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W przyrodzie wzrost dostosowania zawsze wigze si¢ z kosztami. Dotyczy to takze, a moze przede
wszystkim, wydawania potomstwa. W literaturze mamy wiele przyktadow wskazujacych na to, ze
zwigkszenie inwestowania w aktualne potomstwo zmniejsza przyszla reprodukcje, albo poprzez
obnizenie przezywalnosci rodzicoéw do nastgpnego sezonu rozmnazania, albo poprzez zmniejszenie
liczby lub jakosci przysztego potomstwa. Takie ujemne sprzezenie jest podstawowym pojeciem
teorii historii zyciowych. Tradycyjnie, koszty te thumaczone sg kompromisem (ang. trade-off) w
alokowaniu ograniczonych zasobow pomiedzy reprodukcje a wlasne utrzymanie rodzicow.
Fizjologiczne czy molekularne podtoze tych kompromisow jest jednak dalekie od zrozumienia. W
ostatnich latach toczy si¢ burzliwa dyskusja nad znaczeniem stresu oksydacyjnego i oksydacyjnych
uszkodzen w tkankach, ktora spowodowata, ze jeszcze mniej rozumiemy niz na poczatku. Mniej
zaawansowane, ale wedtug mnie bardziej obiecujace, sg badana nad skracaniem si¢ telomerow. Mgr
Joanna Sudyka w swej rozprawie doktorskiej testuje hipotezy dotyczace roli skracania si¢
telomerow, jak rowniez 1 stresu oksydacyjnego u ptakow. Doktorantka podejmuje wigc bardzo
wazne naukowo zagadnienie, poruszajac si¢ po mato rozpoznanym terenie. W rozprawie
znajdujemy analiz¢ danych z literatury, uzupetnionych o wtasne wyniki, eksperyment
przeprowadzony w terenie oraz eksperyment laboratoryjny.

Przedstawiona rozprawa sktada si¢ z trzech prac, z ktérych dwie zostaly opublikowane w
mi¢dzynarodowych czasopismach:

1. Sudyka J., Arct A., Drobniak S., Gustafsson, L., Cichon M. 2016. Longitudinal studies confirm faster telomere
erosion in short-lived bird species. J. Ornithol. 157: 373-375.

2. Sudyka J., Arct A., Drobniak S., Dubiec A., Gustafsson, L., Cichonn M. 2014. Experimentally increased reproductive
effort alters telomere length in the blue tit (Cyanistes caeruleus). J. Evol. Biol. 27: 2258-2264.

3. Sudyka J., Casasole G., Rutkowska J., Cichon M. Elevated reproduction in sub-optimal conditions does not affect
telomere dynamics and oxidative stress.

Mgr Joanna Sudyka jest pierwszym autorem wszystkich trzech prac i autorem korespondencyjnym
obu prac opublikowanych. Wedlug o§wiadczen wspotautorow, ich taczny wklad w poszczegdlne
prace nie przekracza 35%. Omoéwig trzy prace w kolejnosci.

Pierwsza z nich jest dobrym wstepem do dalszych rozwazan i eksperymentow opisanych w dwoch
kolejnych pracach. P. mgr Joanna Sudyka, wraz ze wspotpracownikami, zestawita dane z literatury
o tempie skracania si¢ telomeréw wraz z wiekiem, tagcznie u 10 gatunkow ptakow
charakteryzujacych si¢ r6zng maksymalng dlugoscig zycia i wykazala, ze im wigksze tempo
skracania telomerow, tym dtugos$¢ zycia jest krotsza. Ta ujemna korelacja jest statystycznie wysoce
istotna. Uwzglednienie tu wlasnych danych o sikorze modrej byto bardzo cenne, gdyz tego typu
informacje, o gatunkach krétko zyjacych, sg bardzo nieliczne.

