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Streszczenie

Hipoteza HDL (ang. Heat Dissipation Limitation Hypothesis) zaktada, ze budzety
energetyczne zwierzat sg ograniczane przez zdolno$¢ do rozpraszania ciepta
powstajgcego jako produkt uboczny procesdw metabolicznych. Zgodnie z teorig historii
zyciowych, jednym z kluczowych cykli, stanowigcych istotne obcigzenie wydatkéw
energetycznych wsrdd zwierzat jest rozréd. Dlatego tez, dotychczasowe testowanie
zatozen hipotezy HDL, opierato sie przede wszystkim na manipulacji gradientem
temperatur pomiedzy organizmem a jego otoczeniem z wykorzystaniem modeli
zwierzecych, jakie stanowity mate ssaki w okresie laktacji.

W swojej pracy proponuje nowe podejscie do badan nad ograniczeniami w
rozpraszaniu ciepfa, polegajgce na wigczeniu idei kompromiséw energetycznych.
Zaktadatam, ze jesli przypuszczenia hipotezy HDL sg prawdziwe, dodatkowe obcigzenie
budzetéw laktujgcych zwierzat kosztami odpowiedzi immunologicznej przyblizy matki
do ich gérnej granicy zdolnosci do rozpraszania ciepta, a w konsekwencji do ujawniania
sie kompromiséw miedzy tymi funkcjami. Jako model badawczy wykorzystatam linie
myszy laboratoryjnych, sztucznie selekcjonowane w kierunku wysokiego (H-BMR) i
niskiego (L-BMR) tempa metabolizmu podstawowego. Model ten idealnie wpasowuje
sie w zatozenia badanego przeze mnie problemu z uwagi na ponad 50% miedzyliniowg
réznice w BMR, nie pociggajacg za sobg zmian w przewodnosci cieplnej. Co wiecej,
myszy z linii H-BMR charakteryzujg sie istotnie wiekszg konsumpcjg pokarmu, masg
narzagdéw wewnetrznych, temperaturg ciata oraz budujg silniejszg odpowiedz
immunologiczng przeciwko antygenowi KLH w poréwnaniu do myszy z linii L-BMR.

Aby przetestowac ujawnianie sie kompromisdéw pomiedzy opieka rodzicielskg a
odpowiedzig immunologiczng, przeprowadzitam trzy komplementarne eksperymenty.
W kazdym z nich, samice myszy laboratoryjnych pochodzgce z dwdch réznych linii
selekcyjnych, podczas 14-dniowego okresu laktacji, poddatam dziataniu dwdch
temperatur otoczenia tj. temperaturze 23°C (stanowigcej warunki kontrolne) oraz
temperaturze 30°C, ograniczajgcej zdolno$¢ matek do rozpraszania ciepta. W czasie
laktacji kontrolowatam mase i temperature ciata samic, ilo$¢ spozywanego pokarmu,
jego strawnos¢ oraz poziom wysitku rodzicielskiego, oceniany jako tempo przyrostu

masy miotu. W szczytowym punkcie laktacji (w moim modelu badawczym jest to okres



miedzy 12 a 14 dniem), ocenitam ilo$¢ asymilowanej przez matki energii, kalorycznos¢
produkowanego przez nie mleka oraz poziom ich dziennych wydatkéw energetycznych.
Matki zostaty usmiercone w 14 dniu laktacji, a ich narzagdy wewnetrzne aktywne
metaboliczne oraz limfatyczne (serce, watroba, nerki, jelito cienkie, brunatna tkanka
ttuszczowa, grasica, $ledziona i wezty chtonne pachwinowe) zostaly zwazone i
zabezpieczone. W 14 dniu laktacji ocenitam takze odpowiedZ immunologiczng matek,
ktdrej miarg byt poziom swoistych przeciwciat anty-KLH IgM.

