NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: ,,Parametry kondycji i zagrozenia bakteriologiczne bocianow bialych Ciconia
ciconia i czarnych Ciconia nigra, rozwijajacych sie w pld. i zach. Polsce”

2.Czas trwania projektu: od 01. 06. 2018 r. do 31. 07. 2021 r.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): bocian biaty, bocian czarny, kondycja, parametry

hematologiczne, odpornos¢.
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) ,,C”.

A. Badania podstawowe
B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majgce na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $rodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

W Europie obserwuje si¢ stale tendencje zmian, zmniejszania i pogarszania si¢ stanu populacji
bocianéw, zwlaszcza biatych Ciconia ciconia, ale takze czarnych Ciconia nigra. Skutki tych proceséw
nie s3 do konca poznane. Niekorzystny wptyw ma zanieczyszczenie srodowiska, powodowane
dziatalno$cig cztowieka. Nasza hipoteza jest przypuszczenie, ze zmniejszenie liczebnosci populacji i
pogorszenie kondycji bociana biatego spowodowane jest spadkiem naturalnej odpornosci organizmu.
Zmiany te prawdopodobnie znajdujg odbicie nie tylko w fizjologii, ale przede wszystkim majg podioze
genetyczne. Bociany mniej odporne, sg ze srodowiska eliminowane, a te, ktére sg silniejsze, przetrwaja.
Oczekuje sig¢, ze takze zmiany w materiale genetycznym i frekwencje mutacji DNA zostang wykryte w
planowanych badaniach; mozna sadzi¢, ze zanieczyszczenie srodowiska moze wplywac na obnizong
odporno$¢ i powstawanie zmian (mutacji i polimorfizmow) w materiale genetycznym bociandw.
Badania planujemy przeprowadzi¢ na osobnikach bociana biatego Ciconia ciconia i czarnego Ciconia
nigra. Bocian biaty Ciconia ciconia — to gatunek zyjacy na terenach antropogenicznych. Na podstawie
obrazu krwi chcemy zbada¢ parametry kondycji ptakow: aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych,
poziom lipoperoksydacji, stezenie metali cigzkich, morfologie i biochemi¢ krwi. Chcemy porownac



wplyw i pozna¢ mechanizmy umozliwiajgce zycie bociana biatego w srodowisku krajobrazu rolniczego
wschodniej Polski. Bocian biaty jest gatunkiem, ktory na zachodzie Europy wrgcz zywi si¢ na
$mietniskach (w Polsce jest to rzadko$¢). Szukamy mechanizméw przystosowujacych obydwa gatunki
bociana do bytowania w srodowisku silnie antropogenicznym.

Jednoczesnie chcemy zbadaé jak wyglada flora bakteryjna przewodu pokarmowego obydwu gatunkow.
Nasze dotychczasowe badania udokumentowaty przenoszenie przez bociana biatego bakterii
Clostridium i Acinetobacter baumannii . Chcemy wykona¢ petne spektrum bakteriologiczne u obydwu
gatunkow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Bocian biaty Ciconia ciconia (360 osobnikow).
Bocian czarny Ciconia nigra (180 osobnikéw).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilismy istniejacg wiedzg w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: Web of Science, Google Scholar, Science Direct, Elsevier, Springer,
Pubmed.

Wykorzystaliémy stowa kluczowe: hematologia ptakow, parametry hematologiczne, Ciconia ciconia,
Ciconia nigra, parametry kondycji.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzamy, ze brak jest danych lub sg one mato
wiarygodne w zakresie parametrow kondycji (uktad czerwono-krwinkowy, biato-krwinkowy,
lipidogram, morfometria, aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych, stezenie biatek stresowych,
lipoperoksydacja, parametry nieenzymatyczne) u obydwu gatunkéw bociana zyjacych w odmiennych
srodowiskach.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli okresli¢ parametry kondycji, m.in. zakres
stezenia metali cigzkich, aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych, poziom lipoperoksydacji, stezenie
biatek stresowych, u bociana biatego, zyjacego w srodowisku krajobrazu rolniczego. Ponadto, wyniki
badan pozwola stworzy¢ model zaleznosci umozliwiajacych zajmowanie przez bociana coraz bardziej
zanieczyszczanych przez cztowieka srodowisk.

