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1. Imie i Nazwisko

Aleksandra Walczynska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

- 1996-2002: Jednolite studia magisterskie, kierunek biologia, Uniwersytet
Jagiellonski. Praca magisterska zatytutowana , Bioenergetyka larw chrzgszczy
drewnojaddéw” zostata wykonana i obroniona pod kierunkiem prof. dr. hab.
Januarego Weinera.

- 2002-2009: studia doktoranckie, Instytut Nauk o Srodowisku, Uniwersytet
Jagiellonski. Praca doktorska zatytutowana , Strategia Zzyciowa zmorsznika
czerwonego Corymbia rubra L. (Coleoptera: Cerambycidae)” zostata wykonana i
obroniona pod kierunkiem prof. dr. hab. Januarego Weinera. Recenzenci: prof. dr
hab. Jan Koztowski, prof. dr hab. Jerzy R. Starzyk. Stopien doktora nauk biologicznych
w zakresie biologii nadany przez Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego dnia 22 wrze$nia 2009 r.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

2011-obecnie: asystent naukowy w Instytucie Nauk o Srodowisku, Uniwersytet
Jagiellonski.

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. 2 2016 r. poz. 1311.):

a. tytut osiggniecia naukowego
PROKSYMALNE | ULTYMATYWNE MECHANIZMY WYSTEPOWANIA TERMICZNEJ REGULY WZROSTU
b. autorzy, tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

W Tabeli 1 przedstawiono liste szesciu publikacji wchodzgcych w sktad mojego
osiggniecia habilitacyjnego, wraz z podaniem piecioletniego Impact Factor (z roku
2018), aktualnej punktacji MNiSW czasopism oraz liczby cytowan wg Web of
Science™ Core Collection (stan na 11.03.2019). Wszystkie publikacje powstaty w
zwigzku z realizacjg projektu ,,Proximate and ultimate factors influencing the relation
between body size and temperature of organisms from the activated sludge”,
finansowanego przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej (POMOST/2011-3/12).
Oswiadczenia wspodtautoréw publikacji okreslajgce wktad autora w kazdg z prac sg
zawarte w Zatgczniku 6.
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Tabela 1. Prace opublikowane, uwzglednione w dorobku habilitacyjnym, wraz z podaniem

wskaznikéw bibliograficznych.

Lp. dane bibliograficzne

IFs

punkty

liczba

MNiSW cytowan

1  Walczynska A., Serra M. 2014. Species size affects
hatching response to different temperature regimes in a
rotifer cryptic species complex. Evolutionary Ecology, 28:
131-140.

2  Walczynska A., Serra M. 2014. Inter- and intraspecific
relationships between performance and temperature in a
cryptic species complex of the rotifer Brachionus plicatilis.
Hydrobiologia, 734: 17-26.

3 Kietbasa A., Walczynska A., Fiatkowska E., Pajdak-Stés A.,
Koztowski J. 2014. Seasonal changes in the body size of
two rotifer species living in activated sludge follow the
Temperature-Size Rule. Ecology and Evolution, 4: 4678-
4689.

4 Walczynska A., Labecka A.M., Sobczyk M., Czarnoleski M.,
Koztowski J. 2015. The Temperature—Size Rule in Lecane
inermis (Rotifera) is adaptive and driven by nuclei size
adjustment to temperature and oxygen combinations.
Journal of Thermal Biology, 54: 78-85.

5  Walczynska A., Sobczyk M., Czarnoleski M., Koztowski J.
2015. The temperature—size rule in a rotifer is determined
by the mother and at the egg stage. Evolutionary Ecology,
29: 525-536.

6  Walczynska A., Kietbasa A., Sobczyk M. 2016. ‘Optimal
thermal range’ in ectotherms: Defining criteria for tests of

the temperature-size-rule. Journal of Thermal Biology, 60:

41-48.
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c) omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Temperatura jest podstawowym parametrem srodowiskowym ksztattujgcym zycie na
kazdym poziomie jego organizacji, poczawszy od proceséw fizyko-chemicznych, poprzez
wptyw na osobnika, populacje i wreszcie caty ekosystem. Organizmy zywe dysponujg
fizjologicznym arsenatem detekcji zmian temperatury oraz odpowiedniej na nie reakcji.
Jednym z przyktadéw takich mechanizméw obserwowanych w naturze jest tzw. termiczna
reguta wzrostu (ang. temperature-size rule; TSR). Zjawisko to polega na tym, ze w niskiej
temperaturze organizmy charakteryzuje powolny wzrost, dtugi rozwdj i wzglednie duze
rozmiary ciala w momencie dojrzewania, zas w wysokiej temperaturze rosng one
stosunkowo krotko, szybko i osiggajg wzglednie mniejsze rozmiary. Wzorzec ten
obserwowano zaréwno w badaniach laboratoryjnych jak i w naturze. Pomimo
powszechnosci wystepowania tej reguty, wcigz kluczowe kwestie z nig zwigzane pozostajg
niewyjasnione. Dlaczego niektdre organizmy (gatunki lub populacje) wykazujg TSR, a inne
nie? Jakie mechanizmy fizjologiczne sg za ten wzorzec odpowiedzialne? Czy jest on wynikiem
ograniczen rozwojowych czy ma charakter adaptacyjny? Znalezienie odpowiedzi na
powyzsze pytania umozliwi nie tylko lepsze poznanie mechanizméw ewolucyjnych, ale takze
pozwoli przewidzie¢ mozliwe konsekwencje globalnych zjawisk klimatycznych dla zespotéw
organizmow.

Uwaza sig, ze czynnikiem proksymalnym, czyli opisujgcym mechanizm powstania TSR, jest
manipulacja wielkoscig komaérek. Zas najbardziej prawdopodobnym sposréd proponowanych
czynnikow ultymatywnych, czyli wyjasniajacych ewolucyjne znaczenie tego zjawiska, jest
malejgca wraz ze wzrostem temperatury wzgledna dostepnos$é tlenu. W takich warunkach,
zapotrzebowanie na tlen u organizméw zywych rosnie szybciej, niz jego dostepnosé,
zwtaszcza w Srodowisku wodnym. Powoduje to spadek efektywnosci transportu tlenu do
wnetrza komoérek, spowalniajgc procesy metaboliczne. Wedtug hipotez, mniejsze rozmiary
komadrek majg zwieksza¢ efektywnosé zaopatrywania tkanek i komérek w tlen. Stusznosci tej
tezy dowodzity nieliczne dowody empiryczne, jednak catoksztatt zrozumienia zjawiska byt
wcigz daleki od petnego.

Celem mojego projektu byto ustalenie czynnikow proksymalnych, odpowiedzialnych za
mechanizm, oraz ultymatywnych, informujgcych o ewolucyjnych przyczynach wystepowania
termicznej reguty wzrostu u organizmoéw eukariotycznych bedacych elementem osadu
czynnego — specyficznego ekosystemu odgrywajgcego kluczowg role w procesie
biologicznego oczyszczania Sciekdw. Ponizej przedstawiam schemat zagadnien, ktére
poruszatam w projekcie, z informacjg o tym, ktdra z opublikowanych prac jest zwigzana z
danym problemem badawczym.
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Ryc. 1. Schemat publikacji sktadajgcych sie na osiggniecie habilitacyjne, wraz z kontekstem
badawczym. Numery w nawiasach odpowiadajg numerom publikacji w Tabeli 1.

Jak? Kiedy? Dlaczego?

warunki wystapienia
~ (3, 6)
mechanizm komérkowy znaczenie ewolucyjne
. ) 3 termiczna reguta -lab (4)

wzrostu

TSR
moment determinacji znaczenie ewolucyjne
(5) kontekst S 4]

miedzygatunkowy
(1,2)

Moje osiggniecie habilitacyjne mozna podzielié¢ na kategorie dotyczace trzech réznych
zagadnien: jakie s3 mechanizmy TSR, w jakich warunkach ta reguta jest realizowana, oraz jaki
jest jej sens ewolucyjny. Kazda z publikacji przechodzi ptynnie pomiedzy wyzej
wymienionymi kategoriami, jednak kazdej z nich mozna przypisac jedno z powyzszych pytan
jako gtdwne. Dlatego tez ponizej omowie publikacje nie przedstawiajgc ich w sposéb
chronologiczny, ale w kontekscie probleméw badawczych, ktérym odpowiadajg. Odnoszac
sie do konferencji, na ktorych prezentowane byty wyniki, podaje w nawiasie kwadratowym
numer konferencji z Tabeli 4 w Zatgczniku 5.