W Eksperymencie 1 laktujgce samice byty golone w 6 i 10 dniu laktacji w celu
podniesienia ich zdolnosci do oddawania ciepta. Zaktadatam, ze matki z usunieta
sierscig, poddane ekspozycji do wysokiej temperatury otoczenia, bedg wychowywaé
szybciej przyrastajgce mioty w stosunku do matek niegolonych, przy czym wzrost ten
bedzie zalezat od linii selekcyjnej. Wyniki pokazaty, ze zgodnie z moimi zatozeniami,
ekspozycja samic z linii H-BMR do 30°C ograniczyta ich wysitek rodzicielski, pozytywny
wpltyw golenia na tempo przyrostu masy miotdw w obrebie tej linii byt zauwazalny
jedynie w temperaturze 23°C. Mioty matek z linii L-BMR przyrastaty szybciej w 30°C niz
w warunkach kontrolnych, ich wysitek reprodukcyjny byt wyzszy w porédwnaniu do
matek z wysokim BMR, nawet bez istotnego efektu golenia.

W Eksperymencie 2 testowatam reakcje samic z przeciwnych linii selekcyjnych na
jednoczesne obcigzenie ich budzetow energetycznych kosztami opieki rodzicielskiej i
reakcji obronnej. Zaktadatam, ze jesli zdolnos¢ do rozpraszania ciepta jest czynnikiem
ograniczajagcym tempo wydatkowania energii, matki ujawnig kompromisy pomiedzy
dwoma zastosowanymi obcigzeniami, a ich nasilenie bedzie rézne w zaleznosci od
przynaleznosci do linii selekcyjnej. Tak jak sie spodziewatam, samice o réznym BMR
inaczej zareagowaty na poddanie ich manipulacjom eksperymentalnym. Matki z linii L-
BMR, laktujgce w obu temperaturach otoczenia, daty priorytet reprodukcji i nie
rozpoczety produkcji przeciwciat anty-KLH. Samice z linii H-BMR, pomimo wiekszych
kosztéw utrzymania organizmu, w 23°C rozpoczety produkcje przeciwciat, a ich mioty
przyrastaty szybciej w porownaniu do matek z niskim tempem metabolizmu. W
temperaturze 30°C matki z wysokim BMR daty poczatkowo priorytet reprodukcji, a
budowanie kompromiséw rozpoczynaty w ostatnich dniach laktacji, o czym Swiadczy
wzrost masy narzgddéw limfatycznych i spadek tempa przyrostu masy miotu w szczycie

laktacji.



Eksperyment 3 miat na celu testowanie ujawniania sie kompromiséw miedzy
opieka rodzicielska a odpowiedzia immunologiczng przy jednoczesnym braku
ograniczen zwigzanych z rozpraszaniem ciepfa, poprzez usuniecie samicom warstwy
izolacyjnej. Spodziewatam sie, ze matki z usunietg sierscig bedg w stanie realizowac
dwie kosztowne energetycznie funkcje fizjologiczne. Przeciwnie do moich zatozen,
uzyskane wyniki pokazaty, ze matki z przeciwnych linii selekcyjnych, zaréwno w 23°C,
jak i 30°C, daty priorytet reprodukcji i nie uruchomity mechanizméw swoiste;j
odpowiedzi immunologicznej w postaci produkcji przeciwciat. Ponadto, przeciwnie do
moich zatozen, mioty matek golonych przyrastaty w podobnym tempie do miotow
matek niegolonych Eksperymencie 2.

Zebrane wyniki pokazaty, ze samice myszy laboratoryjnych réznigce sie tempem
metabolizmu podstawowego majg inny schemat odpowiedzi na jednoczesne
obcigzenie ich budzetéw energetycznych kosztami reprodukcji i budowania
odpowiedzi immunologicznej. Matki z niskim BMR daty priorytet reprodukcji w obu
temperaturach otoczenia, natomiast samice z wysokim BMR budowaty kompromisy
miedzy dwiema funkcjami, ktére réznity sie natezeniem w zaleznosci od temperatury
otoczenia. Powyzsze wyniki nie dostarczyty poparcia dla zatozed hipotezy HDL, jak
rowniez pokazaty, ze siers¢ jako warstwa izolacyjna nie stanowi wiekszej przeszkody w

rozpraszaniu ciepta w moim modelu badawczym.



