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pt. ,, Elastyczno$¢é fenotypowa mechanizméw produkcji i utraty ciepta, jej zmiennosé
sezonowa oraz zwigzek z heterotermig u matych gryzoni”

1. Ocena naukowego znaczenia tematyki rozprawy

Postepujace globalne zmiany klimatyczne sprawiajg, ze biologia ewolucyjna, w tym kluczowe
dla niej pojecie adaptacji staje sie coraz istotniejszym elementem rosnacej liczby programéw
badawczych. W nurt ten wpisuje sie recenzowana rozprawa doktorska pana mgr Jan
Stanistawa Boratynskiego, stawiajgca sobie za cel poznanie mechanizmédw dostosowania
matych ssakéw do zmian $rodowiskowych za posrednictwem modulowania tempa
wydatkowania energii i zwigzanych z tym cech biologicznych. Mechanizmy te zyskujg na
biologicznym znaczeniu, gdyz zmiany klimatyczne bedg manifestowac¢ sie nie tylko
przesuwaniem sie $rednich temperatur, ale przede wszystkim ich rosngcg amplituda
sprawiajgcg, ze zwierzeta beda coraz czesciej eksponowane na rozszerzajgcy sie zakres
czynnikdw Srodowiskowych. Zatem okreslenie ich zdolnosci adaptacyjnych bedzie kluczowe
dla zrozumienia i przewidywania nastepstw perturbacji klimatycznych, na przyktad w
odniesieniu wielu gatunkéw chronionych badz istotnych z ekonomicznego punktu widzenia.

Przedstawione w rozprawie rezultaty badan i sformutowane na ich podstawie
konkluzje wskazujg na istnienie sezonowego zrdznicowania plastycznosci mechanizmoéw
produkgcji ciepta matych ssakdw. Mogg wiec miec one znaczenie adaptacyjne. Ponadto zakresy
norm reakcji cech zwigzanych z termogenezg okazaty sie by¢ powtarzalne na poziomie
osobniczym co sugeruje, ze sg one determinowane genetycznie i szerzej—ze moga podlegac
doborowi naturalnemu. Uznajac zasadnos¢ i doniosto$¢ tych konkluzji musze jednak
zaznaczy¢, ze w trakcie lektury dysertacji natkngtem sie na szereg watpliwosci natury
technicznej i interpretacyjnej, ktore specyfikuje ponizej.

2. Szczegbdtowa analiza osiggnietych rezultatdw i poprawnosci wnioskowania

Zasadniczg czesc rozprawy doktorskiej J. Boratyniskiego stanowig trzy artykuty opublikowane
w cenionych, miedzynarodowych czasopismach naukowych. Odniose sie do nich zgodnie z
kolejnoscig zamieszczenia w drukowanej wersji dysertacji, poczynajgc od artykutu Boratynski,
J. S., Jefimow, M., & Wojciechowski, M. S. (2016). (Phenotypic flexibility of energetics in
acclimated Siberian hamsters has a narrower scope in winter than in summer. Journal of



Comparative Physiology B, 186, 387-402). Praca ta dokumentuje zmiennos¢ sezonowaq
plastycznosci fenotypowej chomicznikdw dzungarskich aklimowanych do warunkéow
zimowych i letnich. Cho¢ najwazniejsze wnioski zawarte w tym artykule s3 w mojej ocenie
dobrze podparte uzyskanymi rezultatami, to kilka aspektéw relacjonowanego w nim
eksperymentu budzi moje watpliwosci, ktére pozwole sobie uja¢ w nastepujgcych punktach:

1. Caty eksperyment (aklimacja do warunkéw zimowych, a potem letnich) w sumie trwat
prawie 10 miesiecy. Zasadnym jest wiec pytanie o wptyw wieku na uzyskane wyniki.
Warto na przyktad zauwazy¢, ze w czasie pomiardw letnich zwierzeta byty srednio o 10
g (czyli co najmniej 20%) ciezsze niz zimg (Suplement, Tabela 1a). Czy zwiekszenie
labilnosci BMR i fNST (Ryc. 5) nie jest wiec po prostu przejawem ostabiajgcej sie z
wiekiem zdolnosci do kontrolowania tempa metabolizmu? Co wiecej, przy
zastosowanym schemacie eksperymentu efekt aklimacji byt spleciony z efektem
starzenia i wzrostu masy ciata w sposdb nie dajacy sie oddzielic metodami
statystycznymi. Mozna ten problem zilustrowa¢ odwotujac sie na przyktad do Ryc. 3a.
Widac¢ na niej, ze zakresy zmiennosci masy ciata dla osobnikéw badanych zimg i latem
zachodzg na siebie jedynie w niewielkim stopniu. Dlatego tez wartos¢ eksplanacyjna
informacji o braku interakcji miedzy masg (a przy tym wiekiem) i tempem metabolizmu
jest watpliwa, gdyz opiera sie na zatozeniu identycznosci nachylen linii trendéw we
wspolnym zakresie zmiennosci, ktéry w tym przypadku jest bardzo waski. Co prawda
Autorzy dyskutujg problem ewentualnego wptywu wieku konkludujac, ze byt on
nieistotny, jednakze ze wzgledu na przedstawione wyzej watpliwosci ich argumentacje
trudno uzna¢ za opartg na przekonywajacych rezultatach.