PROKSYMALNE MECHANIZMY TERMICZNEJ REGULY WZROSTU

Sposrod wielu mozliwych aspektow dotyczgcych mechanizmow, jakie sg uruchamiane w
zwigzku z realizacjg zadania , jest ciepto, wiec rosnij mniejszy”, wybratam do testowania
eksperymentalnego dwa: w jakim momencie cyklu zyciowego dochodzi do determinacji, czy
tez uruchomienia, strategii zwigzanej z dopasowaniem rozmiardw ciata do istniejgcych
warunkdéw termicznych oraz czy temperaturowo determinowanej zmianie rozmiaréw ciata
towarzyszy zmiana rozmiaréw komorek.

W badaniach przedstawionych w publikacji (5) podzielitam cykl zyciowy wrotka Lecane
inermis na cztery etapy: okres rozwoju matki (pokolenie FQ), okres sktadania jaj, okres
rozwoju jaja (pokolenie F1) oraz okres rozwoju po wylegnieciu sie z jaja. Stosujgc trzy zabiegi
temperaturowe, temperature niska, posrednia i wysoka, testowatam, czy na danym etapie
dochodzi do dopasowania rozmiaréw ciata do warunkéw termicznych. Eksperyment polegat
na odpowiednim manipulowaniu wrotkami lub ich jajami, aby odpowiednio wigczaé lub
wytgczac bodziec zwigzany ze zmiang temperatury w kazdym ze stadiéw. Cechg badang byt
rozmiar ciata dojrzatych samic (cechg $wiadczgcg o osiggnieciu dojrzatosci byta obecnosé
jaja) z pokolenia F1. Na podstawie wynikéw stwierdzitam, ze do korygowania rozmiaréw
ciata w odpowiedzi na bodziec zmiany temperatury dochodzi w dwéch etapach cyklu
zyciowego wrotka: jest to kontrolowane przez matke oraz na etapie rozwoju embrionalnego
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(w jaju). Co wiecej, brak jest takiej kontroli w rozwoju pozazarodkowym — u wrotkow, ktére
od poprzedzajgcego pokolenia byty hodowane w tej samej (posredniej) temperaturze, za$s
rozdzielone zostaty po wylegnieciu sie z jaja, nie stwierdzitam réznicy w rozmiarach ciatfa
pomimo tego, ze wrotki rozwijajgce sie w nizszej temperaturze potrzebowaty wiecej czasu na
osiggniecie dojrzatosci. Dodatkowym ciekawym wynikiem byto stwierdzenie, ze matki nie
dostosowujg rozmiaréw potomstwa do aktualnej temperatury, tylko do kierunku zmiany
temperatury, jakiej same doswiadczyty. Potomstwo samic FO hodowanych w wysokiej
temperaturze, ale doswiadczajgcych spadku temperatury w momencie rozpoczecia sktadania
jaj poprzez przeniesienie do temperatury posredniej byto, wbrew oczekiwaniom, wieksze, niz
potomstwo samic hodowanych w niskiej temperaturze, a do$wiadczajacych wzrostu
temperatury. Ten wynik staje sie zrozumiaty, jesli wezmiemy pod uwage kierunek dziatania
bodzca, a nie samg wartos¢ temperatury, w ktorej samice FO byly hodowane. Wyniki pracy
stanowig pierwsze catosSciowe podejscie do badanego zagadnienia. Co warto podkresli¢,
dwustopniowa kontrola rozmiaréw ciata w zaleznosci od temperatury przypomina
mechanizm kontroli ptci u gadéw, co moze $wiadczyé o uniwersalnym charakterze pewnych
mechanizmdéw determinowanych temperaturowo. Wyniki prezentowatam na konferencji
ICCPB w Krakowie w 2015 r. [10].

W eksperymencie przedstawionym w publikacji (4) postawitam sobie dwa cele: sprawdzenie
czy wielko$¢ samic wrotkdw ma wptyw na liczbe ztozonych jaj (miara dostosowania) w
warunkach niskiej/wysokiej temperatury i niskiego/wysokiego stezenia tlenu, oraz
stwierdzenie, czy odpowiedzi w postaci zmiany rozmiaréw ciata, w warunkach ekspozycji na
ww. warunki, towarzyszy adekwatna odpowiedz w postaci zmiany rozmiaréw komoérek. W
pierwszym etapie wrotki byty przeze mnie selekcjonowane pod katem fenotypowej zmiany
rozmiaréw ciata poprzez hodowle w czterech réznych zabiegach temperaturowych, w dwéch
»hizszych” i dwdch ,,wyzszych” temperaturach. Pomiary wielkos$ci wskazaty, ze udato mi sie
otrzymacd oczekiwany efekt w postaci tym mniejszych rozmiaréw ciata wrotkdéw, im wyzsza
temperatura, w ktérej byty hodowane. W nastepnym etapie wrotki zostaty umieszczone w
czterech zabiegach eksperymentalnych bedacych kombinacjg wysokiej/niskiej temperatury i
wysokiego/niskiego stezenia tlenu. Hodowla w dwadch niskich i dwdch wysokich
temperaturach w poprzedzajgcym etapie miata na celu to, aby wrotki przeniesione do
warunkéw eksperymentalnych zawsze doswiadczaty tej samej réznicy temperatury (w tym
przypadku, 5 °C), bez wzgledu na to, czy zostang umieszczone w wysokiej, czy w niskiej
temperaturze docelowej. Po 1 dobie oszacowana zostata rozrodczos¢ samic w kazdym z
zabiegdw, zas po kolejnej dobie odtowione wrotki z pokolenia F1 zostaty utrwalone pod
katem pomiarow wielkosci ciata i wielkosci jader komdrkowych, bedgcych w tym przypadku
przyblizeniem wielkosci komorek. Wyniki dotyczgce rozrodczosci przedstawie w kolejne;j
sekgcji. Jesli chodzi o wielkos¢ jgder komdrkowych, stwierdzitam, ze a. generalnie zmieniaja
swadj rozmiar w stosunku do temperatury zgodnie z przewidywaniami, b. wzorzec ten jest
czytelniejszy i doktadniejszy niz w przypadku zmiany rozmiaréw ciata (co moze oznaczaé, ze
rozmiar komaorek nie jest jedynym mechanizmem wptywajgcym na koncowy rozmiar ciata), c.
wzorzec ten jest bardziej klarowny w obu zabiegach z nizszg temperaturg, niz w tych z
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wysokg temperaturg. W tym eksperymencie potwierdzitam istnienie mechanizmu
komodrkowego regulacji rozmiardw ciata w odpowiedzi na temperature, a takze wykazatam,
ze odpowied? ta nie jest jednakowa w catym zakresie — w wyzszych temperaturach reakcje
wydajg sie by¢ bardziej chaotyczne i mniej precyzyjne, co moze $wiadczyé o wspétdziataniu
innych mechanizméw. Wyniki tej czesci eksperymentu zostaty przedstawione na konferencji
SEB w 2014 r. [8].

WARUNKI WYSTEPOWANIA TERMICZNEJ REGULY WZROSTU

W swoich badaniach zajetam sie dwoma zagadnieniami zwigzanymi z okresleniem
warunkéw, w ktérych organizmy zachowujg sie wedtug termicznej reguty wzrostu:
wystepowaniem tego zjawiska na poziomie miedzygatunkowym oraz zakresem temperatur
optymalnym dla wystepowania TSR.

W cyklu dwdch prac (1, 2) zajetam sie obserwacjg zjawisk zwigzanych z rozmiarem i
temperaturg u trzech gatunkéw wrotkéw reprezentujgcych tzw. kompleks gatunkéw
kryptycznych Brachionus plicatilis. Badania prowadzitam w Instytucie Cavanilles
Bioréznorodnosci i Biologii Ewolucyjnej w Uniwersytecie w Walencji, we wspotpracy z prof.
Manuelem Serra. Gatunki kryptyczne stanowig bardzo cenny obiekt w badaniach
ekologicznych ze wzgledu na duze podobienstwo ewolucyjne. Gatunki, ktére badatam, réznia
sie rozmiarem ciata, a ich nisze ekologiczne w znacznym stopniu sie nachodzg. Ten system
badawczy pozwolit mi testowaé hipotezy dotyczgce fenotypowo kontrolowanej termiczne;j
reguty wzrostu w powigzaniu z wzorcami uksztattowanymi genetycznie. Przyktadem takiej
genetycznie kontrolowanej reguty jest reguta Bergmanna. Wedtug niej organizmy
zamieszkujgce wyzsze szerokosci geograficzne osiggajg wieksze rozmiary ciata niz ich
przedstawiciele z niskich szerokosci geograficznych. Poczagtkowo reguta ta dotyczyta jedynie
kregowcdow. Obecnie wiadomo, ze dotyczy ona w zasadzie wszystkich grup organizmdw
zywych, zas wystepujaca w oryginalnej wersji szerokos¢ geograficzng uwaza sie obecnie za
przyblizenie warunkéw termicznych (im dalej na pétnoc, tym zimniej).