Summary

The heat dissipation limitation hypothesis (HDL) suggests that animals’ energy budgets
are limited by the ability to dissipate body heat to avoid detrimental overheating.
According to the life history theory, reproduction is one of the key cycles that
constitute a significant burden of animals energy budgets. Therefore, testing of the
HDL hypothesis assumptions is primarily based on the manipulation of the
temperature gradient between the organism and its environment, mainly in small
mammals during the lactation period.

In my work, | propose a new approach to test the HDL hypothesis, based on the
incorporation of the energy trade-offs idea. | assumed that, if the HDL hypothesis is
correct, additional burden of lactating mother mice with costs of the immune
response, should bring dams to upper limits to dissipation of metabolic heat and lead
to trade-offs between parental effort and immune response. As an experimental
model, | have used laboratory mice selected divergently towards either high and low
level of basal metabolic rate (respectively H-BMR and L-BMR line types). This model
perfectly fits to the assumptions of the HDL hypothesis due to the interlinear
difference in basal metabolism rate at level about 50% and no changes in thermal
conduction. Moreover, mice with high basal metabolism rate consume more food,
have higher masses of internal organs, maintain higher body temperature and produce
more specific antibodies in response to KLH antigen in comparison to the L-BMR line
type.

To test the trade-offs between parental effort and an immune response, | have
conducted three complementary experiments. In each of them, females of laboratory
mice from H-BMR and L-BMR line types for 14 days of lactation period were exposed
to two different ambient temperature: 23°C, posing a control environment and 30°C,
restricting dams ability to heat dissipation. During lactation, | have controlled dams
body mass and body temperature, food consumption, digestibility and the parental
effort, measured as a ratio of litter mass growth. At the peak of the lactation (in my
experimental model is a period between 12 and 14 days), | have measured the
metabolisable energy intake, milk energy output and daily energy expenditures of

experimental dams. All mice were sacrificed at 14 day after parturition, when | have



collected and weighed their metabolic and lymphatic organs (heart, liver, kidneys,
small intestine, brown adipose tissue, thymus, spleen and lymph nodes). Also at 14 day
of lactation | have measured the level of anti-KLH IgM antibodies, as a proxy for the
immune response.

At the 1°t experiment, lactating females were shaved at 6" and 10" day of
lactation, to increase their ability to dissipate heat. | have assumed that litters of dams
with removed fur, exposed to 30°C will grow faster than litters of unshaved dams, but
this realizing effect of shaving will depend from the line type. Results showed, that in
accordance to my assumptions, exposure of mice from H-BMR line type to 30°C
reduced their parental effort but realizing effect of shaving to litter mass growth was
noticeable only at 23°C. L-BMR line type litters grew faster at 30°C than at control
condition, their reproductive effort was higher in comparison to H-BMR line type, even
without shaving effect.

At the 2" experiment, | have tested the reaction of females from both line types
to the simultaneous burdening their energetic budgets with the costs of the parental
effort and immune response. | have assumed that if the capacity to dissipate body heat
is a factor limiting rate of energy expenditures, dams will reveal the trade-offs
between both functions and the severity of trade-offs will be dependent from line
type. As | have expected, mice from both line types responded divergently to
experimental manipulations. Dams with low BMR lactating at both ambient conditions,
gave the priority to reproduction and did not start the production of anti-KLH
antibodies. Moreover, their litters grew faster compared to dams from H-BMR line
type. Despite the higher maintenance costs observed in mice form H-BMR line type, at
temperature of 23°C females from this line type have started production of anti-KLH
antibodies and their litters grew faster than L-BMR line type litters. At 30°C, mice with
high BMR, gave the priority to reproduction in the beginning of lactation, but in the
last days of experiment, they have started to reveal the trade-offs, which were
manifested by increase of lymphatic organs masses and decreased litter mass growth
at the peak of lactation.

The 3™ experiment was designed to test the trade-offs between reproduction
and immune response in mice revealed from constraints with heat dissipation (shaving

procedure). | have assumed that shaved mice will be able to combine maintaining two
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energy costly functions. Contrary to my predictions, results showed that mice from
different line types, at both temperatures, gave the priority to reproduction and did
not build the mechanisms of specific immune response, measured as a specific
antibodies level. Moreover, against to my assumptions, litters of shaved mice grew in
similar rate as litters of unshaved dams at 2" Experiment.

