w zwiazku z rozrostem aglomeracji, przemystu i transportu. Negatywny wptyw na
organizmy roslinne potwierdzony zostat w wielu badaniach (WHO 2014, AHA 2010). Stres
chemiczny jakiego dos$wiadczajg ro$liny zmusza je do aktywacji mechanizmow obronnych.
Przeprowadzone badania wykazaly w tkankach pylku brzozy wzmozong produkcje alergennego
biatka Bet v 1 pod wplywem zanieczyszczen powietrza. Homologiem biatka Bet v 1 jest
wystepujace  w  truskawkach (Fragaria x ananassa) 1 dziko rosngcych poziomkach
(Fragaria vesca L.) bialko o dziataniu alergennym Fra a 1 (Futsuki 2014). Biatka te biorg udziat
w szlaku syntetyzujacym zwigzki z grupy flawonoidéow (Helander 1997), ktére wykazuja
dziatanie antyoksydacyjne, chronigc aparat fotosyntetyczny rosliny przed uszkodzeniem. Wzrost
stezenia biatka w roslinie skutkuje wzmozona synteza flawonoidéw (Mufioz 2000). Flawonoidy
oprocz silnego dziatania antyoksydacyjnego, wykazuja wlasciwosci  bakteriobojcze
i grzybobojcze. Jednoczes$nie petnig funkcje barwnikow roslinnych nadajacych kolor dojrzalym
owocom. Wplywajg one roéwniez na ich zapach (Mierziak i in. 2014).

Pomimo, ze znany jest wplyw rdéznych czynnikow stresowych na fizjologie¢ roslin
(Futsuki 2014), ciagle nie posiadamy wystarczajacej wiedzy na temat wplywu zanieczyszczen
powietrza na proces odpornosci roslin. Roslina w odpowiedzi na chroniczny stres chemiczny
powinna zwigkszaé st¢zenie zwigzkéw odpowiedzialnych za obron¢ organizmu, miedzy innymi
flawonoidéw w swoich tkankach. Jednakze flawonoidy oprocz tego, ze sa barwnikami, nadaja
zapach owocu oraz wykazujg zdrowotne dzialanie na organizmy zwierzece (EFSA 2010; Cushine
i Lamb 2006), mogg réwniez objawia¢ potencjalnie szkodliwe dzialanie, zwlaszcza w wysokich
stezeniach (Skibola i Smith 2000, Ross 2000, Rosenthal i Berenbaum 2012). Sugeruje to, ze
utrzymywanie wysokiego stezenia flawonoidow w owocu mogto by oddzialywac niekorzystnie na
relacj¢ rosliny z roslinozercg rozsiewajacym jej nasiona. Jednocze$nie nieznaczny wzrost
zawartosci flawonoidow w owocu moglby poprawic¢ jego walory smakowe i1 zapachowe czym
wywarlby korzystny wplyw na zjawisko endozoochorii.

Proponowane badania podejmuja aktualny temat wptywu zanieczyszczen powietrza na
zmiany fizjologiczne zachodzace w ro$linach. Niniejszy projekt przyczyni si¢ do lepszego
zrozumienia procesOw reakcji ros$lin na stres w kontek$cie zanieczyszczenia $rodowiska.
Jednoczes$nie praca pozwoli na uzupetnienie dotychczasowej wiedzy na temat alergennych biatek
wystepujacych w poziomkach 1 ewentualnym wplywie =zanieczyszczen na wzrost ich
alergennosci, co pozwoli rozszerzy¢ krag osob potencjalnie zainteresowanych wynikami. Ocena
ekspresji biatka Fraa 1l wréznych tkankach poziomki w warunkach zanieczyszczenia sama
w sobie bedzie miata cenng warto§¢ poznawcza 1 praktyczng. Wyniki uzyskane w ramach
projektu pozwolg na stworzenie dwoch lub trzech publikacji oraz artykulu w czasopismie
popularnonaukowym.

Koncepcja i plan badan
(ogolny plan badan, szczegotowe cele badawcze, wyniki badan wstepnych)

W ramach projektu zaplanowano dwa eksperymenty. Wybranym modelem roslinnym jest
Fragaria vesca L. czyli poziomka pospolita. Powodami przemawiajacymi za wyborem tej rosliny
sa wystepujace w rodzaju Fragaria biatka alergenne oraz obecno$¢ u naturalnie wystgpujacych
poziomek endozoochorii jako mechanizmu rozsiewania. Drugim organizmem modelowym
wykorzystanym w doswiadczeniach bedzie nornica ruda (Myodes glareolus). Zwyczaje
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pokarmowe nornicy oraz jej powszechne wyst¢powanie sprawiajg, ze w naturze poziomka jest jej
potencjalnym pokarmem (Jacobs i in. 2014). Ramy czasowe projektu obejmujg okres jednego
roku w trakcie, ktorego zalozona zostanie eksperymentalna hodowla poziomki, przeprowadzona
analiza materialu roslinnego, testy preferencji pokarmowych, obrobka i analiza zebranego
materialu roslinnego oraz analiza statystyczna. Zaplanowane badania wykonane beda przez
autorow projektu, ktérzy posiadajg praktyczng wiedz¢ na temat hodowli eksperymentalnych
ro$lin, jak réwniez metod laboratoryjnych wykorzystywanych w projekcie.