W eksperymencie przedstawionym w publikacji (1) badatam w trzech temperaturach
wzorzec wylegania sie z jaj przetrwalnych trzech gatunkéw wrotkdw nalezgcych do
kompleksu B. plicatilis: B. plicatilis sensu stricto (najwiekszy), B. ibericus (posredni) i B.
rotundiformis (najmniejszy). Bank jaj, na ktory sktadajg sie jaja przetrwalne zdeponowane w
osadach przez nieznang, ale dtuzszg niz 1 sezon, dtugosc¢ czasu, stanowig niezwykle cenne
zrédto informacji na temat adaptacji. W moim eksperymencie chciatam sprawdzi¢ czy rézny
rozmiar gatunkdw bedzie miat wptyw na a. czas potrzebny do wylegniecia oraz b. proporcje
wylegania sie kazdego z gatunkdw, w trzech réznych temperaturach. Przewidywatam, ze
wrotki reprezentujgce najwiekszy gatunek beda sie wylegaty najszybciej/z najwyzsza
frekwencjg w najnizszej temperaturze, wrotki z najmniejszego gatunku bedg pod wzgledem
obu tych cech preferowaty temperature najwyzszg, zas gatunek o Sredniej wielkosci bedzie
prezentowat posrednie przystosowanie. Jaja przetrwalne wyizolowatam z sedymentu
pochodzacego ze stawu, w ktdrym wszystkie trzy gatunki wspotwystepuja, wedtug procedury

7
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opracowanej w grupie badawczej prof. Serra. Nastepnie jaja byty eksponowane na swiatto
indukujgce wyleganie sie. Codziennie przez dwa tygodnie kazdy swiezo wylegty osobnik byt
przenoszony do pojedynczej studzienki i dokarmiony, tak aby mozliwa byta proliferacja klonu
w celu okreslenia gatunku wrotka. Otrzymane wyniki potwierdzity moje przewidywania pod
wzgledem proporcji wrotkdw wylegajacych sie w réznej temperaturze, a takze, w mniejszym
stopniu, pod wzgledem sredniego czasu wylegu. W tym drugim przypadku najwiekszy
gatunek wylagt sie Srednio wczesniej w najwyzszej niz w Sredniej temperaturze. Wyniki
wskazujg na to, ze charakterystyczne dla gatunku rozmiary ciata sg adaptacjg do termicznych
warunkdéw w jakich zyje, co stanowi pierwsze empiryczne potwierdzenie zastosowalnosci
reguty Bergmanna do cech historii zycia zwigzanych z diapauza. Ponadto, niejednoznacznosé
wynikéw w przypadku jednej z badanych cech wskazuje na obecnos¢ innych,
wspotdziatajgcych mechanizmow nie bedacych pod kontrolg eksperymentalng.

W kolejnej publikacji poswieconej kompleksowi gatunkow Brachionus plicatilis (2)
przedstawitam wyniki eksperymentu, w ktérym badatam a. tempo wzrostu populacji tych
samych trzech gatunkdw w pieciu zabiegach temperaturowych oraz b. plastycznos¢
fenotypowsa ich rozmiardow ciata. Tym sposobem potgczytam badanie mechanizmdw
dziatajgcych na poziomie fenotypowym (TSR), z regulowanymi na poziomie genetycznym.
Przewidywatam, ze im wiekszy gatunek, tym nizsza bedzie temperatura optymalna dla jego
tempa wzrostu populacji (bezposredniej miary dostosowania) oraz im wyzsza temperatura
tym mniejsze bedga osobniki kazdego z gatunkdw. Badania przeprowadzitam na klonach
wyprowadzonych w tamtejszym laboratorium. Po podzieleniu gatunkéw na grupy
eksperymentalne, wrotki byty liczone dwukrotnie w réznych odstepach czasu, zwigzanych z
temperaturg w danym zabiegu (im wyzsza temperatura, tym krétsze odstepy czasowe), czyli
po 3-4 dniach (liczenie ) i po kolejnych 2-3 dniach (liczenie Il). Tempo wzrostu byto obliczane
jako réznica miedzy liczebnoscig w czasie Il w stosunku do liczebnosci w czasie |. Dodatkowo,
po liczeniu Il prébki zostaty utrwalone, a wrotki zmierzone. Wykazatam, ze temperatura
optymalna dla tempa wzrostu populacji jest zgodna z przewidywaniem dla dwdch gatunkow,
najmniejszego i posredniego. Najwiekszy gatunek miat mniej wiecej podobne dostosowanie
we wszystkich zabiegach. Natomiast tylko najwiekszy gatunek wykazat istotne zmniejszenie
rozmiardw ciata wraz ze wzrostem temperatury, potwierdzajgc termiczng regute wzrostu.
Powyzsze wyniki zostaty przeze mnie zinterpretowane w ten sposdb, ze generalnie rozmiar
ciata jest adaptacjg do warunkdéw srodowiskowych, jednak konkretne mechanizmy
ewolucyjne zalezg prawdopodobnie od zakresu tolerancji na temperature, ktdry to zakres
jest cechg specyficzng dla gatunku. Spodziewam sie innych mechanizméw u generalistéw i
specjalistow. Wyniki tego eksperymentu sg przy okazji jednym z nielicznych empirycznych
dowoddw na prawdziwosc¢ zasady ,jack of all, master of none” mdwigcej o tym, ze gatunki
bedgce generalistami majg podobnie wysokie dostosowanie w szerokim zakresie
wystepowania, jednak w konkretnych warunkach wypadajg gorzej w konfrontacji z
gatunkiem wyspecjalizowanym do waskich zakresdw. Wyniki obu prac przedstawitam na
konferencji ESEB w 2013 r. [5].
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Optymalny zakres warunkow, w ktérych wystepuje TSR opisatam w publikacji (6). Tym razem
porownatam tempo wzrostu populacji (bezposrednig miare dostosowania) w szerokim
zakresie temperatur dla trzech gatunkéw organizmdéw wodnych reprezentujacych rdézng
budowe komdérkowa: jednokomdrkowego pierwotniaka Coleps hirtus, wielokomérkowego
eutelicznego (czyli posiadajacego statg dla gatunku liczbe komdrek somatycznych) wrotka
Lecane inermis i wielokomérkowej nie-eutelicznej pierscienicy Aeolosoma hemprichi. Réznica
miedzy dwoma ostatnimi gatunkami polega na tym, ze teoretycznie pierscienica moze
manipulowa¢ masag ciata poprzez zmiane wielkosci lub liczby komérek, podczas gdy wrotek
moze to robi¢ wytgcznie manipulujgc ich rozmiarem. Wszystkie trzy gatunki wykazaty
termiczng regute wzrostu, jednak tylko w pewnym okreslonym zakresie temperatur. Zakres
ten zawierat sie miedzy temperaturg minimalng dla tempa wzrostu populacji (czyli taka,
ponizej ktérej osobniki przestajg sie rozmnazac) a wartoscig optymalng (taka, dla ktorej
tempo wzrostu populacji jest najwieksze). Ta zaleznos¢ byta wspdlna dla wszystkich trzech
gatunkéw, bez wzgledu na ich r6zng budowe komdrkowa. Poniewaz chciatam sie upewnié na
ile ta zasada jest uniwersalna, poréwnatam wzorce tempa wzrostu populacji i rozmiaru ciata
dla 18 gatunkéw pierwotniakéw, na danych udostepnionych mi przez prof. Davida Atkinsona
(Liverpool University). Wyniki potwierdzity moje badania eksperymentalne. Podsumowujac,
po raz pierwszy wykazatam empirycznie istnienie optymalnego zakresu dla wystepowania
TSR, okreslitam Scisle jego granice (przy okazji wskazujac na to, ze warunki stresowe sg
znacznie blizsze wartos$ci optymalnej, niz do tej pory sgdzono), a takze przedstawitam
graficznie jakie konsekwencje moze miec nieprawidtowy wybor temperatur dla okreslenia
fenotypowej plastycznosci rozmiardéw ciata. Empiryczne wyniki zaprezentowatam na
konferencji PEC w Krakowie w 2013 r. [6], za$ cato$¢ przedstawitam na konferencji PEC w
Poznaniu w 2015 r. [11].