2. Temperatura 28°C wykracza poza zakres temperatur zimowych. Doceniam pomyst
doktoranta polegajgcy na wystawieniu zwierzat na dziatanie czynnikédw usytuowanych
poza norme reakgji, ale wydaje mi sie, ze zastosowana temperatura lezy tak daleko od
granic zakresu naturalnych temperatur zimowych, ze rodzi pytanie o biologiczng
interpretacje uzyskanych wynikéw, ktére moga by¢ blizsze patologicznej, niz
fizjologicznej reakcji na dziatanie stresu termicznego. Czy odstajgce obserwacje na Ryc.
4a nie sg aby pomiarami wykonanymi na zwierzetach eksponowanych do 28°C? Wigze
sie z tym niejasna w moim mniemaniu interpretacja zakres zmiennosci indeksu
heterotermii (Fig. 4) ktdry okazat sie znacznie wiekszy zimg, niz latem. Jak sie to ma do
whniosku o wiekszej zmiennosci fenotypowej w sezonie letnim? OdpowiedZ na to
pytanie bytaby by¢ moze tatwiejsza, gdyby doktorant przeprowadzit analize zaleznosci
miedzy BMR/fMMR a temperaturg ciata. Tej sie jednak w omawianej publikacji nie
doszukatem.

3. Przewodnios$¢ nie réznita sie miedzy zwierzetami aklimowanymi do warunkdéw
zimowych i letnich, cho¢ byto to jednym z przewidywanych efektow eksperymentu.
Czy nie wskazuje to na nieefektywnos¢ aklimacji, a przez to stabos¢ fizjologicznej
odpowiedzi do jej warunkéw? Rozstrzygajgce w tym wzgledzie bytoby zmierzenie
wartosci izolacyjnej integumentu (futerka) letniego i zimowego, ale takich pomiaréow
nie przeprowadzono.



4. W opisie metod brakuje informacji na temat tempa przeptywu powietrza przez komory
metaboliczne, co uniemozliwia wyrobienie sobie pogladu na temat precyzji pomiaru
tempa wymiany gazowej zwierzat. Jest to istotny problem techniczny, szeroko
omawiany w starszej literaturze przedmiotu (na przyktad w dobrze zapewne znanym
doktorantowi podreczniku Johna Lightona z 2008 r.) i szczegdlnie wazny w odniesieniu
do pomiaru tempa produkcji CO; oraz pomiaréw maksymalnego tempa metabolizmu
tlenowego. Oczekiwatbym odniesienia sie doktoranta do tej kwestii.

5. Znaczaca cze$¢ dyskusji dotyczy zmian masy ciata, w tym jego kompozycji. Szkoda, ze
nie przeprowadzono szczegétowych badan sktadu masy (na przyktad wielkosci
organdw wewnetrznych, proporcji biatka i ttuszczu), nie moéwiac juz o analizie na
poziomie molekularnym (aktywnosci kluczowych enzyméw taricucha oddechowego,
ilosci biatek rozprzegajgcych UCP1 odpowiedzialnych za generowany fNST, itp.). Te
uwage chciatbym rozszerzy¢ na obie pozostate publikacje. Sita wnioskowania opartego
wytgcznie na badaniu cech na poziomie organizmalnym jest ograniczona.
Proponowatbym, w przysztych badaniach podjgé trud witgczenia markeréw
molekularnych analizowanych mechanizmow, ktére pozwolg na bezposredni wglad w
analizowane procesy na poziomie proksymalnym. Zwiekszy to wiarygodnosc
uzyskanych wynikéw, a tym samym utatwi ich ogtaszanie w periodykach naukowych
coraz mniej chetnie akceptujgcych prace oparte jedynie na pomiarze tempa
metabolizmu i zgrubnych cechach fenotypowych.