The obtained results showed that laboratory mice with high and low basal
metabolism rate present a different pattern in response to simultaneous burdening of
their energy budgets with costs of reproduction and immune response. Mice with low
BMR gave the priority to reproduction at both ambient conditions, whereas dams with
high BMR built the trade-offs between both functions in temperature-dependent
manner. The above results did not provide the support to assumptions of the HDL
hypothesis. Moreover, results suggests that fur as an insulating layer is not a main

obstacle in heat dissipation in my experimental model.



1. Wstep

Czynniki limitujgce maksymalne tempo przetwarzania energii przez zwierzeta (ang. The
Sustainable Maximum Metabolic Rate; SUSMR) od dawna stanowig przedmiot badan
biologéw ewolucyjnych. Identyfikacja czynnikéw, limitujgcych maksymalne wydatki
energetyczne jest istotna, poniewaz to od dostepnosci energii zalezy realizacja funkcji
zyciowych, takich jak np. przezywalnosé¢, wydolno$¢ reprodukcyjna czy zdolnosé do
termoregulacji (Johnson i in. 2001ab, Krél i Speakman 2007, Wu i in. 2009, Zhao i in.
20104, Speakman i Krél 2011, Vaanholt iin. 2013, Zhao i in. 2020b).

Poczatkowo sadzono, ze SuSMR warunkowane jest przede wszystkim
dostepnoscig pokarmu w srodowisku. Liczne badania prowadzone na ptakach i matych
ssakach nie wykazaty jednak podwyzszonej konsumpcji pokarmu przy
eksperymentalnym zwiekszeniu jego dostepnosci, dziatania te skutkowaty natomiast
zmniejszaniem terenu zerowania lub wczesniejszym rozpoczynaniem sezonu
rozrodczego (Boutin 1990, Akbar i Gorman 1993, Gorman i Ahmad 1993, Meijer i Drent
1999). Wyniki uzyskane w powyzszych badaniach sugerowaty, ze limity w tempie
przetwarzania energii wynikajg raczej z ograniczen fizjologicznych zwierzat, a nie z
ilosci energii dostepnej w Srodowisku (przeglagd w Speakman i Krél 2005a).

Czynniki fizjologiczne, ktére mogg ogranicza¢ maksymalne tempo przetwarzania
energii majg kluczowe znaczenie w okresie laktacji. Czas karmienia i opieki nad
potomstwem to najbardziej energochtonny okres w zyciu samic. W okresie laktacji
matki nawet dwukrotnie zwiekszajg spozycie pokarmu, co wigze sie z podwyzszeniem
tempa ich metabolizmu oraz podniesieniem temperatury ciata (np. Speakman i Kroél
2005a, Zhang i Wang 2007, Paul i in. 2010, Gamo i in. 2013b, Sadowska i in. 2016).
Dlatego tez badania, ktérych celem byto poszukiwanie czynnikdw ograniczajacych
indywidulne maksymalne tempo przetwarzania energii, opierajg sie gtéwnie na
wykorzystaniu modeli zwierzecych w okresie laktacji (Krél i Speakman 2003ab, Krél i in.
2007, Wu i in. 2009, Duah i in. 2013, Vaanholt i in. 2013, Valencak i in. 2013, Zhao i in.
2013ab oraz 2016, Gamo i in. 2016, Sadowska i in. 2016, Bao i in. 2020, Deng i in. 2020,
Huangiin. 2020, Zhao i in. 2020b).