Rozszerzenie ww. wyniku na inne parametry znalaztam dzieki badaniom pilotazowym
przedstawionym w publikacji (3). W eksperymencie sprawdzatam, czy L. inermis postepuje
wedle TSR, wykorzystujgc dwa zabiegi temperaturowe i dwie rézne pozywki. Wrotki rosty
mniejsze w wyzszej temperaturze, zgodnie z oczekiwaniami, ale tylko w zabiegu z pozywka
lepszej jakosci; w pozywce gorszej jakosci nie znalaztam istotnej réznicy w rozmiarze ciata.
Wynik ten swiadczy o tym, ze plastycznos¢ fenotypowa, jaka jest reakcja zmniejszania
rozmiardw ciata wraz z temperaturg, zachodzi w warunkach optymalnych réwniez pod
innymi, niz tylko warunki termiczne, wzgledami. Waznym czynnikiem jest tu wartosé
odzywcza dostepnego pokarmu, a by¢ moze réwniez warunki Swietlne. Ten ostatni parametr
mogtby czesciowo ttumaczy¢ dlaczego w srodowisku lagdowym rzadziej obserwuje sie
wzorzec mniejszych rozmiardow ciata przy wyzszej temperaturze, zwtaszcza u organizmow
doswiadczajgcych sezonowosci.

EWOLUCYJNE ZNACZENIE TERMICZNE) REGULY WZROSTU

Adaptacyjny charakter TSR badatam w laboratorium, testujgc hipoteze o kluczowej roli tlenu
w wystepowaniu tego zjawiska, oraz w terenie, sprawdzajgc sezonowg odpowiedz
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rozmiaréw ciata na wahania temperatury i tlenu. Dodatkowo, znaczgcy wktad w to
zagadnienie majg wyniki obu przedstawionych juz przeze mnie artykutéw dotyczacych
poréwnan miedzygatunkowych, z ktérych wynika, ze specyficzna dla gatunku masa ciatfa jest
adaptacjg do warunkéw w kontekscie zjawiska diapauzy (1) i dostosowania wyrazonego jako
tempo wzrostu populacji (2).

Opis badan laboratoryjnych zawartam w publikacji (4), ktéra w znacznej czesci
przedstawitam powyzej. Na podstawie wynikéw dotyczacych liczby jaj sktadanych przez
duze/mate samice w czterech zabiegach kombinacjach wysokiej/niskiej temperatury i
wysokiego/niskiego stezenia tlenu stwierdzitam, ze duze samice a. ztozyty mniej jaj w
wysokiej temperaturze, niz w niskiej oraz b. ztozyty mniej jaj niz samice mate w warunkach
wysokiej temperatury i niskiego stezenia tlenu. Wniosek ten potwierdza hipoteze, ze mate
rozmiary ciata sg ewolucyjnie korzystne (przynoszg wieksze dostosowanie) w wyzszej
temperaturze i jednoczesnie przy niskim stezeniu tlenu. Wyniki przedstawitam na konferencji
SEB w 2014 r. [7].

Badania terenowe przedstawione w publikacji (3) przeprowadzitam w oczyszczalni sciekéw
Krakow-Ptaszdw. Byly one jednoczesnie tematem pracy magisterskiej mgr Anny Pasternak
(de domo Kietbasa). Praca ta byta w catosci realizowana w ramach mojego projektu, a
promotorem naukowym pracy magisterskiej byt prof. dr hab. Jan Koztowski (z przyczyn
formalnych nie mogtam by¢ promotorem Pani Pasternak). W ramach eksperymentu
pobieraty$my prébki osadu czynnego raz na miesigc przez okres jednego roku. W dniu
poboru prébek pojedyncze wrotki Lecane inermis byty izolowane, a nastepnie przyzyciowo
filmowane. Z kazdego filmu wybierana byta klatka najlepiej przedstawiajgca obiekt do
pomiaru wielkosci ciata, mierzonego jako powierzchnia. W trakcie badan okazato sie, ze inny
gatunek wrotka, Cephalodella gracilis, wystepowat rdwnie licznie w osadzie, a poniewaz
gatunek ten reprezentuje inny rodzaj, zas z pokroju ciata mozna sie domysla¢, ze zajmuje
rowniez inng nisze ekologiczng (brak jest prac naukowych, ktére mogtyby to przypuszczenie
potwierdzi¢), C. gracilis zostata wigczona do badan poczgwszy od siddmego miesigca.
Jednoczesnie, na podstawie parametréw osadu otrzymanych od oczyszczalni wykonatysmy
analize wielowymiarowg (PCA) dla siedmiu parametréw. Analiza wykazata, ze tlen i
temperatura sg gtéwnymi czynnikami ksztattujgcymi srodowisko w osadzie czynnym.
Ponadto, przeciwnie niz w naturze, nie sg one ze sobg skorelowane, co jest zwigzane z
manipulowaniem przez operatordw oczyszczalni parametrami tlenu w sposob
optymalizujgcy procesy rozktadu amoniaku, bez wzgledu na temperature. Brak korelacji
miedzy tlenem i temperaturg pozwolit nam na testowanie zaleznosci miedzy rozmiarem ciata
a tymi dwoma parametrami niezaleznie. Analiza wykazata, ze wielkos¢ obu gatunkéw
zmieniata sie istotnie w ciggu sezonu wraz ze zmianami temperatury, zgodnie z
przewidywaniami TSR (im cieplej, tym mniejsze). Ponadto, C. gracilis okazata sie istotnie
wieksza wraz ze wzrostem stezenia tlenu w osadzie, tym samym potwierdzajgc hipoteze o
rozmiarach ciata bedgcych przystosowaniem do dostepnosci tlenu w srodowisku. Wydaje sie,
ze istotng przyczyna braku takiej zaleznosci u L. inermis jest tzw. wiek osadu, parametr
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okreslajacy dzienng frakcje biomasy usuwang z osadu. Parametr ten dziata w osadzie jako
czynnik powodujgcy Smiertelnos¢ zewnetrzng, natomiast nie jest on obliczany regularnie,
dlatego nie mdgt zosta¢ uwzgledniony w naszej analizie PCA. Stwierdzitysmy, ze L. inermis
jest bardziej niz C. gracilis wrazliwy na zbyt krétki wiek osadu, co mogto zamaskowac
ewentualng zaleznos¢ rozmiardw ciata od dostepnosci tlenu u tego gatunku. Wynik ten
oznacza jednoczesnie, jak waznym parametrem z punku widzenia ekologii osadu czynnego
jest wiek osadu. Wyniki badan potwierdzity (po raz pierwszy) adaptacyjny charakter TSR w
skali czasowej. Ponadto, z eksperymentu wynikt rdwniez wazny wniosek aplikacyjny. L.
inermis jest uwazany za gatunek o znaczeniu biological agent dla osadu czynnego, poniewaz
jako jeden z nielicznych potrafi odzywia¢ sie bakteriami w formie filamentoéw, ktére,
wystepujgc w oczyszczalniach, powodujg tzw. puchniecie osadu, proces uniemozliwiajgcy
jego wtasciwag prace, trudny do zwalczania w skali globalnej. Odkrycia tego dokonaty dr E.
Fiatkowska i dr hab. A. Pajdak-Stds, na ktorych wiedzy eksperckiej oparty byt aplikacyjny
watek badan. Problem w tym, ze L. inermis jest z nieznanej przyczyny ograniczony w
likwidowaniu puchniecia osadu w warunkach niskiej temperatury. Powyzsze badania, wraz z
potwierdzonym wptywem tlenu na dostosowanie L. inermis przedstawionym powyzej
(zawarte w publikacji 4), pokazuja, ze by¢é moze rozwigzaniem mogtoby by¢ zwiekszenie
natlenienia osadu zimg oraz wydfuzenie wieku osadu. Wyniki te przedstawitam na
konferencji PEC w Rogowie w 2014 r. [9].