Uklad eksperymentalny bedzie sktadat si¢ z dwoch szklarni o identycznych
warunkach rozwojowych dla roslin. Jednakze do jednej z nich wprowadzony zostanie czynnik
eksperymentalny w postaci spalin o stezeniu symulujagcym warunki obserwowane na terenach
z zanieczyszczeniem. Przed wykonaniem eksperymentéw przeprowadzone zostang badania
pilotazowe obejmujace probny rozruch i kalibracje systemu stuzacego do hodowli poziomek.
Dodatkowo wykonane zostang proby najbardziej optymalnego testu preferencji z udziatem
nornic.

Metodyka badan
(sposob realizacji badan, metody, techniki i narzedzia badawcze, metody analizy i opracowania
wynikow, urzqdzenia i aparatura wykorzystywane w badaniach)

Uprawa

Pierwszym etapem planowanych badan jest zatozenie hodowli poziomki pospolitej
(Fragaria vesca L.). Wybrana zostala metoda hodowli szklarniowej ze wzgledu na tatwos¢
wyprowadzania spalin i1 niskie koszty. W tym celu zakupione zostang dwie szklarnie
z poliweglanu o szkielecie aluminiowym, wyposazone w metalowa podloge i uchylane okna.
Dodatkowo w oknach zostang zamontowane wentylatory wyposazone w termostat oraz higrometr
co pozwoli stworzy¢ warunki porownywalne mi¢dzy szklarniami. Powierzchnia szklarni to 6,2
m’. Dobrana zostata ona pod katem zoptymalizowania warunkéw wewnetrznych. Obie szklarnie
zostang umieszczone na terenie nalezagcym do Uniwersytetu Jagiellonskiego w obrebie Polanki
Hallera. W kazdej szklarni pod koniec kwietnia zostanie posadzone 50 sadzonek poziomki
w osobnych pojemnikach z wykorzystaniem warstwy drenazu. Doniczki zostang umieszczone na
tackach plastikowych spoczywajacych na lekkim podwyzszeniu. Wykorzystane materiaty beda
obojetne chemicznie. Do uprawy uzyta zostanie mieszanka ziemi ogrodowej, torfu i piasku
w proporcji 400:80:20 litrow. W momencie posadzenia sadzonkom zostanie podany nawoz
azotowo-magnezowy nastegpnie podczas wzrostu co 5 dni bgdg otrzymywaé nawoz fosforowo-
potasowy podawany w formie plynnej doglebowo. Wszystkie rosliny beda regularnie podlewane.
Do jednej ze szklarni zostanie poprowadzony gumowy waz odprowadzajacy spaliny z agregatu
z silnikiem diesla w celu symulowania antropogenicznego zanieczyszczenia powietrza. Typ
silnika zostanie dobrany dzigki konsultacjom ze specjalistami. W drugiej szklarni kontrolnej
zostanie zainstalowana instalacja suplementujagca CO,. To pozwoli wyeliminowa¢ roznice
wzrostowe u roslin wynikajace z podwyzszonego stezenia tego gazu w szklarniach (Amthor
1995). Planowane sg krotkie konsultacje przed rozpoczgciem hodowli dotyczace kalibracji
wykorzystywanego sprzetu oraz proby jego dzialania. Pierwszym pobieranym materiatem do
badan oznaczenia st¢Zenia biatka bedzie pylek w celu uzupetnienia stanu obecnej wiedzy. Do
pobrania materialu wybrane zostanie 30 roslin o poréwnywalnej wielko$ci owocow i cechach
biometrycznych sposrod 50 roslin z kazdej szklarni. Owoce, korzenie i liScie zostang zebrane
w lipcu.

Przygotowanie materialu do badan

Zebrane czgsci roslin (pytek, liscie, korzenie i owoce) poddane zostang zliofilizowane przy uzyciu
liofilizatora DONSERYV. Zabieg ten ma na celu przygotowanie do badan przy jednoczesnym jak
najwierniejszym zachowaniu wlasciwosci materiatu. Nastgpnie rozdrobniony zostanie on
w mtynku kulowym firmy Retsch CryoMill. Pozwoli to na uzyskanie jednorodnego materiatu
zduzo wicksza precyzja niz przy pomocy manualnych klasycznych metod, jednocze$nie
oszczedzajagc czas. Tak przygotowany material poddany zostanie pdzZniejszym analizom
molekularnym i chemicznym w laboratorium Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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Analizy chemiczne i molekularne

Badanie akumulacji pierwiastkow:

Przy uzyciu spektrometru masowego zostang zbadane probki owocow z 5 roslin
eksperymentalnych i 5 kontrolnych. Dodatkowe badanie owocow ma wykluczy¢ ewentualne
réznice w akumulacji zwigzkéw pomigdzy roslinami z doswiadczenia, a probag kontrolng, ktore
mogly by wptynaé na test preferencji. Ma to na celu sprawdzenie czy nie zachodzi dodatkowa
akumulacja pierwiastkOw wystepujacych w spalinach takich jak siarka, wegiel i azot w stosunku
do proby kontrolne;.