6. Doktorant wpisat sie niestety w modny trend polegajacy na odnoszeniu uzyskanych
wynikéw badan do réwnan allometrycznych wyliczanych najczesciej dla duzych
miedzygatunkowych zestawdow danych (w jego przypadku byto to réwnanie podane
przez Lovegrova 2000). Nie bardzo rozumiem, czemu ten zabieg miat stuzy¢, gdyz,
podobnie jak u wielu innych stosujgcych go badaczy nie przynidst on istotnej
informacji, poza trywialnym stwierdzeniem, ze chomiczniki plasujg sie ponizej linii
trendu.

Publikacja 2. Boratynski, J. S., Jefimow, M., & Wojciechowski, M. S. (2017). Individual
differences in the phenotypic flexibility of basal metabolic rate in Siberian hamsters are
consistent on short-and long-term timescales. Physiological and Biochemical Zoology, 90, 139-
152.

Druga w kolejnosci publikacja sktadajgca sie na dysertacje J. Boratynskiego prezentuje analize
krétko- i dtugookresowej powtarzalnosci osobniczej podstawowego tempa metabolizmu i jego
plastycznosci fenotypowej. W odniesieniu do tej publikacji pozwole sobie sformutowaé
nastepujgce uwagi:

1. Szacowanie powtarzalnosci w warunkach laboratoryjnych pozwala na dosyé
ograniczone wnioskowanie ze wzgledu na sztucznie zanizong zmiennosé
Srodowiskowa. Nalezy pamietaé, ze odziedziczalnos¢ badanej cechy (ktérej
przyblizeniem bywa powtarzalnosé) jest silnie zalezna od czynnikéw srodowiskowych.



Stad tez bezposrednie odnoszenie laboratoryjnych oszacowan powtarzalnosci do
warunkéw naturalnych obarczone jest duzg niepewnoscig. Tym nie mniej, przy braku
mozliwosci oceny powtarzalnosci w warunkach naturalnych z pewnoscig warto ja
analizowac¢ w populacjach hodowlanych, jak tez uczynit doktorant.

Tym razem autorzy podajg wielkos¢ przeptywu powietrza przez komore metaboliczng,
ktéra wynosita 400 cm3/min przy jej objetosci réwnej 0,85 L. Budzi to moje zastrzezenie
co do dokfadnosci pomiaru, gdyz mogto miec na nie wptyw niewystarczajace mieszenie
gazow, do czego odnositem sie omawiajgc artykut nr. 1.

Do oszacowania statystycznej istotnosci powtarzalno$ci badanych cech doktorant
zdecydowat sie uzy¢ wspodtczynnika korelacji wewnatrzklasowej t wyliczanej zgodnie z
rekomendacjami sformutowanymi w klasycznej pracy Lessells i Boag (1987). Problem
w tym, ze rekomendacje te sg fatwe do zastosowania w odniesieniu do stosunkowo
prostych modeli statystycznych, w ktdrych tatwo jest zidentyfikowa¢ komponenty
wariancji odnoszace sie do zmienno$ci wewnatrz- i miedzyosobniczej. Znacznie
trudniejsze jest dokonanie tego w modelach mieszanych, gdzie te oszacowania muszg
uwzglednia¢ komponenty wariancji zwigzane np., interakcjg zachodzgca miedzy
ptywem czasu i zmiang warunkéw pomiaru. Niestety, w omawianej publikacji brak jest
szczegdtowych informacji o tym, jakie komponenty zastosowanego modelu
statystycznego zostaty uzyte do oszacowania sktadowych wariancji uzytych do
wyliczenia . W zwigzku z tym trudno mi sie w jednoznaczny sposdéb odnies$é¢ do
poprawnosci tych rachunkéw. Bardziej zasadne i przejrzystsze wydaje mi sie
oszacowanie istotnosci powtarzalnosci badanych cech bezposrednio w modelu
statystycznym, poprzez analize istotnosci komponentu zwigzanego z wariancjg cech
wynikajgcych ze zmiennosci osobniczej (kodowanej przez doktoranta jako zmienna ID).
Co prawda nie daje to mozliwosci oceny wartosci T, ale ze wzgledu na brak prostej
interpretacji tego parametru nie jest to znaczagcym uszczerbkiem.