UWAGI KONCOWE

Przedstawione przeze mnie osiggniecie habilitacyjne ma znaczacy wktad w dyskusje na temat
reakcji organizmoéw zywych na temperature. W swoich badaniach wykazatam, ze tzw.
termiczna reguta wzrostu jest adaptacjg do zaleznego od temperatury stezenia tlenu,
przynajmniej w srodowisku wodnym. Ten adaptacyjny charakter wykazatam zaréwno dla
dostosowania na poziomie gatunku, jak i poprzez poréwnanie miedzygatunkowe, t3czac
efekty genetyczne z fenotypowymi. Potwierdzitam réwniez, ze mechanizmem jest tu
dopasowywanie wielkosci komdrek do warunkéw termicznych. Wykazatam réwniez, ze, w
przypadku wrotkdéw, to dopasowywanie odbywa sie w dwéch etapach, poprzez strategie
matki oraz w czasie rozwoju zarodkowego. Co ciekawe, bodZzcem do reakcji w przypadku
efektu matczynego nie jest odbiér konkretnej temperatury, ale kierunek bodzca zmiany
warunkéw termicznych. Co wiecej, cho¢ mechanizm komérkowy jest w duzej czesci
odpowiedzialny za ostateczne réznice w rozmiarach ciata ze wzgledu na temperature, to nie
jest to mechanizm jedyny. Wydaje sie, ze im bardziej stresowe warunki, tym wieksze
prawdopodobienstwo, ze wigczane zostajg alternatywne mechanizmy (fizjologiczne?)
dopasowywania rozmiardow ciata do warunkéw Srodowiskowych. Fenotypowo kontrolowana
termiczna reguta wzrostu wymaga warunkéw optymalnych, aby mogta zosta¢ przez dany
organizm zrealizowana. Warunki te sg rozne dla réznych gatunkéw i obejmujg zakres
temperatury miedzy minimalng, a optymalng dla tempa wzrostu populacji. Dlatego tez
bardzo wazne jest, aby we wszelkich tego typu badaniach w pierwszej kolejnosci ustali¢
preferencje termiczne badanego gatunku, tak by odpowiednio zaplanowa¢ warunki
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eksperymentalne, z uwzglednieniem optymalizacji innych czynnikdéw srodowiskowych, takich
jak dostepnosé tlenu i jako$¢ pokarmu. Cato$é uzyskanych przeze mnie wynikdw rzuca nowe
Swiatto i pozwala lepiej interpretowaé ewolucyjnie termiczng regute wzrostu, a takze do
pewnego stopnia tgczyc jg z regutami opartymi na réznicach genetycznych (jak reguta
Bergmanna). Zbliza nas to do zrozumienia efektu wptywu temperatury na najbardziej
skomplikowang ceche organizméw zywych, rozmiar ciata, w ujeciu holistycznym, bez
przygladania sie tylko konkretnemu poziomowi zjawiska. Wreszcie, powyzsze wyniki
stanowig baze do zrozumienia wptywu temperatury na cate zespoty organizméw, co pozwoli
przewidywac skutki perturbacji w srodowisku, zaréwno naturalnych, jak i tych bedacych
wynikiem dziatalnosci cztowieka.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo - badawczych.

Wszystkie prace z bazy JCR, do ktdrych odnosze sie w tej czesci autoreferatu, sq zebrane w Tabeli 2, Zatqczniku
5. Cytujgc te prace, odnosze sie do ich numerow z tabeli podanych w nawiasach okrggtych. Z kolei liczbami
podanymi w nawiasach kwadratowych postuguje sie odnoszgc sie do konferencji, na ktorych prezentowatam
wyniki, zebranych w Tabeli 4, Zatgczniku 5. Wreszcie, nawiqgzujgc do projektow, z ktorych badania byty
finansowane, podaje liczby rzymskie w nawiasach okrqggtych, odpowiednio do pozycji w Tabeli 3, w Zatgczniku 5.
Publikacje spoza bazy JRC, na ktore sie powotuje, zostaty opisane w punkcie IIC w Zatqczniku 5.

STRATEGIE ZYCIOWE OWADOW ZAMIESZKUJACYCH WNETRZE PNIA DRZEWA

Owady zamieszkujgce wnetrze drzew stanowig fascynujgcy obiekt badan ekologicznych. Ich
srodowisko zycia jest unikatowe, poniewaz z jednej strony jest ono wzglednie bezpieczne
pod wzgledem presji ze strony drapieznikdw i pasozytow, z drugiej, zdrewniate tkanki
stanowig bardzo ubogie i trudnostrawne zrédto pokarmu. Strategia ekologiczng owada-
drewnojada zainteresowatam sie na tyle, ze w ramach pracy magisterskiej skonstruowatam
budzet energetyczny dla gatunku odzywiajgcego sie najbardziej wewnetrzng i najubozszg w
sktadniki odzywcze tkanka, drewnem (xylem). W swoich badaniach ustalitam, ze powodem
powolnego wzrostu larw zmorsznika czerwonego Aredolpona (= Corymbia) rubra
(Coleoptera, Cerambycidae) jest w wiekszym stopniu niska jakos¢ pokarmu (o czym swiadczg
wzglednie niska wydajnos¢ asymilacji oraz niskie tempo konsumpcji), niz wysokie koszty
metaboliczne trawienia pokarmu, o czym $wiadczy z kolei wzglednie wysoka wydajnos¢
produkcji netto (1, 2). Wyniki moich badan zaprezentowatam na konferencji ISEPEP w
Roskilde (Dania) w 2005 r. [2]. Tematyke te postanowitam kontynuowaé w czasie swojego
doktoratu, tym razem stawiajgc sobie za cel opisanie strategii zyciowej A. rubra
uwzgledniajgcej nie tylko bioenergetyke, ale réwniez demografie i strategie rozrodczg oraz
umieszczajac te strategie na tle owaddw zajmujgcych inng nisze we wnetrzu pnia, a wreszcie
na szerszym tle strategii zyciowych owaddw. Projekt badan przedstawitam na spotkaniu PhD
Meeting of Evolutionary Biology w Fiesch (Szwajcaria) w 2003 r. [1]. Projekt ten otrzymat
finansowanie dwczesnego Ministerstwa Nauki i Informatyzacji (I). W samodzielnie
zaplanowanych i zrealizowanych badaniach terenowo-laboratoryjnych uzyskatam wyniki po
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raz pierwszy kompleksowo opisujgce strategie owada-drewnojada. Ponizej przedstawiam
najwazniejsze rezultaty moich badan, zaprezentowane réowniez na konferencji BES w 2008 r.
[3], wraz z podaniem numeru publikacji z Tabeli 2, Zatgcznik 5:

- larwy A. rubra uruchamiajg inne mechanizmy fizjologiczne w przypadku suboptymalnych
warunkéw termicznych (bazujgce na manipulacji tempem konsumpcji) niz w przypadku
stresujgcych warunkéw wodnych (bazujace na obnizaniu tempa respiracji), zas trawienie
celulozy jest kosztowne energetycznie (3);

- dymorfizm ptciowy jest zwigzany z dtuzszym okresem rozwoju larwalnego u samic (6), dla
ktérych sukces rozrodczy jest pozytywnie zwigzany z rozmiarem ciafa, jednak tylko jesli
sukces ten mierzony jest jako rozmiar ciata swiezo wylegtych larw a nie jako wielko$¢ legu
(Walczynska 2008, Norwegian Journal of Entomology) — by¢ moze przyczyng jest tu fakt, ze
rozrodczos¢ samic jest zalezna od temperatury, ktérej doswiadczajg podczas okresu
sktadania jaj (6);

- wnetrze pnia drzewa jest silnie heterogeniczne; presja $miertelnosci zewnetrznej maleje w
kierunku wnetrza pnia, za$ odwrotnie uktada sie wzorzec odzywczej jakosci tkanki jako
zrédta pokarmu (5, 6);

- owady zamieszkujgce wnetrze pnia drzewa sg w réznym stopniu zalezne od trzech
kluczowych czynnikéw: temperatury, wilgotnosci i jakosci pokarmu (3);

- owady te sg generalnie bezpieczniejsze w swoim srodowisku, niz owady zamieszkujgce inne
typy siedlisk (5).

Dodatkowo, wraz z dr. Maciejem Danko i prof. dr. hab. Janem Koztowskim stworzylismy
oparty na moich danych empirycznych model teoretyczny wyjasniajgcy zjawisko
wielosezonowosci u owaddw zamieszkujgcych wnetrze pnia drzewa (4). Nasze wyniki
wyjasnity wystepowanie wiekszej wewnatrzgatunkowej zmiennosci rozmiaréw ciata u
chrzgszczy-drewnojaddw, w poréwnaniu z owadami reprezentujgcymi inne srodowisko zycia
oraz wielosezonowos¢ tych gatunkdéw. Obie powyzsze cechy sg konsekwencjg optymalizacji
rozmiardw ciata w warunkach jednoczesnie niskiej jakosci pokarmu i niskiej presji
Smiertelnosci zewnetrznej, oraz obecnosci warunkéw niekorzystnych dla rozwoju (zim) w
doswiadczanych w czasie trwania rozwoju. Nasz model teoretyczny przewidziat dodatkowo,
ze wieksza wewnatrzgatunkowa zmiennos¢ rozmiardw ciata bedzie cechowata gatunki
zamieszkujgce pod korg, niz te zyjgce gtebiej we wnetrzu pnia. Ten wynik jest w sprzecznosci
z ogblnie przyjetym pogladem, jednak wyniki empiryczne wskazujg na to, ze nasz wynik jest
blizszy rzeczywistym zaleznosciom.