1 Przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




W planowanych do$wiadczeniach zastosowano zasad¢ ograniczenia liczby bocianéw, od ktorych
planuje si¢ pobieranie krwi. Z tego wzgledu zredukowano liczbe badanych bocianéw do 360 bociandéw
biatych i 180 czarnych. Krew bedzie pobierana przyzyciowo, w ilosci 6 ml. Do naszego do$wiadczenia
wybierzemy tylko te pisklgta, ktorych masa ciata przekracza 1 kilogram. Objetos¢ krwi krazacej w
organizmie stanowi ok. 10% ogdlnej masy ciata; w przypadku kilogramowego bociana wynosi ona 100
ml. Wedlug Campbella (1995) pobranie 10% catkowitej objetosci krwi ptaka nie powoduje u niego
zadnych negatywnych skutkow. W ramach zasady ograniczenia zamierzamy pobiera¢ maksymalnie 6
ml, czyli w ilo$ci o potowe mniejszej wobec dopuszczalnej granicy limitu. Dzigki temu mamy pewnos$¢,
ze nie spowodujemy zadnych strat, ani zmian fizjologicznych u pisklat. Nasze dotychczasowe
doswiadczenia wykazuja, ze podawanie jakichkolwiek srodkow uspakajajacych jest niecelowe (bardziej
szkodzg, niz pomagajg). Mtode bociany sg stosunkowo odporne na stres i nic wykazujg zachowan
lgkowych.

W przypadku planowanych badan nie ma mozliwos$ci zastosowania zasady zastapienia, jednakze nasze
wyniki pozwolg na okreslenie parametrow kondycji (stanu zdrowia), ktore w przysztosci umozliwig
bardzo skuteczne okreslenie kondycji i stanu zdrowia bociandéw, co umozliwi zastosowanie ew.
profilaktyki immunologicznej (wzmacniajacej kondycje¢ pisklat), przez zastosowania srodkow
zapobiegajacych niekorzystnym zmianom (nieinwazyjng ingerencj¢ immunologiczna, np. poprzez
zastosowanie immunoglobulin, zwtaszcza 1gG i limfocytéw T). Dzigki temu piskleta po wylocie
moglyby by¢ potencjalnie gotowe do dtugiego 1 wyczerpujacego lotu na tereny ich zimowania (Afryka
ptd., M. Czarne) i nie padalyby tak masowo po drodze z wyczerpania, bedacego wynikiem ich ztej
kondycji fizycznej.

W ramach zasady udoskonalenia wszystkie analizy probek krwi wykonywane bedg na nowoczesnym i
specjalistycznym sprzgcie laboratoryjnym, dzigki czemu unikniemy btedoéw technicznych. Wszystkie
osoby biorace udziat w do§wiadczeniu ukonczyty szkolenie organizowane przez PolLASA oraz
posiadaja doswiadczenie w pracy ze zwierzetami.

Wykonanie zamierzonych badan pozwoli na okreslenie szczegétowych zalezno$ci pomiedzy
pierwiastkami fizjologicznymi, mikroelementami i metalami toksycznymi, i odpowiedzig
ekofizjologiczng bocianow w poszczegdlnych populacjach badanych srodowisk. Dalsze prace w tym
kierunku umozliwig wyjasnienie, w jakim stopniu procesy bioakumulacyjne s3 zdeterminowane
wplywem etapow wzrostu pisklat 1 czynnikow srodowiskowych. Ostatecznym zamierzeniem badan jest
jednak znalezienie przyczyn zmniejszania si¢ 1 zmian stanu populacji bociana biatego w Polsce 1
Europie zachodniej i podjecie odpowiednich srodkow zaradczych.

