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Veroudering

Hoewel er veel inzicht is verkregen in het verouderingsproces door onderzoek in het
laboratorium, is er nog weinig bekend over de start en snelheid van het
verouderingsproces in vrij levende dieren. Lange tijd dacht men zelfs dat dieren in het
wild niet zouden overleven tot een bejaarde leeftijd. Tegen de verwachtingen in werd wel
degelijk veroudering in vrij levende dieren gevonden. Hoe snel dit verouderingsproces
verloopt, verschilt tussen individuen. Het is aannemelijk dat deze verschillen worden
veroorzaakt doordat individuen variéren in kwaliteit.

Er zijn verscheidene theorieén die voorspellen hoe veroudering tot stand kan
komen. Voor de disposable soma theorie is bewijs gevonden in een breed scala aan
diersoorten. Deze theorie gaat uit van een gelimiteerde hoeveelheid voedsel/energie die
door een organisme besteedt kan worden. Daarom moeten er keuzes gemaakt worden
waar deze energie in geinvesteerd wordt. Investering in reproductie zal dan bijvoorbeeld
ten koste kunnen gaan van het onderhoud van het lichaam, en daarmee veroudering
versnellen. Het is echter mogelijk dat individuen die van goede kwaliteit zijn in meerdere
eigenschappen kunnen investeren, zonder dat dit ten koste gaat van een van die
eigenschappen en eventueel resulteert in veroudering. Op basis van de disposable soma
theorie kunnen we moleculaire markers die veranderen met leeftijd gebruiken om
variatie in de start en snelheid van veroudering tussen individuen beter te begrijpen.

Telomeren

Een relatief nieuwe moleculaire marker om variatie in kwaliteit in kaart te brengen is
telomeer lengte. Telomeren zijn een stukje DNA aan de uiteinden van chromosomen. Het
is een universele structuur, een herhaling van de sequentie 5’-TTAGGG-3’, die terug te
vinden is in alle gewervelde dieren. Telomeren hebben een beschermende functie voor
het overige DNA.

Er kunnen drie verschillende Klassen telomeren worden onderscheiden. Ten
eerste komt de telomeer sequentie voor midden in het genoom, dit zijn Klasse I telomeren
die waarschijnlijk niet verkorten (lengte van 0.5 - 8 kb). Aan het einde van de
chromosomen komen de andere twee typen telomeren voor, die onderscheiden worden
door een verschil in lengte. Klasse II telomeren, 8 - 40 kb, hebben een functie in de
stabilisatie en bescherming van chromosomen. Dit zijn de telomeren die in vele soorten
aantoonbaar verkorten met toenemende leeftijd, ook in koolmezen. Daarnaast wordt bij
mensen deze verkorting versneld door processen die ook de levensverwachting omlaag
brengen, zoals stress. Ten slotte bevinden zich Klasse IlI, of ultra-lange telomeren (tot 2.0
Mb), aan het einde van de chromosomen. Vooral bepaalde vogelsoorten, zo ook
koolmezen, hebben een groot aantal ultra-lange telomeren. Over de functie van deze
telomeren is tot dusver enkel gespeculeerd en verkorting is nog nooit aangetoond. Ons
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onderzoek in koolmezen laat zien dat Klasse III telomeren niet verkorten en dat hun
aanwezigheid zelfs de verkorting van de Klasse II telomeren maskeert.

Kwantificeren van telomeerlengte

De telomeerlengte verschilt tussen chromosoomarmen, omdat de verkortingssnelheid
varieert, maar ook omdat er verschillende Klassen telomeren op de diverse chromosomen
gevonden worden. Daarom kan er binnen een bloedmonster van een individu een
verdeling van telomeerlengten worden gevonden. Er zijn verschillende methoden om
telomeerlengte te kwantificeren. Afhankelijk van de gebruikte techniek varieert het
resultaat van een gemiddelde telomeerlengte per bloedmonster tot de geschatte
telomeerlengte per chromosoomarm. Er is in de ecologie weinig beschreven over de
geschiktheid van de verschillende methoden en uitkomsten voor specifieke vragen en
diersoorten.