Badatam réwniez zjawisko metanogenezy u A. rubra, czyli zdolnosci do wydzielania metanu
bedgcego tak naprawde produktem metabolicznym symbiontéw jelitowych, poniewaz moze
ono potencjalnie wystepowac u chrzgszczy-drewnojadéw z rodziny Cerambycidae, zas nigdy
wczesniej nie zostato u nich odkryte. W tym celu, we wspdtpracy z dr. Jarostawem Neckim
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(AGH), szukalismy sladow metanogenezy u larw zmorsznika za pomocg metod
chromatograficznych. Ponadto, w ramach otrzymanego przeze mnie stypendium w
programie Young Scientists Programme, w laboratorium dr. Kevina Purdy (University of
Reading, UK) podjetam prébe detekcji genetycznych sladéw archebakterii odpowiedzialnych
za potencjalng metanogeneze. Cho¢ wyniki sg niejednoznaczne i stanowig raczej przyczynek
do duzego projektu, to moim zdaniem udato nam sie stwierdzi¢, ze metanogeneza u owada-
drewnojada nie jest wykluczona. Wskazujg na to zaréwno niewielkie, ale metodologicznie
istotne slady metanogenezy uzyskane za pomocg chromatografii, jak i intrygujgce odkrycie
obecnosci RNA archebakterii uprzednio odkrytych u produkujgcych metan termitéw, jednak
do tej pory nie poznanych jako mikroby zdolne do metanogenezy. Z tego materiatu zostat
przygotowany plakat, zaprezentowany nastepnie w 2008 r na konferencji BES w 2008 r. [4].
Przygotowatam réwniez publikacje przeglagdowg dotyczacg trawienia zdrewniatych tkanek
przez owady i jego zwigzkéw z réznorodnymi zaleznosciami symbiotycznymi (Walczynska,
2003, Wszechswiat).

BIOLOGICZNE METODY WALKI Z PUCHNIECIEM OSADU CZYNNEGO

Watek aplikacyjny polegajgcy na opracowaniu metody biologicznego zwalczania zjawiska
puchniecia osadu czynnego, do ktérego nawigzatam w projekcie POMOST, kontynuowatam
jako wykonawca w projekcie finasowanym przez NCBiR w ramach programu GEKON (1l).

Moje badania wpisywaty sie w zadanie polegajgce na okresleniu warunkéw optymalizujgcych
proliferacje gatunku o charakterze biological agent, wrotka Lecane inermis. Konkretnie,
zaplanowatam eksperyment, w ktérym testowany byt wptyw gatunku petzajacego
pierwotniaka, Aspidisca cicada, na trzy parametry posrednio lub bezposrednio zwigzane z
aktywnoscia L. inermis: jakos¢ ktaczkdw, parametry fizyko-chemiczne uktadu oraz tempo
wzrostu populacji wrotkdw. Eksperyment polegat na utrzymywaniu hodowli w czterech
zabiegach (po trzy powtdrzenia): obecnosc L. inermis, obecnos¢ A. cicada, obecnosc L.
inermis + A. cicada, kontrola (brak obu gatunkéw). Eksperyment przeprowadzono w dwéch
wersjach, w uktadzie zamknietym oraz w ukfadzie pétotwartym. Dodatkowo,
przeprowadzitam eksperyment majacy na celu wykazanie wptywu rézniej liczebnosci
poczatkowej A. cicada na L. inermis: w czterech zabiegach hodowle A. cicada rozpoczetam od
innej poczatkowej liczebnosci, a po dwdch dniach do kazdego zabiegu dodatam takg sama
liczebnos¢ wrotkéw. Kazdy z eksperymentdéw trwat okoto 3 tygodni. Wyniki pokazaty, ze A.
cicada ma wyrazny pozytywny wptyw na tempo wzrostu wrotkdw — w uktadzie zamknietym
maksymalna liczba wrotkdw byta dwukrotnie wieksza w obecnosci A. cicada, niz w zabiegu
bez tego pierwotniaka, zas w uktadzie pétotwartym poczatkowe tempo wzrostu wrotkow
byto znacznie wyzsze w zabiegu z obecnoscig A. cicada, wyrdwnato sie dopiero po
wypadnieciu pierwotniaka z uktadu eksperymentalnego. Wyniki dotyczgce jakosci ktaczkow,
wyrazone za pomocg dwdch miar: wielkosci i zwartosci, wykazaty, ze ten pozytywny wptyw
ma najprawdopodobniej zwigzek z unikatowa rolg A. cicada w ksztattowaniu ktaczkédw — obie
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miary wykazaty trend posredni dla zabiegu A. cicada + L. inermis, w stosunku do monokultur:
A. cicada (najwyzsze wartosci) i L. inermis (najnizsze wartosci). Badania parametréw fizyko-
chemicznych wykazaty, ze obecno$é A. cicada znaczgco przyspiesza proces nitryfikacji oraz
poprawia warunki tlenowe, co dzieje sie prawdopodobnie w wyniku selekcji konkretnych
szczepdw bakterii tworzacych kfaczki. Wszystkie powyzsze wyniki wskazujg na to, ze A.
cicada moze by¢ stosowana jako organizm majgcy pozytywny wptyw na wrotki L. inermis w
osadzie czynnym. Bardziej ogdlnie, wydaje sie ze ten gatunek pierwotniaka moze by¢
uwazany za tzw. gatunek zwornikowy i to nie tylko w pétnaturalnym ekosystemie jakim jest
osad czynny, ale réwniez w innych systemach zwigzanych z obecnoscig ktaczkéw (takich jak
na przyktad snieg morski), poniewaz jest to gatunek powszechnie wystepujgcy wszedzie,
gdzie takie struktury sie tworzg. Wyniki badan zostaty opublikowane (10).

Uczestniczytam réwniez w badaniach majacych na celu okreslenie taksonomii i funkcji
metabolicznych bakterii wyselekcjonowanych pod wptywem zgryzania przez wrotki. Dwa
typy zespotéw bakteryjnych tworzgcych biofilm dla hodowanych laboratoryjnie wrotkdéw,
jeden komercyjnie dostepny, a drugi wyselekcjonowany z optymalnie rosngcej hodowli
wrotkdéw, zostaty przefiltrowane i zbadane pod katem wybidrczosci substratéw
metabolicznych przy uzyciu ptytek Biolog® ECO przez dr Beate Klimek. Po wysianiu na
ptytkach agarowych, bakterie te tworzyty powtarzalne struktury, na ktére sktadaty sie dwa
rozne morfotypy. Morfotypy te zostaty zidentyfikowane metodami molekularnymi jako
Aeromonas veronii i Pseudomonas mosselii. Wyniki uzyskane na ptytkach biolog wykazaty, ze
oba zespoty bakterii, komercyjny i wyselekcjonowany, najchetniej zuzywaty weglowodany i
polimery, zas generalny wzorzec wykazat brak istotnych réznic miedzy nimi. Zatem,
intensywna selekcja poprzez zgryzanie przez wrotki doprowadzita do utworzenia zespotu
bakteryjnego ubogiego gatunkowo, ale spetniajgcego metabolicznie podobng funkcje do
zespotu pochodzgcego z komercyjnego preparatu mikrobiologicznego. Na podstawie tych
wynikdw zostat przygotowany manuskrypt, ktdry obecnie jest procesowany w czasopismie
Journal of Basic Microbiology.

ROLA TLENU W WYSTEPOWANIU TERMICZNEJ REGULY WZROSTU

Konsekwencjg projektu, z ktérego pochodzi prezentowane przeze mnie osiggniecie
habilitacyjne, byto przygotowanie projektu, w ktérym zajetam sie szczegétowym zbadaniem
na ile tlen odgrywa role w tzw. odpowiedzi na temperature. Projekt ten uzyskat
finansowanie w programie NCN OPUS 10 (IV) i obejmowat zaréwno badania laboratoryjne
jak i terenowe. W projekcie sprawowatam nieformalng opieke nad dwojgiem stypendystéw-
magistrantéw. Konkretne cele i otrzymane wyniki opisuje ponize;j:

1. Okreslenie z wykorzystaniem ewolucji eksperymentalnej, czy ekspozycja na
hipoksje, przy takiej samej temperaturze, moze wywotac genetyczne zmniejszenie
rozmiarow ciata. W tym celu 11 klonéw nalezgcych do gatunku wrotka Lecane
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inermis zostato zmieszanych w réwnych proporcjach i umieszczonych w trzech
zabiegach eksperymentalnych. W kazdym z nich temperatura zmieniata sie w cyklu
trzydniowym od wysokiej, poprzez posrednig, do niskiej i zndw poprzez posrednig do
wysokiej. Zabiegi réznicowat rezim tlenowy, stanowity je: normoksja, hipoksja
polegajgca na zmniejszonej o potowe ilosci tlenu w catym zakresie temperatury oraz
hipoksja, gdzie zmniejszenie ilosci tlenu o potowe dotyczyto jedynie temperatury
wysokiej. W takich warunkach wrotki byty utrzymywanie przez okres szesciu
miesiecy. W tym okresie sze$¢ razy pobierane byty prébki do pomiaréw wielkosci. Za
kazdym razem z kazdej linii eksperymentalnej (szes¢ linii na zabieg) pobierane byto
ok. 60 samic, ktére byty utrzymywane w warunkach niskiego zageszczenia i karmione
ad libitum, transferowane do pokolenia F3. Samice z tego pokolenia byty
fotografowane na materiale utrwalonym a nastepnie mierzone w celu stwierdzenia
ewentualnych réznic w rozmiarach ciata. Powyzsza procedura ma na celu
wyeliminowanie efektdw matczynych i sSrodowiskowych, tak aby uzyska¢ pewnos¢, ze
ewentualne réznice zostaty utrwalone genetycznie w drodze ewolucji kierunkowej.
Wyniki tego eksperymentu nie zostaty jeszcze w catosci przeanalizowane. Analiza
rozmiarow z pierwszych dwdch serii pomiarowych wskazuje na brak réznic miedzy
zabiegami.