Waznym zagadnieniem w badaniach genetycznych jest poznanie struktury genetycznej populacji
bociana biatego w Polsce i jej dynamiki; dotychczas nie prowadzono podobnych badan, dlatego nie ma
dostepnych informacji na temat zréznicowania genetycznego bociana bialego w Polsce. Mozna znalez¢
nieliczne prace omawiajace zastosowanie markerow genetycznych do badania zr6znicowania
genetycznego populacji bocianéw wystepujacych na terenach USA, Brazylii 1 Chin. Sposrdd wielu
dostgpnych markerow wykorzystano do oceny zr6znicowania genetycznego np. 1) sekwencje
mikrosatelitarne, w przypadku dtawigada amerykanskiego Mycteria americana w USA i Brazylii (Van
de Bussche et al. 1999, Tomasulo-Seccomandi et al. 2003), 2) mitochondrialne DNA, w przypadku
Mycteria americana w Brazylii (Lopes et al. 2006), Ciconia boyciana w Chinach (Zan et al. 2008), 3)
allozymy. Nie znaleziono prac wykorzystujacych technike RAPD-PCR do badania zré6znicowania
genetycznego C. ciconia, stad planowane badania sa nowatorskie i pozwolg na ocene przydatnosci
metodyki. Ponadto zastosowanie techniki RAPD-PCR ma na celu ocen¢ podobienstwa lub
zrdZnicowania genetycznego populacji i ma pozwoli¢ na znalezienie réznic w genomie osobnikow
pochodzacych ze srodowisk zanieczyszczonych i czystych. Podejscie to jest rOwniez nowatorskim
rozwigzaniem. W literaturze nie znaleziono podobnych badan prowadzonych w obrebie gatunku C.



ciconia. Technika RAPD-PCR polega na zastosowaniu 10.nukleotydowych primerow, ktore losowo
przylaczaja si¢ w genomie, amplifikujac jego fragmenty. Wynikiem jest uktad prazkéw na zelu,
natomiast roznice w uktadzie pragzkowym wskazuja na roznice w materiale genetycznym badanych
osobnikow lub grup. Metoda ta byta juz z powodzeniem stosowana w badaniach genetycznych kur,
kaczek, roslin czy zwierzat wolno zyjacych, ktorych genom jest stabo poznany. Zastosowanie tej
metody pozwolito np. na znalezienie réznic pomi¢dzy genomem samic i samcoOw i stato si¢ podstawa do
stworzenia testow DNA, pozwalajgcych okresli¢ pte¢ bocianéw biatych. Z tego wzgledu w planowanym
doswiadczeniu oczekujemy rowniez znalezienia markerow RAPD réznicujacych grupy ptakow ze
srodowisk o r6znym stopniu zanieczyszczenia. Tylko przeprowadzenie testéw DNA na odpowiednio
dobranym materiale zwierzecym (bociany zasiadajace srodowiska czyste i zanieczyszczone) daje
mozliwos¢ wykrycia ewentualnych roznic na poziomie molekularnym przy zastosowaniu techniki
RAPD-PCR. Takie odkrycie mogloby by¢ pierwszym krokiem w kierunku odnalezienia regionéw DNA,
odpowiadajacych za odpornos¢ bocianéw na stres srodowiskowy. Ponadto mogloby pomdc w okresleniu
przyczyny zmian i zmniejszania si¢ liczebnosci populacji bociana biatego w Polsce i Europie i stworzy¢
szanse zastosowania zabiegow nieinwazyjnych o dziataniu immunologicznym, zapobiegajacych
niekorzystnym zmianom (np. poprzez podawanie pisklgtom immunoglobulin typu 1gG, limfocytow T,
etc.; por. cele projektu).

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaséciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.