Flawonoidy:

Zawarto$¢ flawonoidow w 180 probkach materiatu roslinnego (Kontrola: 30 x korzenie,
30 x liscie, 30 x owoc, Grupa eksperymentalna: 30 x korzenie, 30 x liscie, 30 X owoc) oznaczona
zostanie za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Technika ta charakteryzuje
si¢ duzg czutoscia, pozwala na identyfikacje i oceng ilo§ciowg zwigzkéw chemicznych. Metoda ta
jest szeroko stosowana w ocenie stezenia flawonoidow (Wang i in. 2009, Rijkea i in. 2006).

Bialtko Fraa 1:

Biatko alergenne oznaczone zostanie w 240 probkach materiatu roslinnego (Kontrola:
30 x korzenie, 30 x liscie, 30 x owoc, 30 x pytek; Grupa eksperymentalna: 30 x korzenie, 30 x
liscie, 30x owoc, 30 x pylek) zapomoca testu immunoenzymatycznego ELISA.
Metoda powszechnie stosowana jest w ocenie biatek roslinnych.

Test preferencji

W testach wykorzystane zostanie 30 nornic rudych pochodzacych z hodowli, ktére nie
mialy wczesniej kontaktu z badang rosling, co pozwoli na uniknigcie ewentualnych
indywidualnych preferencji zwierzecia. Dieta tego gatunku w srodowisku naturalnym bogata jest
w owoce leSne, miedzy innymi poziomki (Jacob iin. 2014). Test przeprowadzany bedzie
w czystym pudetku, w ktéorym umieszczone zostang dwa stanowiska z owocami (owoce
pochodzace z kontroli i z grupy z czynnikiem eksperymentalnym). Owoce zostang zwazone,
a nastgpnie obliczone zostanie jaka proporcje sposrod zjedzonych owocdéw stanowily te z grupy
eksperymentalnej. Owoce bedg podawane do obydwu stanowisk w sposob losowy tak, aby
wykluczy¢ ewentualny wplyw polozenia stanowiska na wyniki. Kazda nornica bedzie mie¢ tylko
jedna probe, ktora bedzie trwaé godzing. Przed przystgpieniem do badania zostanie ona
przegtodzona, w celu stymulacji do pobrania pokarmu.

Analiza statystyczna

W celu wykazania réznic pomiedzy zawarto$cig zwigzkow flawonoidowych i biatek
pomigdzy grupa kontrolng a eksperymentalng zastosowana zostanie analiza dwuczynnikowa,
w ktorej czynnikiem bedzie eksperyment i cz¢$¢ rosliny. Potencjalne réznice w testach preferencji
wyznaczone zostang za pomocg odchylenia od losowej proporcji 0,5 za pomoca testu t — Studenta.
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Kosztorys
Przedmiot Srodki na poszczegélne lata (zf)
2016 Razem
1. Bezposredni koszt, w tym: 63 480 63 480
1/ Wynagrodzenie 24 000 24 000
2/ Sprzet 5900 5900
3/ Inne 33580 33580
2. PoSredni koszt 11516 11516
Koszt calkowity (1+2) 74996 74996




Ochotnica Gérna 13-18.04.15

Szczegoélowe koszty:

Uprawa:
Sadzonki poziomki: 100 x 3,00zt = 300zt
80L torfu: 10zt
Zwir o matej granulacji: 100zt
Pojemniki: 130zt
Piasek sortowany rzeczny 40kg: 30zt
Ziemia ogrodowa 400L: 50zt
Nawo6z fosforowo-potasowy Florovit Agro 20L: 160zt
Nawo6z azotowo-magnezowy Florovit Agro SL: 50zt

Sprzet:

Szklarnia z poliweglanu o powierzchni 6,2 m* z podtogg metalows i szkieletem aluminiowym:
2x1700zt = 3400zt

Agregat pragdotworczy z akcesoriami: 1500zt

Klimatyzator z higrostatem i termostatem: 1000zt

Paliwo do agregatu: 3800zt

Butla 40L CO, z instalacja do aplikacji: 550zt

Hodowla gryzoni - koszt catkowity wypozyczenia na 1 miesigc 30 nornic: 9000zt
Procedury laboratoryjne

Spektrometria Mas: 500zt

ELISA kit: 5000zt

HPLC: 6000zt

Wynagrodzenie: 2 x 1000 x 12= 24000

Konferencja: 8000z}(- Plant Biology — Minnesota, USA

- International Conference on Modelling, Monitoring and Management of Air Pollution,
Walencja, Hiszpania)
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