2. Mechanizmy i adaptacyjny charakter selekcji na rozmiar ciata w warunkach
hipoksji. Ogdlna hipoteza byta nastepujgca: hipoksja selekcjonuje w kierunku
fenotypowo mniejszych rozmiaréw ciata, poprzez redukcje rozmiaréw komadrek
(mechanizm proksymalny), w celu utrzymania szerokiego zakresu dla metabolizmu
tlenowego (mechanizm ultymatywny). Trzy klony nalezgce do gatunku L. inermis
réznigce sie preferencjami termicznymi poddatam trzem rezimom hipoksji: tagodna
hipoksja w warunkach optymalnej temperatury, gteboka hipoksja zwigzana z
temperaturg powyzej optymalnej, oraz gteboka hipoksja w optymalnej temperaturze,
ale z bardzo niskim stezeniem tlenu. Wraz z zespotem badali$my efektywnos¢
metabolizmu tlenowego (spektrofotometryczna analiza metabolizmu zwigzanego z
trawieniem, tzw. Specific Dynamic Action, SDA), dostosowanie (tempo wzrostu
populacji i rozrodczosc¢), oraz rozmiary ciata i wielkos¢ komérek. Wyniki wykazaty, ze
a. wrotki reagujg na hipoksje inaczej w zaleznosci od tego, czy znajdujg sie w
warunkach optymalnych, czy stresowych, b. klony wykazujg podobng reakcje w
przypadku pierwszym, zas rdznig sie reakcjg na hipoksje gdy sg poddane stresowi
polegajgcemu na ekspozycji na zbyt wysoka temperature lub zbyt niskie stezenie
tlenu, c. efektywnos¢ metabolizmu tlenowego jest zwigzana z dostosowaniem (im
wieksza efektywnos¢, tym wyzsze dostosowanie), jednak d. utrzymanie tej wysokiej
efektywnosci metabolicznej moze by¢ uzyskane za pomocg innych mechanizmdw, niz
tylko zmniejszanie rozmiardw wtasnych komadrek, zwtaszcza w warunkach stresu.
Podsumowujgc, mniejsze rozmiary komorek i, co za tym idzie, rozmiary ciata w
odpowiedzi na hipoksje zwiekszajg efektywnos$é metabolizmu tlenowego utrzymujac
wysokie dostosowanie, jednak tylko w warunkach tagodnej hipoksji. Warunki
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stresowe powodujg uruchomienie alternatywnych (prawdopodobnie) fizjologicznych
procesow, ktore nie sg uniwersalne lecz zalezne od preferencji wykazywanych przez
dany organizm (klon). Powyzsze wyniki zostaty zaprezentowane na konferencji BES w
Gandawie(Belgia) w 2017 r. [12] i sg przygotowywane do publikacji.

3. Ekologiczna zalezno$¢ miedzy rozmiarami ciata a parametrami termiczno-
tlenowymi w warunkach naturalnych. Badania terenowe przeprowadzitam we
wspotpracy z prof. Manuelem Serra z Uniwersytetu w Walencji. Dotyczyty one szesciu
gatunkéw nalezgcych do kompleksu gatunkdéw kryptycznych grupy wrotka Brachionus
plicatilis, réznigcych sie rozmiarami ciata, zasiedlajgcych kompleks dziesieciu stawow
potozonych na hiszpariskim wybrzezu Morza Srédziemnego, réznigcych sie
warunkami srodowiskowymi. Badania polegaty na wyizolowaniu jaj przetrwalnych z
osaddw, a nastepnie zatozeniu hodowli klonéw pochodzacych od pojedynczych
wrotkow, ktore sie z tych jaj wylegty. Kilkanascie do trzydziestu osobnikéw z kazdego
klonu reprezentujgcego dany gatunek sfotografowatam, a nastepnie zmierzytam (w
sumie okoto 6000 osobnikéw) w celu przetestowania hipotez: a. rozmiary ciata
danego gatunku réznig sie miedzy stawami, b. réznice te sg zwigzane ze
specyficznymi warunkami srodowiskowymi. Analiza PCA dla parametréw:
temperatura, tlen, zasolenie, pH wykazata, ze stawy rdznia sie pod wzgledem
warunkéw tlenowych bardziej niz pod wzgledem warunkéw termicznych. Dla trzech z
szes$ciu gatunkow stwierdzilismy zgodne z przewidywaniami wieksze rozmiary ciata
przy wiekszej zawartosci tlenu w wodzie, zas dla trzech gatunkéw stwierdzilismy
wieksze rozmiary przy wyzszej temperaturze. Ten ostatni wynik wydaje sie by¢
wbrew naszym przewidywaniom, jednak okazuje sie, ze w badanym systemie stawow
brak jest negatywnej zalezno$ci miedzy temperaturg a tlenem, najprawdopodobnie;j
zwigzany z rézna trofig tych zbiornikdw, podczas gdy istnienie tej zaleznosci jest
warunkiem koniecznym do zaistnienia przyczynowo-skutkowego rozumowania w
badaniach nad zaleznoscig rozmiaréw ciata od temperatury. Nasz wynik moze wiec
by¢ wyttumaczony w ten sposdb, ze wieksze rozmiary ciata w cieplejszych stawach sg
zwigzane bardziej z lepszg bazg pokarmowag dla wrotkdéw, niz z mniejszg zawartoscia
tlenu. Wyniki te zostaty zaprezentowane na konferencji PEC w 2018 r. [15] i sg
przygotowywane do publikacji.

4. Ponowna analiza istniejagcych baz danych pod katem znaczenia tlenu w
wystepowaniu zaleznosci miedzy temperaturg a rozmiarami ciata w badaniach
terenowych. W publikacji (9) zaprezentowatam wyniki re-analizy wykonanej na
danych z publikacji, ktorej autorzy stwierdzili brak odpowiedzi rozmiardw ciata na
temperature u okrzemek zasiedlajgcych system zrddet termalnych w Islandii. Analiza
we wspotpracy z dr. tukaszem Sobczykiem wykazata, ze zrédta wchodzgce w sktad
tego systemu mozna podzieli¢ na trzy grupy, zas rozmiary ciata malejg zgodnie z
przewidywaniami jedynie w grupie zrodet najcieplejszych, a jednoczesnie
najubozszych w tlen. Ten wynik pozwolit nam na konkluzje, ze w przypadku badan
terenowych nalezy bra¢ pod uwage nie tylko temperature, ale réwniez zawartos¢
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tlenu. W innym przypadku, we wspotpracy z dr Agnieszkg Gudowska
przeanalizowaty$my, z uwzglednieniem filogenezy, preferencje termalne i tlenowe u
188 gatunkdw wrotkdéw, korzystajgc z bazy danych opublikowanej trzydziesci lat
wczesniej. Poddajac analizie zalezno$¢ rozmiaréw ciata od parametréw (minimum,
maksimum, optimum i zakres) opisujgcych warunki termiczne oraz tlenowe,
wykazaty$my, ze na poziomie miedzygatunkowym rozmiary ciata wrotkéw
wyewoluowaty w odpowiedzi zaréwno na temperature, jak i na tlen, jednak w
stosunku do réznych bodzcow - wrotki s3 tym mniejsze im wyzsze specyficzne dla
gatunku optimum temperatury, oraz im wezszy zakres tolerancji na zawartos¢ tlenu.
Ponadto, na podstawie analizy wariancji kazdego z parametréw stwierdzitySmy, ze
najmniejsza zmiennos$¢ charakteryzuje optymalne warunki tlenowe, co moze
oznacza¢, ze ten parametr jest najbardziej konserwatywny i podlega najmniejszym
zmianom w badanej grupie gatunkéw. Taki wynik oznaczatby, ze to zwigzane z
ociepleniem zmniejszenie zawartosci tlenu, a nie sam wzrost temperatury, moze
mie¢ potencjalnie najwiekszy negatywny wptyw na zywe organizmy. Wyniki te zostaty
przedstawione na konferencji APS w Nowym Orleanie (USA) [17] i s3
przygotowywane do publikacji.