Przez lata testowano kilka hipotez sugerujgcych czynniki, ktére limitujg

maksymalne tempo przetwarzania energii. Najczesciej dyskutowano w literaturze
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hipoteze o centralnych (ang. Central Limitation Hypothesis) lub peryferycznych (ang.
Peripheral Limitation Hypothesis) czynnikach ograniczajgcych maksymalne tempo
wydatkowania energii. Zgodnie z zatozeniami pierwszej hipotezy, SUSMR ograniczany
jest przez zdolnos¢ uktadu pokarmowego do pobierania pokarmu i pozyskiwania z
niego energii (Weiner 1989, Peterson i in. 1990, Weiner 1992). Przypuszczenia te
zostaty zilustrowane badaniami, w ktérych Hammond i Diamond (1992) manipulowali
wielkoscig miotéw wychowywanych przez myszy laboratoryjne szczepu Swiss Webster.
Okazato sie, ze matki karmigce mioty sktadajgce sie z 23 oseskow (wielkos¢ miotu
prawie dwukrotnie wieksza w poréwnaniu do sredniej wielkosci miotu w tym modelu
zwierzecym), nie byty w stanie zwiekszy¢ ilosci konsumowanego pokarmu powyzej
okreslonego weczesniej limitu. Podobny wynik dat eksperyment, w ktédrym myszy
laboratoryjne szczepu MF1, wychowujgce powiekszone doswiadczalnie mioty, nie
przekroczyty dziennego limitu konsumpcji pokarmu, obserwowanego u miotéw
niemanipulowanych (Johnson i in. 2001a). Druga z hipotez zaktada natomiast, ze limity
w wielkosci SUSMR zwigzane sg z wydolnoscig fizjologiczng tkanek, w ktérych energia
jest przetwarzana. W zwigzku z tym, produkcja mleka w okresie laktacji moze by¢
ograniczona poprzez wydolnos¢ gruczotéw mlecznych. Zatozenia hipotezy o
ograniczeniach obwodowych zostaty poparte rezultatami przedstawionymi w pracy
Hammond i wspdétautoréow (1996). Zgodnie z przewidywaniami, eksperymentalne
usuniecie pofowy gruczotéw sutkowych i proporcjonalne zmniejszenie liczby
karmionych oseskéw wigzato sie ze zmniejszeniem ilosci produkowanego przez matki
mleka. Wynik ten sugerowat, ze gruczoty mleczne pracujg w okresie laktacji z
maksymalng wydolnoscig, w zwigzku z czym, matki nie s3 w stanie wyprodukowaé
wiecej mleka, mimo wyzszych wymagan naktadanych przez potomstwo.

Zatozenia obu hipotez nie zostaty potwierdzone w badaniach Johnsona i
Speakmana (2001), ktdérzy zaobserwowali podwyzszong konsumpcje pokarmu i wiekszg
produkcje mleka u laktujgcych myszy laboratoryjnych szczepu MF1, poddanych
ekspozycji do temperatury 8°C. Wynik ten sugerowat, ze w pewnych okolicznosciach
zwierzeta sg w stanie zwiekszac ilos¢ pobieranego pokarmu oraz ilo$é¢ pozyskiwanej z
niego energii. Obserwacja ta doprowadzita do sformutowania alternatywnej do
wspomnianych, hipotezy dyskutujgcej ograniczenia w maksymalnym SuSMR, t;j.

hipotezy o ograniczeniach w rozpraszaniu ciepfa.
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Hipoteza o ograniczeniach w rozpraszaniu ciepta (ang. Heat Dissipation
Limitation Hypothesis; HDL) zaktada, ze budzety energetyczne zwierzat sg ograniczane
przez zdolnos$¢ do sprawnego rozpraszania ciepta, powstajgcego jako produkt uboczny
procesOw metabolicznych (Krdl i Speakman 2003a). Zatozenia hipotezy HDL sg obecnie
intensywnie testowane przy wykorzystaniu matych ssakéw, gtéwnie laktujgcych
gryzoni i zajeczakéw (przeglad w Speakman i Krél 2011). Poniewaz przeptyw ciepta
miedzy organizmem a jego otoczeniem jest funkcjg zalezng od gradientu temperatur,
hipoteza HDL testowana jest gtdwnie na dwa sposoby, oba opierajg sie na
manipulacjach miedzy temperaturg otoczenia a temperaturg ciata zwierzecia.