Autorce udato si¢ dowie$¢ istnienia bardzo waznej z naukowego punktu widzenia zalezno$ci. Moje

jedyne zastrzezenie odnos$nie tej pracy dotyczy samego sposobu przeprowadzenia analizy.

Podstawowym zatozeniem testow statystycznych, w tym 1 zastosowanej korelacji, jest niezalezno$¢
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probkowania. Gatunki nie dostarczaja niezaleznych danych, bo sg ze sobg blizej lub dalej
filogenetycznie spokrewnione. Wigksze lub mniejsze podobienstwo danej cechy pomigedzy
gatunkami moze wynikac z ich wigkszego lub mniejszego pokrewienstwa. Nie uwzglednienie tego
faktu prowadzi do zawyzenia liczby stopni swobody testu. W porownaniach migdzygatunkowych
standardem jest obecnie uzywanie niezaleznych kontrastow filogenetycznych lub innych
podobnych metod. Szkoda, ze Autorka ich nie zastosowata, cho¢ przy tak silnej korelacji
wyliczonej metoda ,,niefilogenetyczng”, zaleznos¢ ta z pewnoscig ostataby si¢ i przy uwzglednieniu
filogenezy. Takze rownanie regresji przedstawione na Ryc. 1 powinno by¢ wyznaczone z
uwzglednieniem filogenezy gatunkow.

Kolejna praca przedstawia eksperyment wykonany w warunkach naturalnych. Autorka wraz ze
wspolpracownikami manipulowata wysitkiem reprodukcyjnym sikory modrej poprzez doktadanie
do gniazd trzech pisklat, przy czym gniazda niemanipulowane stanowily grup¢ kontrolna.
Jednocze$nie chwytano ptaki doroste w trakcie karmienia pisklat, aby pobra¢ probke krwi do
oznaczen dlugosci telomerow. Czes¢ ptakow udato si¢ schwyta¢ w roku nastepnym i pobra¢ kolejna
probke krwi, co umozliwito wyznaczenie stopnia skrocenia telomeréw u poszczegolnych
osobnikow. Autorzy wykazali w tej pracy, ze sikory wychowujace powigkszone lggi
charakteryzowaly si¢ istotnie wigkszym skrdceniem telomerdéw niz sikory z grupy kontrolne;.
Prowadzi to do doniostego wniosku, ze zmiana dtugosci telomeréw moze si¢ wigzac¢ z wysitkiem
reprodukcyjnym.

Sposrdd licznych walordw pracy, cheiatbym zwrdcié szczegdlng uwage na sam sposob
przeprowadzenia eksperymentu i jego nowatorskos$¢. Doktorantka bardzo stusznie zrezygnowata z
obserwacji zaleznosci miedzy wielko$cig lggu a zmianami dtugosci telomeréw na rzecz manipulacji
wysitkiem reprodukcyjnym. Ptaki moga dostosowywaé wysitek reprodukcyjny do swej kondycji
lub jakosci. Mozna sobie wyobrazié, ze osobniki w lepszej kondycji (lub mniej podatne na
skracanie telomeréw) moglyby wychowa¢ wigcej potomstwa niz te o ,,gorszej” jakosci, co daloby
ujemng zalezno$¢ migdzy skroceniem telomerow a liczbg potomstwa. Takie wyniki uzyskano np. w
,obserwacyjnych” badaniach nad rybitwa zwyczajng (Bauch et al. 2013): osobniki, ktore osiaggnety
najwigkszy sukces miaty najmniejszy ubytek dlugosci telomeréw. Sposob przeprowadzenia
eksperymentu przez Doktorantke byt perfekcyjny w kazdym szczegole. Gniazda, do ktorych
doktadano piskleta, i gniazda, z ktdrych je wybierano, posiadaly taka sama liczbe pisklat wyklutych
w tym samym czasie. Rodzice byli odtawiani dla pobierania probek krwi zawsze w 14-tym dniu po
kluciu pisklat. Wszystko to z pewnos$cia zmniejszalo zmienno$¢ badanych parametrow na tyle, na
ile jest to mozliwe w badaniach terenowych.