Zmienno$s¢ BMR byta szacowana poprzez wyliczanie jego rdznicy miedzy
poszczegdlnymi temperaturami pomiaru (ABMR), ktore nastepnie uzyte zostaty jako
dane wyjsciowe do dalszych analiz. Takie podejscie obarczone jest istotng niescistoscia
wynikajaca z obcigzenia kazdego pomiaru BMR btedem pomiarowym, ktdry nastepnie
nie jest uwzgledniany w dalszych wyliczeniach. O ile w przypadku uzycia pojedynczych
pomiardw jako danych wyjsciowych problem ten jest zwykle zaniedbywalny, to przy
stosowaniu danych ztozonych (takich jak ABMR) moze on by¢ istotny, gdyz zgodnie z
zasadg propagacji btedéw wariancja btedu oszacowania réznicy pomiaréw rowna jest
sumie wariancji poszczegdlnych sktadowych oraz ich kowariancji. Propagacja bteddéw
w trudnym do oszacowania stopniu mogta wptynaé na zastosowane przez doktoranta
whnioskowanie statystyczne. Dlatego tez we witasnej praktyce staram sie unikaé
uzywania wyjsciowych danych bedacych efektem przeksztatcen matematycznych
wielu zmiennych o nieustalonej strukturze btedéw pomiarowych.



Publikacja 3: Boratynski, J. S., Jefimow, M., & Wojciechowski, M. S. (2017). Melatonin
attenuates phenotypic flexibility of energy metabolism in a photoresponsive mammal.
Journal of Experimental Biology, doi: 10.1242/jeb.159517.

Najnowsza publikacja wchodzgca w sktad ocenianej dysertacji przedstawia wyniki ciekawego
eksperymentu, ktérego celem byto przetestowanie wptywu melatoniny na funkcjonowanie osi
podwzgdrzowo-przysadkowo-nadnerczowej i zakres plastycznosci fenotypowej BMR. Praca ta
przynosi wiec rezultaty wyjasniajace proksymalny mechanizm hormonalny, o potencjalnym
znaczeniu adaptacyjnym. Chciatbym jednak zauwazy¢, ze réznice miedzy grupg kontrolng i
eksperymentalng w zmianach BMR spowodowanych melatoning siegaty tylko ok. 3,5%.
Informacja ta jest w pracy nieco ukryta w dyskusji, gdzie Autorzy przywotujg tempo zmian BMR
z temperaturg (odpowiednio w grupie kontrolnej 0,6% i eksperymentalnej-- 0,8% na 1°C, czyli
réznica miedzy grupami wynosita ok. 0,2% na 1°C), przy réznicy temperatur rownej 18°C
(zatem ~0,2% x 18 = 3,6%). Niktos¢ tej rdznicy znajduje odzwierciedlenie w marginalnej
istotnosci statystycznej interakcji efekt melatoniny x temperatura aklimacji, P=0,04, (Tabela
3). Wydaje mi sie zatem, ze znaczenie MEL, przynajmniej w odniesieniu do plastycznosci BMR
jest mniejsze, niz twierdzg Autorzy.

Forma prezentacji rozprawy

Pod wzgledem redakcyjnym i estetycznym rozprawa nie budzi wiekszych zastrzezen.
Najwazniejsze rozdziaty sktadajgce sie na dysertacje sg de facto wydrukami trzech
opublikowanych juz anglojezycznych artykutéw naukowych, w ktérych nazwisko doktoranta
otwiera liste autorska. Jego udziat w pisaniu tekstow publikacji jest siega 60%, zatem byt
znaczacy. Poprzedzajgce je polskojezyczne omodwienie rezultatéw jest sitg rzeczy wtérne
wzgledem tresci zawartych w publikacjach i by¢ moze mogto by sie ograniczy¢ do ich
streszczenia.

Whioski koncowe

Wartos$¢ naukowgq dysertacji oceniam wysoko, gdyz podjeta w niej tematyka plasuje sie w
centrum niezwykle waznego kierunku badan swiatowej biologii, ktéry dopiero od niedawna
uprawiany jest rowniez w Polsce. Rozprawa mgr Jana Boratynskiego jest oryginalnym dzietem
spetniajgcym warunki wymagane do uzyskania stopnia doktora. W tym miejscu chciatbym
jeszcze raz zaznaczy¢, ze sformutowane tu w uwagi nie podwazajg zasadnosci podejscia
badawczego przyjetego przez doktoranta, a raczej wskazujg na jego niepetnos¢ w kontekscie
tego, co wydaje mi sie w fizjologii najwazniejsze— wskazywania tam, gdzie jest to mozliwe,
proksymalnych zaleznosci przyczynowo- skutkowych. Prezentowane badania, cho¢ cenne,
uznaje zatem za wstepny etap na drodze do funkcjonalnego poznania podtoza procesu
darwinowskiej adaptacji cech fizjologicznych do nasilajgcych sie globalnych zmian
klimatycznych.

Z przekonaniem wnosze o dopuszczenie mgr Jana S. Boratynskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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