Pierwsze podejscie do testowania zatozen hipotezy HDL opiera sie na ekspozycji
samic i ich potomstwa do niskiej lub wysokiej temperatury otoczenia. Poddanie myszy
laboratoryjnych szczepu MF1 (Johnson i Speakman 2001) i chomikdw syryjskich
(Mesocricetus auratus; Ohrnberger i in. 2018) dziataniu temperatury 8°C spowodowato
podwyzszenie konsumpcji pokarmu, produkcje wiekszej ilosci mleka o wyzszej
zawartosci energii oraz odstawianie przez matki miotéw ciezszych niz w przypadku
samic przetrzymywanych w temperaturze kontrolnej. Chomiki stepowe (Cricetulus
barabensis) i chomiczniki dzungarskie (Phodopus sungorus) wychowujgce mioty w
temperaturze 5°C, jadty wiecej pokarmu niz w warunkach kontrolnych, jednak tempo
wzrostu ich mtodych w niskiej temperaturze pozostato bez zmian (Paul i in. 2010, Zhao
2011). Laktujace myszy laboratoryjne szczepu Swiss, przetrzymywane w temperaturze
5°C, réwniez zwiekszaty konsumpcje pokarmu i energetycznosé produkowanego mleka
w poréwnaniu do matek znajdujacych sie w 21°C, przy czym tempo przyrostu miotéw
takze nie byto szybsze (Zhao i in. 2013b). Inaczej niz w badaniach z wykorzystaniem
myszy laboratoryjnych, laktujgce samice zajgca szaraka (Lepus europaeus) przyswajaty
wiecej energii nie w temperaturze 5°C, ale w warunkach termoneutralnych (Valencak i
in. 2010).

Testowanie zatozen hipotezy HDL poprzez ekspozycje matek do temperatur
otoczenia bliskich gornej granicy strefy termoneutralnej takze nie przyniosto
jednoznacznych wynikow. W temperaturze 30°C laktujgce samice nornika zwyczajnego
(Microtus arvalis; Simons i in. 2011), chomika stepowego (Cricetulus barabensis; Huang
i in. 2020), chomika syryjskiego (Mesocricetus auratus; Ohrnberger i in. 2018), nornika

Brandta (Lasiopodomys brandtii; Wu i in. 2009) oraz myszy laboratoryjnych szczepow
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Swiss (Zhao i in. 2016) i MF1 (Krdl i Speakman 2003b) jadly mniej pokarmu i
produkowaty mleko o mniejszej zawartosci energii w poréwnaniu do matek
wychowujgcych mtode w temperaturze pokojowej (21°C lub 22°C) oraz niskiej
temperaturze otoczenia (5°C lub 8°C). U wymienionych gatunkéw, z wyjatkiem
chomika syryjskiego oraz nornika Brandta, masa potomstwa wychowywanego w
temperaturze 30°C byfa istotnie nizsza niz mtodych wychowywanych w temperaturze
pokojowej (Wu i in. 2009, Ohrnberger i in. 2018). U laktujgcych samic myszy
laboratoryjnych szczepu Swiss, poddanych dziataniu ekstremalnie wysokiej
temperatury otoczenia (32,5°C), zaobserwowano obnizone tempo przyrostu miotéw w
poréwnaniu do tych, ktére wychowywane byty w temperaturze 21°C oraz
zredukowang wydolnos¢ reprodukcyjng dorostego juz potomstwa, wczesniej
wychowywanego w ekstremalnie wysokiej temperaturze (Bao i in. 2020). Samice
myszoskoczka mongolskiego (Meriones unguiculatus), opiekujgce sie potomstwem w
temperaturze 30°C, redukowaty energetycznos¢ produkowanego mleka w poréwnaniu
do matek znajdujgcych w temperaturze 21°C, przy czym ich konsumpcja pokarmu
pozostawata na tym samym poziomie (Yang i in. 2013a). Co ciekawe, wykorzystanie
sztucznego zrodta wiatru, jako czynnika ufatwiajgcego rozpraszanie metabolicznego
ciepta u laktujgcych samic myszy laboratoryjnej szczepu Swiss poddanych ekspozycji do
32,5°C, spowodowato wzrost ilosci energii inwestowanej w opieke nad potomstwem.
Matki poddane tej eksperymentalnej manipulacji zwiekszyty ilo$¢ konsumowanego
pokarmu, produkowaty mleko o wiekszej zawartosci energii, a ich mioty przyrastaty
szybciej w porédwnaniu do samic kontrolnych (Deng i in. 2020).