Nalezy podkresli¢, ze omawiana praca jest pierwsza, w ktorej udato si¢ w eksperymencie, w
warunkach terenowych, wykaza¢, ze zmiany dtugosci telomerdéw sg zwigzane z wysitkiem
reprodukcyjnym. W jedynej, wczesniejszej pracy, dotyczacej pingwinow, w ktorej zastosowano
manipulacje wysitkiem rodzicielskim w warunkach terenowych (Beaulieu et al. 2011), takiej
zaleznosci nie wykazano. Trzeba tu tez zaznaczy¢, ze praca mgr Joanny Sudyki jest nowatorska i
wyznacza kierunki dalszych badan. Poprzedza ja jedynie sze$¢ prac dotyczacych dynamiki dtugosci
telomeréw w okresie reprodukcji u zwierzat i znamienne sg ich daty: 2007, 2011, 3 x 2012 1 2014.
Widaé, ze praca Doktorantki jest w ,,cutting edge” waznej dziedziny. Praca, mimo ze opublikowana
z koficem 2014 roku, byta juz (wg Web of Science, 15.07.2016) cytowana 5 razy.

Intrygujaca jest stwierdzona w tej pracy réznica w dynamice dtugosci telomerow migdzy dwoma
plciami: zmiana byta ujemna u samcoéw, a dodatnia u samic, gdy w testowanym modelu zmiennos¢
dhugosci kontrolowano o inne czynniki. Niestety, Doktorantka nie wspomina w pracy, czy
aktywnos$¢ rodzicielska samic i samcow sikory modrej rézni si¢, oczywiscie poza samym
sktadaniem jaj przez samice, a jesli tak, to czym. Potencjalnie, taka roznica mogtyby mie¢ wptyw
na dynamike dlugosci telomeréw. Doktorantka sugeruje, ze obserwowane réznice mogg wynikac¢ z
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wiekszej u samic niz u samcow aktywnosci telomerazy, spowodowanej przez estrogeny. Nasuwajg
si¢ tu analogie z moimi wiasnymi eksperymentami manipulowania naktadami rodzicielskimi u
nornic rudych (Otdakowski, Koteja, Sadowska, Taylor; J. Exp. Biol.). Uszkodzenia oksydacyjne
tkanek u rozmnazajgcych si¢ samic nornic byty takie same, a w niektorych narzgdach mniejsze, niz
u samic nie przystepujacych do rozrodu, co takze najwyrazniej wynika z dziatania estrogenow.
Ochronne dziatanie hormondw piciowych moze by¢ wiec zjawiskiem dotyczagcym nie tylko ptakow
1 wymaga dalszych badan.

Krew do oznaczen zmian dtugosci telomerow byta pobierana z dorostych sikor w odstepie rocznym.
Zmiany dtugosci telomeréw w tym czasie obejmuja wiec nie tylko niewiele ponad miesi¢czny okres
legowy, ale i wszelkie inne koszty zycia przez blisko 11 pozostatych miesigcy. W niedawno
opublikowanych badaniach nad mewa trojpalczastg (Schulter et al. 2014, Biol. Lett. 10: 20130889)
wykazano, ze skracanie telomerow w przeciagu roku zalezy nie tylko od wysitku reprodukecyjnego
(proporcjonalnie), ale takze, w co najmniej rownym stopniu (odwrotnie proporcjonalnie), od czasu
spedzonego na obfitym w pokarm zimowisku. Chciatbym wigc prosi¢ Doktorantke, by w czasie
obrony skomentowata, jak czas mi¢dzy pobieraniem prob krwi u sikor mogt wptyna¢ na wyniki 1
czy ewentualne réznice mi¢dzy ptciami w zachowaniu poza sezonem rozrodczym nie mogty
wptyna¢ na stwierdzone réznice w skracaniu si¢ telomeréw miedzy samcami i samicami,
obserwowane w obu grupach eksperymentalnych.