POZOSTALE ZAGADNIENIA BADAWCZE PRZEDSTAWIONE W PUBLIKACJACH

W poczatkowym okresie studiéw magisterskich zaangazowatam sie jako wolontariuszka
w projekt reintrodukcji motyla niepylaka apollo (Parnassius apollo) w Pieninach. Przy tej
okazji zgtebitam dokumentacje dotyczgcg historii wystepowania tego gatunku w Polsce.
Na tej podstawie powstata publikacja przeglagdowa w czasopismie Chroimy przyrode
ojczystg (Mucha, 1999), wydana pod moim panienskim nazwiskiem.

Pewnym uzupetnieniem do badan nad strategig chrzgszcza-drewnojada byto zbadanie, w
jakim stopniu wnetrze pnia rozktadajgcego sie drzewa buforuje oddziatywanie niskich
temperatur w czasie zimy. Bardzo waznym nowym elementem pracy (7) przygotowanej
we wspotpracy z dr. hab. Pawtem Kapustg (PAN, Krakow) byt fakt, ze badania byty
prowadzone w mikroskali, poniewaz jeden z czujnikdéw temperatury byt zawsze
umieszczony wewnatrz pniaka, a drugi na zewnatrz tuz obok, lekko przykryty scidtka.
Pozwolito to na zrewidowanie wczesniejszych rezultatéw, najczesciej opierajgcych sie na
temperaturze zewnetrznej mierzonej w najblizszej stacji meteorologicznej. Dodatkowo,
oprdocz temperatur minimalnych i maksymalnych wzieli§my pod uwage réwniez dzienng
zmiennos¢ temperatury. Wreszcie, badany okres czasu podzielilismy na epizody z
obecnoscig $niegu, z obecnoscig mrozu bez Sniegu, oraz bez mrozu i $niegu. Pozwolito
nam to wykazaé, ze dynamika temperatur w mikroskali bardzo sie rézni miedzy tymi
epizodami, co niewatpliwie ma ogromne znaczenie dla organizmow przezimowujacych
we wnetrzu pniaka. Ponadto wykazalismy, ze a. drzewo stanowi bufor w stosunku do
temperatury minimalnej, b. jest tendencja do wiekszej zmiennosci temperatur na
zewnatrz pniaka, w stosunku do wnetrza, c. na podstawie dwdch horyzontalnych
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gtebokosci stwierdziliSmy, ze im gtebiej w pniaku, tym wyzsza temperatura minimalna
oraz tym mniejsza dzienna zmiennos¢ temperatury. Podsumowujac, na podstawie
wynikdéw naszej pracy rozkfadajace sie pniaki moga by¢ traktowane jako zimowe refugia
dla wszelkich bezkregowcow, nie tylko tych obligatoryjnie zwigzanych z wnetrzem pnia.
Taki wniosek stanowi argument za pozostawianiem martwego drewna, rowniez w lasach
0 znaczeniu gospodarczym.

W 2015 roku odbytam miesieczny staz w ramach projektu Ecology, realizowanego w
Instytucie Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagielloriskiego. Staz odbywat sie w
Instytucie Cavanilles (Uniwersytet w Walencji) w grupie badawczej prof. Manuela Serra.
Przeprowadzitam wdwczas badania z wykorzystaniem ewolucji eksperymentalnej,
majace na celu przetestowanie czy wrotki z gatunku Brachionus plicatilis sensu stricto
ewoluujg w niskiej/wysokiej temperaturze wykazujgc zmiane rozmiaru ciata zgodna z
przewidywaniami ,jesli jest cieplej, ro$nij mniejszy”. Mieszanke czternastu klonow
zatozonych w tamtejszym laboratorium przez dr. Lluisa Franch-Grasa umiescitam w
dwadch zabiegach temperaturowych, zaktadajac po trzy linie eksperymentalne na zabieg.
W ciggu miesigca trwania eksperymentu trzykrotnie pobieratam prébki do pomiaru
rozmiaréw ciata samic w pokoleniu F3. Wyniki wskazujg na to, ze w tak krétkim okresie
czasu nastgpita ewolucja rozmiarow ciata, w kierunku zgodnym z oczekiwaniami. Wyniki
pracy zostaty opublikowane (8), zas dodatkowg wartoscig byto dla mnie poznanie
ewolucji eksperymentalnej jako techniki, co skutecznie wykorzystatam przygotowujac
nastepnie swoéj projekt OPUS.

W ramach projektu POMOST zostata opublikowana jeszcze jedna praca (11), jednak nie
zostata ona wtgczona do osiggniecia habilitacyjnego. Wynika to z faktu, ze pierwotne
zatozenia eksperymentu nie mogty zostac spetnione w zwigzku z problemami z
wrazliwoscig organizmu badawczego na warunki eksperymentalne, jednak
przeanalizowane dane okazaty sie by¢ na tyle ciekawe, ze zostaty zinterpretowane w
innym kontekscie i opublikowane. Eksperyment miat by¢ powtdrzeniem uktadu
wykorzystanego dla wrotka L. inermis, tzn. dwuetapowego testu wptywu wielkosci ciata
na rozrodczo$¢ w kombinacji niska/wysoka temperatura i niska/ wysoka zawartos¢ tlenu,
z tym, ze organizmem badanym byta pierécienica Aeolosoma hemprichi.
Przeprowadzenie takiego samego eksperymentu na tym gatunku miato na celu
sprawdzenie, czy u tego nieeutelicznego gatunku reakcje na warunki badawcze bedg sie
roznity od reakcji eutelicznego wrotka. Jednak A. hemprichi okazata sie na tyle wrazliwa
na warunki w drugim etapie eksperymentu, ze nie udato sie osiggna¢ pozytywnego
tempa wzrostu populacji w zadnym zabiegu. Zwierzeta zostaty policzone, zas rozmiar
ciata i wielkos¢ komoérek ttuszczowych zmierzytam na podstawie materiatu
przygotowanego wedtug procedury opracowanej przez dr Anne Marie tabecka.
Dokonalismy bardzo intrygujgcych odkry¢ dotyczgcych wptywu warunkdéw stresowych na
zaleznos$¢ miedzy rozmiarami ciata a rozmiarami komadrek. Po pierwsze, relacja ta okazata
sie by¢ zalezna od warunkow, silniejsza w warunkach stresowych niz optymalnych
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(porownanie wynikow otrzymanych dla wrotka potwierdzito naszg teze). Po drugie,
zaleznosc¢ ta jest inna w sytuacji, kiedy bodzcem jest wzrost temperatury, a inna kiedy
nastepuje jej spadek. Na podstawie naszych danych spekulujemy, ze moze to by¢
wynikiem innej wrodzonej reakcji na wzrost lub spadek temperatury, albo moze by¢
skutkiem procesu polegajgcego na utrzymywaniu konkretnego, rozwojowo ustalonego
stosunku wielkos$ci komorek do wielkosci ciata. Powyzsze wyniki sg ciekawym
przyczynkiem do dyskusji na temat ewentualnego adaptacyjnego charakteru zjawiska
zaleznych od temperatury rozmiardw ciata i rozmiarow komarek, a takze w dyskusji na
temat koniecznosci rozréznienia miedzy szumem rozwojowym (ang. developmental
noise) a plastycznoscia fenotypowa.

ZREALIZOWANE ZAGADNIENIA BADAWCZE KTORE NIE ZOSTALY OPUBLIKOWANE

W 2000 roku uczestniczytam w miesiecznym kursie ekologii tropikalnej w Kenii,
organizowanym przez Tropical Biology Association (Cambridge, UK). W ramach
dwutygodniowych projektéw bedgacych czescig kursu badatam niektére aspekty
skomplikowanego uktadu symbiotycznego miedzy akacjg a dwoma gatunkami mréwek,
wystepujacych na akacji w réoznych okresach jej rozwoju, tworzgc swoistg sukcesje
symbiotyczna.

Na przetomie 2000 i 2001 roku odbytam poétroczny staz magisterski w Uniwersytecie w
Wageningen (Holandia), pod opieka naukowg dr. Jana Kammengi. W ramach stazu bratam
udziat w realizacji projektu Phenotypic plasticity of C. elegans. Moje zadanie polegato na
wyselekcjonowaniu homozygotycznych linii Caenorhabditis elegans, a nastepnie okresleniu
tempa wzrostu dla kazdej linii w dwdch temperaturach. Pozwolito to wyznaczyc¢ te linie,
ktore w dalszych etapach projektu byty obiecujgce w kontekscie detekcji konkretnych genéw
odpowiedzialnych za plastycznos¢ fenotypowa zwigzang z tempem wzrostu.
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