Voor dit proefschrift ben ik begonnen met het ontwikkelen en optimaliseren van
de juiste methode om telomeerlengte te meten in koolmezen. Een snelle methode om dit
te meten is quantitative PCR (qPCR). Het cruciale onderdeel van deze methode is het
vinden van een relevant stukje DNA wat kan dienen als controle gen. Met dit controle gen
kan namelijk gecorrigeerd worden voor de hoeveelheid DNA waarmee een analyse reactie
gestart wordt. Bij nadere inspectie van de telomeer verdeling bleek de qPCR echter een
ongeschikte methode te zijn voor telomeermetingen in koolmezen, omdat ze veel ultra-
lange telomeren hebben die de gemiddelde telomeerlengte te veel beinvloeden.

Daarom zijn we overgegaan naar een andere techniek, die als voordeel heeft dat de
telomeerverdeling van een bloedmonster gekwantificeerd kan worden: Telomeer
Restrictie Fragment (TRF) analyse. Met deze techniek worden de telomeren aan het einde
van chromosoomarmen (Klasse II en III) voorzien van een radioactief label en de
verschillende telomeerfragmenten op basis van lengte van elkaar gescheiden. Naast de
gemiddelde telomeerlengte kan door deze scheiding ook een berekening worden gemaakt
voor de verschillende sets van telomeren in de verdeling. Uit eerdere studies in mensen,
kauwen en visdiefjes blijkt namelijk dat de langste telomeren uit de verdeling het snelste
verkorten. Ditzelfde gebeurt ook in de Klasse II telomeren van koolmezen. Aangezien
Klasse III telomeren niet verkorten, en de dynamiek van Klasse II telomeren met leeftijd
in koolmezen hetzelfde is als telomeerdynamica in andere soorten, lijken Klasse II
telomeren het meest geschikt te zijn als biomarker voor veroudering en stress.
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Variatie in telomeer lengte tussen individuen

Wanneer de telomeerlengten van verschillende individuen met dezelfde leeftijd
vergeleken worden, is er vaak veel spreiding in lengte. Dit kan deels verklaard worden
door variatie in de genetische achtergrond tussen individuen. De erfelijkheid van
telomeerlengte die gemiddeld in de literatuur gevonden wordt is 0.7. In een populatie
zebravinken die in volieres leeft hebben wij een erg hoge erfelijkheid van 1 gevonden.
Naast de erfelijke component zijn er in de literatuur ook aanwijzingen dat telomeerlengte
bepaald wordt door omstandigheden vroeg in het leven en maternale- en/of paternale
effecten. In onze dataset konden we dit niet aantonen door de gelimiteerde
steekproefgrootte.

Telomeren en levensgeschiedenis

Bij de koolmees gebruiken we de Klasse II telomeren als maat voor veroudering. In de
literatuur wordt duidelijk een positief verband gevonden tussen telomeerlengte en
overleving. De relatie tussen telomeren en voortplanting is minder eenduidig; er worden
zowel positieve als negatieve verbanden gevonden. In koolmezen vonden we geen bewijs
voor een relatie tussen telomeren en overleving. Wat betreft voortplanting vonden we
wel een verband met telomeren: de koolmezen die het meest succesvol zijn in
voortplanting, konden hun telomeren beter in stand houden. Dit wijst erop dat
succesvolle koolmezen van betere kwaliteit zijn. Dit effect is nog niet eerder
waargenomen en vervolgonderzoek naar de oorzaken kan fundamenteel inzicht in
veroudering opleveren.

Ten slotte hebben we een aantal mannetjes harder laten werken door ze
gedurende een jaar uit te rusten met een rugzakje ter grootte van een zender. Op deze
manier konden we tegelijkertijd effecten van harder werken voor veroudering en
eventuele nadelige gevolgen van het gebruik van zenders in kaart brengen. We vonden
geen lange-termijn effecten van de rugzakken op telomeerverkorting, succes in
voortplanting of overleving. Er waren echter wel korte-termijn effecten op de mannetjes
met een zware rugzak: ze waren iets zwaarder geworden, misschien door extra spieren,
en hadden een kleinere kans om een nestkast te bemachtigen in de winter en hun jongen
waren een beetje lichter. Dit betekent dat er kleine veranderingen zijn geweest in hun
gedrag om bijvoorbeeld voedsel te zoeken. Steeds vaker worden vogels uitgerust met
meetapparatuur zoals zenders, en uit onze resultaten blijkt dat apparatuur ter grootte van
zenders gebruikt kan worden bij koolmezen zonder nadelige gevolgen op de lange
termijn.
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Fryske gearfetting