Testujgc wptyw temperatury otoczenia na maksymalne wydatki energetyczne
samic podczas laktacji, przeprowadzono eksperymenty, w ktérych starano sie oddzieli¢
skutki ekspozycji do okreslonej temperatury otoczenia u matek od ich potomstwa.
Valencak i wspoétautorzy (2013) wykorzystali w tym celu specjalnie zaprojektowane
klatki, w ktérych potomstwo myszy laboratoryjnych szczepu MF1 poddano dziataniu
temperatury 21°C, natomiast pokarm umieszczono w temperaturze 10°C. Obie czesci
klatki potagczono tunelem, ktéry umozliwiat samicy swobodne poruszanie sie miedzy
nimi. Wykazano, ze dostep do klatki z pokarmem, w ktérej byta nizsza temperatura,
umozliwit matkom efektywniejsze rozpraszanie ciepta, co wptyneto na zwiekszenie

konsumpcji pokarmu i produkcje mleka o wiekszej zawartosci energii, jednak nie
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przyspieszyto przyrostu miotow. W innym eksperymencie Zhao i wspoétautorzy (2016)
wykazali, ze ekspozycja matek do temperatury 30°C, a ich potomstwa do temperatury
21°C, obcigzyta budzety energetyczne samic znacznie bardziej niz w przypadku
odwrotnego schematu. Matki te konsumowaty mniej pokarmu, miaty nizsze dzienne
wydatki energetyczne, produkowaty mleko o nizszej zawartosci energii oraz
wychowywaty mioty o mniejszej masie w poréwnaniu do ukfadu w ktérym potomstwo
poddane byto ekspozycji do 30°C a matki do 21°C. Wynik ten potwierdzat zatozenia
hipotezy HDL, ale co wazniejsze pokazat, ze czynniki limitujgce maksymalne wydatki
energetyczne podczas laktacji zwigzane sg z fizjologia matek, a nie z wymaganiami
naktadanymi przez potomstwo.

Drugim sposobem manipulowania gradientem temperatury miedzy ciatem matki
a temperaturg otoczenia, stosowanym przy testowaniu zatozen hipotezy HDL, jest
golenie siersci laktujgcych samic. Futro zwierzat stanowi warstwe izolacyjng, ktérej
przewodno$¢ jest kluczowym czynnikiem wptywajgcym na rozpraszanie ciepta. Golenie
siersci, w przeciwienstwie do ekspozycji do skrajnych temperatur otoczenia, umozliwia
zwiekszenie zdolnosci samic do rozpraszania ciepta, ale bez wywierania wptywu na ich
potomstwo (Krél i in. 2007, Zhao i Cao 2009, Paul i in. 2010, Sadowska i in. 2016,
Ohrnberger i in. 2020). Badania pokazaty, ze pozbawione siersci samice myszy
laboratoryjnych szczepu MF1 (Krdl i in. 2007), chomikéw syryjskich (Ohrnberger i in.
2020) oraz nornic rudych selekcjonowanych w kierunku wysokiego tempa
metabolizmu tlenowego (Myodes glareolus; Sadowska i in. 2016) zwiekszaty
konsumpcje pokarmu i produkowaty mleko o wiekszej zawartosci energii, co
przektadato sie na szybsze tempo przyrostu masy ich miotéw w poréwnaniu z tempem
wzrostu potomstwa matek niegolonych. Z drugiej strony, o ile usuwanie siersci u myszy
laboratoryjnych szczepu Swiss (Zhao i Cao 2009, Zhao i in. 2010b) oraz chomicznikow
dzungarskich (Paul i in. 2010) powodowato wzrost konsumpcji pokarmu, to nie miato
wptywu na ilos¢ i energetycznos¢ produkowanego mleka, jak rowniez tempo przyrostu
masy miotéw. W przypadku nornikdw zwyczajnych, golenie siersci powodowato
szybszy przyrost masy miotu, ale nie towarzyszyta temu produkcja mleka o zwiekszonej
zawartosci energii (Simons i in. 2011).