Trzecia z kolei praca poswigcona jest testowaniu hipotezy, ze fizjologicznym mechanizmem
lezacym u podstaw kosztow reprodukcji jest zarowno skracanie si¢ telomerdw, jak i stres
oksydacyjny. Akumulowanie si¢ uszkodzen oksydacyjnych, podobnie jak skracanie telomerow,
moze prowadzi¢ do starzenia si¢, a efekt ten powinien by¢ wzmacniany przez wysokie wydatki
energetyczne zwigzane z reprodukcja. Uwzglednienie stresu oksydacyjnego jest podwojnie
uzasadnione; po pierwsze, badania nad znaczeniem stresu oksydacyjnego w reprodukcji daty dotad
bardzo niejednoznaczne wyniki; po drugie, reaktywne formy tlenu, poza uszkodzeniami tkanek i
DNA, moga same uszkadza¢ telomery i prowadzi¢ do ich skrocenia. W pracy tej Doktorantka
manipulowata w laboratorium wielkoscig legu zeberki 1 dodatkowo, dla zwigkszenia obcigzenia,
zastosowata niskg temperatur¢ w pomieszczeniu, gdzie ptaki byly przetrzymywane.

Tak jak w poprzedniej pracy, tak i tu eksperyment zostat perfekcyjnie przeprowadzony.
Doktorantka wykazatla, ze cho¢ dtugos¢ telomeréw zmniejsza si¢ z czasem, to powigkszenie legu
nie miato wptywu na ten proces. Badane parametry stresu oksydacyjnego nie potwierdzily jego
obecnosci, przy czym w trakcie reprodukcji wzrosta u zeberek obrona antyoksydacyjna. Bardzo
ciekawym i cennym wynikiem jest stwierdzenie, Ze skrocenie telomerow moze nastapi¢ juz po
okoto dwoch miesigcach. W wigkszosci prac stwierdzano takie zmiany w okresie roku.

Autorka podata szereg wyjasnien braku wptywu dodatkowego obcigzenia na dtugosé¢ telomerow i
stres oksydacyjny. Przekonujacym argumentem jest to, ze zeberki sg oportunistami i zmuszane do
dodatkowego wysitku, poswiecaja kondycje pisklat, chronigc swojg wtasng, co potwierdzit
eksperyment.

Doktorantka, szukajac wytlumaczenia swoich wynikoéw, przywoluje przegladowa pracg Speakmana
i Garratta (2014) i podaje za tymi autorami, ze produkcja reaktywnych form tlenu (ROS) nie musi
by¢ proporcjonalna do tempa metabolizmu, a wrgcz wysokie tempo metabolizmu moze wigzacé si¢ z
obnizong produkcjg ROS. Jest to nietrafny argument. Wedlug mojej wiedzy, sytuacji takiej nie
stwierdzono nigdy u zwierzat w czasie reprodukcji. Wyniki cytowane przez Speakmana i Garratta
pochodzg z badan nad myszami, u ktorych mechanizmem odpowiedzialnym jest rozprzezenie
oksydacyjnej fosforylacji na skutek dziatania biatek UCP2 1 UCP3, katalizujacych przeciek
elektronow 1 powodujace spadek emisji ROS z mitochondriow. Tymczasem w czasie laktacji u



myszy ilos¢ UCP3 zmniejsza si¢, a UCP2 pozostaje bez zmian. Nie moze wiec to by¢
wytlumaczeniem braku stresu oksydacyjnego nawet u ssakow, a tym bardziej u ptakow.