Ferdlderje
Hoewol der folle ynsjoch fergearre is yn it proses fan feralderje troch {indersiik yn it
laboratoarium, is der noch net folle bekend oer it begjin en de gong fan feralderjen by yn
it wyld libbene bisten. Lange tiid tocht men sels dat bisten yn it wyld net in heche leeftiid
krije kinne. Yn tsjinstelling ta de ferwachtings waard der wol deeglik feralderjen yn frij
libbene bisten fiin. Hoe fluch dit proses fan feralderje ferrint, ferskilt tusken yndividuen.
It is wierskynlik dat dy ferskillen foarkomme omdat yndividuen 6fwikselje yn kwaliteit.
Der binne ferskate teoryen dy’t foarsizze hoe’t ferdlderje (intstien kin. Foar de
disposable soma theory is bewiis fiin yn in breed oanbod fan bistensoarten. Dizze theory
giet ut fan in beheinde poarsje energy dy’t bestege wurde kin troch in organisme. Dérom
moat der kar makke wurde wer't de energy yn ynvestearre wurd. Ynvestearje yn
fuortplanting sil dan byfoarbyld ten koste gean kinne fan it inderhald fan it lea, en dermei
feralderje flugger gean. It is lykwols mooglik dat yndividuen dy’t fan goede kwaliteit binne
yn mear as ien eigenskip ynvestearje kinne, siinder dat dit ten koste giet fan ien fan dy
eigenskippen en resultearret yn feralderje. Op griin fan de disposable soma theory kinne
we molekulére markers dy’t feroarje mei aldens briike, om fariaasje yn it begjin en de
gong fan feralderje tusken yndividuen better te begripe.

Telomearen

In relatyf nije molekulére marker om fariaasje yn kwaliteit te identifisearje is
telomearlingte. Telomearen binne in stik fan it DNA oan de einen fan gromosomen. It is in
universele struktuer, in herhelling fan de sekwinsje 5’-TTAGGG-3’, dy’t te finen is yn alle
wringebisten. Telomearen hawwe in beskermjende funksje foar de rést fan it DNA.

Der binne trije ferskillende Klassen fan telomearen. Yn it foarste plak wurd de
telomear folchoarder fiin yn it midden fan in gromosoom, dit binne Klasse I telomearen
dy’t wierskynlik net ferkoartsje (lingte fan 0.5 - 8 kb). Oan it ein fan de gromosomen
komme de oare twa types foar, dy’t har Ginderskieden ha troch in ferskil yn lingte. Klasse
II telomearen, 8 - 40 kb, hawwe in funksje yn de stabilisaasje en beskerming fan
gromosomen. Dat binne de telomearen dy’t oanwiisber ferkoartsje my tanimmende
dldens, ek yn de blokmies. Boppedat wurdt by minsken dit ferkoartsje fersneld troch
prosessen dy’t ek de libbensferwachting del bringe, lykas stress. Ta beslit binne der
Klasse IlII, of ultra-lange telomearen (oant 2.0 Mb), oan it ein fan de gromosomen.
Benammen beskate filigelsoarten, sa ek de blokmies, hawwe in grut tal fan ultra-lange
telomearen. Oer de funksje fan dizze telomearen is oant no ta inkeld spekulearre en
ferkoarting is nea oantoand. Us (indersyk yn blokmiesen docht bliken dat Klasse III
telomearen net ferkwoartsje, en dat har oanwézigens sels de ferkoarting fan de Klasse II
telomearen maskearje.
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Kwantifisearje fan telomearlingte

De telomearlingte ferskilt tusken gromosoom earmen, omdat de ferkoartingsgong
fariearret, mar ek omdat der ferskillende Klassen telomearen op de ferskate gromosomen
wurde fiin. Dérom kin der yn in bloedsteal fan in yndividu in ferdieling fan
telomearlingten wurde fin. Der binne ferskate metoaden om telomearlingte te
kwantifisearjen. Ofhinklik fan de technyk dy’t briikt wurdt, fariearret it resultaat fan in
middellingte it bloedsteal oan de skatte telomearlingte per gromosoom. Der is net folle
beskreaun yn de ekology oer de geskiktheid fan de ferskate methoaden en itkomsten foar
spesifike fragen en bistensoarten.

Foar dit proefskrift bin ik begin mei it Gntwikkeljen en optimalisearjen fan de
krekte methoade om telomearlingte te mjitten fan blokmiesen. In flugge manier om dit te
mjitten is quantitative PCR (qPCR). It beskiedende diel fan dizze metoade is it finen fan in
relevant stik DNA dat tsjinje kin as in kontroélle gen. Mei dit kontrélle gen kin nammentlik
korrizjearre wurde foar de hoemannichte DNA wér’t in analyze reaksje mei is begiin. By
nijere ynspeksje fan de telomearferdieling die it bliken dat de qPCR in {ingeskikte
methoade is foar telomearmjittingen yn blokmiesen, want se hawwe in soad ultra-lange
telomearen dy't tefolle de middellingte beynfloedzje.

Dérom binne wy oergien nei in oare technyk, dy't as foardiel hat dat de
telomearferdieling yn in bloedmiinster kwantifisearre wurde kin: Telomear Restriksje
Fragmint (TRF) analyze. Mei dizze technyk wurde de telomearen oan it ein fan de
gromosoom earmen (Klasse II en III) foarsjoen fan in radio-aktyf label en de ferskate
telomearfragminten op griin fan lingte fan elkoar skieden. Neist de middellingte kin troch
dizze skieding ek in berekkening makke wurde foar de ferskillende sets fan telomearen
yn de ferdieling.

Foarige Gindersiken by minsken, kaen en wytstirnsen wizen ut dat de langste
telomearen Ut de ferdieling it fluchste koarter wurde. Itselde bart yn de Klasse II
telomearen fan blokmiesen. Om’t Klasse Il telomearen net koarter wurde, en de dynamyk
fan Klasse Il telomearen mei aldens yn blokmiesen itselde is as telomeardynamika yn oare
soarten, lykje Klasse I telomearen it meast geskikt te wézen as biomarker foar ferdlderje
en stress.

Fariaasje yn telomearlingte tusken yndividuen

Wannear't de telomearlingte fan ferskillende yndividuen fan deselde dldens ferlike wurd,
is der faak in soad fariaasje yn lingte. Dat kin foar in diel ferklearre wurde troch fariaasjes
yn de genetyske eftergriin tusken yndividuen. De erflikens fan telomearlingte dy’t yn
trochsnee flin wurdt yn de literatuer is 0.7. Yn in populaasje sebrafinken dy’t libje yn
finzenskip hawwe wy in tige hege heritability fan 1 fin. Neist de erflike komponint is der
yn de literatuer ek bewiis beskikber dat telomearlingte wurdt bepaald troch
omstannichheden betiid yn it libben en effekten fan de memme- en/of heitekant. Yn uze
dataset koene wy dit net bewize troch de beheinde stekproefgrutte.
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Telomearen en libbensskiednis

By de blokmies briike wy de Klasse Il telomearen as mjitte fan feralderjen. Yn de literatuer
wurdt dadlik in posityf ferban fiin tusken telomearlingte en oerlibjen. De relaasje tusken
telomearen en fuortplanting is minder dudlik; der binne sawol positive as negative
ferbannen fiin. Yn blokmiesen flinen wy gjin bewiis foar in relaasje tusken telomearen en
oerlibjen. Oangeande fuortplanting hawwe wy wol in ferban mei telomearen fiin: de
blokmiesen dy't it meast stksesfol binne yn fuortplanting, koene har telomearen better
yn stan halde. Dat wiist derop dat siksesfolle blokmiesen fan bettere kwaliteit binne. Dit
effekt is nea earder waarnommen en fierder (indersyk nei de oarsaken kin flineminteel
ynsjoch yn feralderje opleverje.