W badaniu stresu oksydacyjnego Doktorantka zastosowata dwa parametry. Test OXY okresla
calkowitg zdolnos$¢ antyoksydacyjna, a wigc obronng osocza krwi. Drugi test, dAROM, okresla nie
tyle uszkodzenia oksydacyjne, jak twierdzi Autorka, a raczej wtasciwosci oksydacyjne osocza. Co
prawda w tescie tym wykorzystuje si¢ wodoronadtlenki (hydroperoxides), powstale w osoczu na
skutek dziatania ROS na bardzo wczesnym etapie kaskady oksydacyjnej, to istotg testu jest
oznaczenie oksydacyjnych wlasciwosci wodoronadtlenkow i powstatych z nich rodnikéw. Wyniki
tego testu sa przedstawiane jako ekwiwalent stezenia nadtlenku wodoru, ktory tez jest reaktywng
formg tlenu. Uwazam wigc, ze nie w petni wlasciwe jest stwierdzenie Autorki iz ,,we were not able
to detect the cost of reproduction in terms of oxidative damage”. Szkoda natomiast, ze uszkodzenia
oksydacyjne nie byly badane, bo to one w ostatecznym rozrachunku decyduja o konsekwencjach
dla organizmu i kosztach reprodukcji. Takze we krwi mozna okresli¢ np. uszkodzenia biatek,
oznaczajac grupy karbonylowe lub ubytek grup tiolowych. Nie zmienia to jednak faktu, ze
przedstawione wyniki (brak zmian w oksydacyjnych wiasciwos$ciach osocza przy wzroscie obrony)
przekonuja mnie, ze reprodukcja u tego gatunku nie wigze si¢ ze stresem oksydacyjnym. Jest to
wiec kolejny argument za tym, Ze to nie stres oksydacyjny lezy u podstaw kosztow reprodukc;ji.

Chciatbym jednak, aby Doktorantka w trakcie obrony pracy ustosunkowata si¢ do pytania, czy brak
oznak stresu oksydacyjnego nie mogt wynika¢ z zastosowanej w eksperymencie diety, znacznie
wzbogaconej w antyoksydanty. Zwlaszcza witamina C oraz karotenoidy, ktore byty dostarczane
zeberkom, moga potencjalnie odgrywac znaczacg rolg w neutralizowaniu reaktywnych form tlenu.

Podsumowujac, jestem peten uznania dla dokonan mgr Joanny Sudyki. Trzy prace wchodzace w
sktad rozprawy sa istotnym i pionierskim wktadem w zrozumienie znaczenia dynamiki telomerow i
wskazuja, ze wlasnie skracanie si¢ telomerow moze by¢ mechanizmem ttumaczacym koszty
reprodukcji. Bardzo ciekawe jest przy tym zestawienie dwoch gatunkow: sikory (koszty
dodatkowego obcigzenia ponoszone przez rodzicéw) 1 zeberki (oportunistyczne gniazdowanie i
koszty przeniesione na piskleta). Takie zroznicowanie wskazuje na potrzebg badan gatunkow o
roéznych historiach zycia. Prace te wytyczajg wiec kierunek dalszych badan, koniecznych dla
potwierdzenia roli telomeré6w w kompromisie migdzy wysitkiem reprodukcyjnym a przezywaniem i
dhugoscia zycia. Natomiast badania Autorki nad stresem oksydacyjnym sa kolejnym argumentem,
kazacym powatpiewacé w jego istotng rolg¢ w reprodukcji. Chcialbym tu podkresli¢ duza sprawno$¢
warsztatowg mgr Joanny Sudyki, bardzo dobre opanowanie metod statystycznych oraz literatury tej
bardzo szybko rozwijajacej si¢ dziedziny.

Oceniam prace mgr Joanny Sudyki jako spetniajagca wymogi stawiane rozprawom doktorskim, w
tym wymienione w Ustawie z 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz Ustawie
z dnia 18.03.2011 o zmianie ustawy — Prawo o szkolnictwie wyzszym. Z pelnym przekonaniem
prosze Rade Instytutu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie Autorki
rozprawy do dalszych etapow przewodu doktorskiego, w tym do publicznej obrony rozprawy.
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