Ta beslut hawwe wy in oantal mantsjes hurder wurkje litten troch har foar ien jier
ut te rissen mei in réchsek de grutte fan in stjoerder. Op dizze wize koene wy tagelyk de
effekten fan hurder wurkjen foar feralderjen en alle neidielige gefolgen fan it briiken fan
stjoerders yn kaart bringe. Wy hawwe gjin lange-termyn effekten fan réchsekjes fiin op
telomearferkoarting, reproduktyf stikses of oerlibjen. Lykwols, der wienen koarte-termyn
effekten by de mantsjes mei in swiere réchsek: se wiene wat swierder wurden, miskien
troch ekstra spieren. Boppedat hiene se minder kdns om in néstkast te bemachtigje yn de
winter en har jongen wiene in bytsje lichter. Dit betsjut dat der lytse feroarings west
hawwe yn har gedrach om bygelyks iten te finen. Hieltyd mear wurde fiigels foarsjoen fan
mjitapparatuur lykas stjoerders.Een Us resultaten litte sjen dat apparatuer mei de grutte
fan stjoerders brikt wurde kin by blokmiesen stinder neidieliche gefolgen op de lange
termyn.
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En dan is het na vijf jaren hard werken ineens allemaal af. Er ligt een boekje, ongelooflijk!
Dit project was ontzettend divers en ik heb erg veel geleerd. Zowel als persoons als
wetenschapper ben ik enorm gegroeid. Zonder de steun en hulp van vele mensen om mij
heen had dit proefschrift hier niet gelegen. Om te beginnen een algemeen dankjewel voor
iedereen die mij op wat voor manier dan ook geholpen heeft! Een aantal mensen wil ik
graag in het bijzonder bedanken.

Allereerst natuurlijk mijn begeleiders. Simon, ik heb jou leren kennen tijdens mijn
studie en werd meteen gegrepen door het type onderzoek dat je doet. Na een interessant
masters onderzoek was het een makkelijke keuze om mijn PhD ook bij jou te doen. De
vraag was nog even wat mijn studiesoort zou worden, maar nadat de zebra vinken en
kauwen afgevallen waren bleek het heel logisch: koolmezen op Vlieland, dezelfde
populatie als waar jij ook je PhD hebt gedaan (helaas is het je niet gelukt om langs te
komen tijdens het veldseizoen i.v.m. kauwen veldwerk). Je directe en pragmatische
aanpak is soms confronterend, maar vooral ook stimulerend en erg waardevol. Ik betrap
mezelf er regelmatig op dat ik ook in termen van efficiéntie ben gaan denken. Behalve
voor werk gerelateerde problemen stond je deur ook altijd open om persoonlijke zaken
te kunnen bespreken. Bedankt dat ik de afgelopen jaren deel uit mocht maken van je
groep.

Arie, ik heb jou voor het eerst op Vlieland ontmoet tijdens mijn eerste,
oriénterende veldseizoen. Je kennis over koolmezen is onuitputtelijk. En ook van andere
zaken lijk je alles te weten; het maakt niet uit waar een gesprek over gaat, je weet altijd
veel te vertellen. Jij hebt mij de praktische kant omtrent het koolmees onderzoek
bijgebracht. Ik heb met heel veel plezier met de unieke koolmezenpopulatie op Vlieland
gewerkt. Terug op de afdeling heb je me gestimuleerd niet direct in het diepe te springen
met bijvoorbeeld analyses, maar te beginnen bij de basis. Je nuchtere aanpak heeft mijn
werk genuanceerd en meer to the point gemaakt.

Jan en Elsje, zonder jullie had ik nooit al mijn data kunnen verzamelen. Dankzij
jullie voelde naar Vlieland gaan altijd een beetje als thuiskomen. Ik heb ontzettend
genoten van ons samenwerken, meekijken bij de bijen, de gezellige avonden, pizza eten
op de bridge avond, logeer partijen, de winderige wandeling met de boswachter en
etentjes in het dorp. Jullie gastvrijheid, kijk op de natuur en duurzame levensstijl is erg
inspirerend. En hoe mooi passend is het dat Elsje mijn omslag heeft ontworpen. Ik ben er
erg blij mee!

Ik ben blij met de steun van mijn paranimfen tijdens het laatste, maar heel
belangrijke, stukje van mijn PhD. Marieke, met mijn beste vriendinnetje aan mijn zijde
komt alles goed. Jij hebt aan een half woord van mij genoeg, en met jou kan ik alles
bespreken. Mijn verhuizing naar Wageningen was even schrikken, en ik ben blij dat we
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nog steeds regelmatig contact hebben. Wijnavonden, saunadagen en ik-ben-even-niet-zo-
gezellig momenten zullen altijd blijven! Ik vind het leuk dat je als niet-bioloog ook vol
enthousiasme hebt meegeholpen tijdens veldwerk en ik fijn met je kon discussiéren over
mijn resultaten of brainstormen over rugzakjes designs.

Ellis, vanaf de start van mijn PhD hebben wij nauw samengewerkt in het lab.
Tijdens hetlabwerk kletst het gemakkelijk en jij bent snel meer geworden dan een collega.
Regelmatig ben ik je kantoor in gestormd om de meest uiteenlopende zaken met je te
delen. Ook bedankt voor het opvangen en invriezen van al die koolmees monsters en je
hulp met het labwerk. Jouw kunde is zeer waardevol geweest voor het verloop van mijn
project. Ook jij bent langs geweest op Vlieland om te helpen met veldwerk. Dit was best
spannend met slecht zicht over smalle paadjes langs vijvers fietsen tijdens de
avondcontrole.

Omdat jullie hetzelfde kantoor als Ellis deelden, moesten ook Roelie en Bonnie
vaak mijn verhalen aanhoren. Bedankt voor jullie luisterende oor! Ik heb genoten van de
theepauzes, etentjes en uitjes. Roelie, ook bedankt voor je hulp met de rugzakjes in elkaar
knutselen.

Many people helped during the fieldwork periods, and the work could not have
been done without you! Students and other volunteers that came over to help, bringing
also “gezelligheid” to the island. I like to thank Aaron, Marjolaine, Chris and Jie, who did a
project with me and helped with the data collection. Aaron, ontzettend leuk dat je nog een
aantal keren daarnalangs bent gekomen om te helpen, en dat je nu zelf een tof PhD project
op een eiland hebt!

Kees, Christa and Hannah, it was a pleasure to work together with you and your
expertise was very valuable and resulted in nice papers.

[ am grateful that [ was surrounded with enthusiastic and inspiring colleagues the
past years. Being part of the animals at work group was a great pleasure! I enjoyed the
many scientific- and non-work discussions and social outings a lot. I like to thank
especially my “writers’ office” mates, Jelle, Michael and Christina, for your feedback while
finishing my thesis. I had much fun sharing an office with you, interchanging work with
laughter.

Thank you to the former Behavioural Biology group and the new BPE group of the
RuG for all your feedback during discussion or presentations.

Thanks to everybody from the Animal Ecology group of the NIOO. You gave me
another perspective on my topic. I like to thank Lucia and Maaike for being my partners
in crime during the last phase of my PhD. [ enjoyed your company, having dinner at Droef
or staying over at Maaike’s place. Thanks to you moving to Wageningen was a lot easier.
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Vicki, we met each other while I was finishing my PhD, and you were just finished.
It was great to have your support in this final stage. And a great pleasure to have your help
during my “bonus” field season. Also thank you for improving my English. Now we are
partners in crime during our next career steps, and I am happy I can share this with you.

Het belangrijkste was misschien wel de onvoorwaardelijke steun van mijn familie.
Lieve heit en mem, jullie hebben mij altijd de vrijheid gegeven om mijn hart te volgen.
Hoewel jullie twijfels hebben gehad bij sommige van mijn keuzes, hebben jullie mij nooit
laten vallen. En wat heb ik genoten van jullie bezoek op Vlieland, zodat ik jullie kon laten
zien waar ik zo gelukkig van word. Heit, bedankt foar it neisjen fan de gearfetting. En jim
beiden tige tank foar jim leafde en de frijheid dy’t jim my hawwen jin.

Hilke en Gerdi, bij jullie is niets te gek. Ik ben blij dat ik altijd op jullie kan rekenen.
Hilke, met jou op pad gaan betekend altijd gekkigheid, en dit was erg fijn als afleiding. Het
is leuk om te zien dat Benthe ook interesse heeft in de natuur. En wie weet slaat Youri zijn
obsessie voor auto’s ook nog wel eens om...

Tot slot de belangrijkste persoon in mijn leven, lieve Walter. We hadden Marokko
nodig om elkaar te ontmoeten, hoewel Wageningen ook had kunnen volstaan. En nu
hebben we een heerlijk leven samen in dit groene stadje. Bedankt voor je steun door dik
en dun, zowel praktisch als moreel!
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