Jesli zatozenia hipotezy HDL sg stuszne, miarg ograniczen w pozbywaniu sie

metabolicznego ciepta, zwtaszcza u laktujgcych samic eksponowanych do wysokich
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temperatur otoczenia, powinien by¢ wzrost ich temperatury ciata. Badania pokazaty, ze
samice myszy szczepu Swiss laktujgce w temperaturze 30°C lub 32,5°C miaty wyzszg
temperature ciata w poréwnaniu do matek, laktujgcych w temperaturze 21°C (Wen i
in. 2017, Deng i in. 2020). Co wiecej, Wen i wspodtautorzy (2017) wykazali istnienie
dodatniej korelacji miedzy masg miotu a temperaturg ciata matek przetrzymywanych
w temperaturze 30°C. Z drugiej jednak strony, samice chomika syryjskiego laktujgce w
temperaturze 22°C miaty wyziszg temperature ciata w porédwnaniu do matek
wychowujgcych potomstwo w temperaturze 30°C (Ohrnberger i in. 2018). Laktujace
myszy szczepu Swiss eksponowane do 30°C, podczas gdy ich potomstwo znajdowato
sie w temperaturze pokojowej, miaty nizszg temperature ciata w szczycie laktacji, w
porownaniu do temperatury ciata matek w odwrotnym schemacie eksperymentu
(Zzhao i in. 2016). Zastosowanie procedury golenia powinno znosi¢ ograniczenia w
pozbywaniu sie metabolicznego ciepta, matki powinny tatwiej sie go pozbywac¢ i w
konsekwencji obniza¢ temperature ciata. | tak np. usuwanie siersci u myszy
laboratoryjnych laktujgcych w temperaturze 21°C skutkowato ich szybszym
wychtadzaniem sie i obnizaniem temperatury ciata w poréwnaniu do samic
niegolonych (Zhao i Cao w 2009).

Poniewaz eksponowanie laktujgcych samic do niskich lub wysokich temperatur
otoczenia, jak réwniez usuwanie matkom warstwy izolacyjnej nie daje, jak dotad,
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, gdzie lezg ograniczenia ich maksymalnych
wydatkéw energetycznych, w testowaniu stusznosci zatozen hipotezy HDL prébowano
stosowaé tez inne manipulacje doswiadczalne. Jednym z pomystdw jest karmienie
laktujgcych samic dietg o zrdinicowanej zawartosci skfadnikow odzywczych.
Zaktadano, ze z uwagi na mniejszg produkcje ciepta, towarzyszacg trawieniu kwaséw
ttuszczowych w porownaniu do trawienia weglowodandw, laktujgce matki otrzymujgce
pokarm o wysokiej zawartosci ttuszczu powinny by¢ zdolne do konsumpcji wiekszej
ilosci pokarmu. Ponadto, zawarte w pokarmie kwasy ttuszczowe mogg byé
wykorzystane do produkcji lepszego jakosciowo mleka, ale bez zwiekszonej produkcji
ciepta towarzyszacej procesowi laktogenezy. Przypuszczenia te potwierdzity wyniki
badan przeprowadzonych na myszach laboratoryjnych szczepdw Swiss i MF1, u ktérych
wykazano istnienie dodatniej korelacji miedzy zawartoscig ttuszczu w diecie a jakoscig

mleka. Co ciekawe, w przypadku myszy laboratoryjnych ze szczepu Swiss, stosowanie
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diety o bardzo duzej zawartosci kwaséw ttuszczowych (47,1% i powyzej) nie wigzato sie
z podwyzszong zawartoscig ttuszczu w mleka, gtéwnie z uwagi na brak potencjalnych
korzysci dla potomstwa (Kagya-Agyemang i in. 2018, Huang i in. 2020). Inna
manipulacja polegata na zastosowaniu biegania w celu uzyskania przez matki
nieograniczonego dostepu do pokarmu. W badaniach zaprojektowano trzy grupy
eksperymentalne rdznigce sie dtugoscia dystansu, jaki matki musiaty pokonac.
Wykazano, ze samice myszy laboratoryjnej w okresie pdinej laktacji unikaja
dodatkowego wysitku, moggcego doprowadzi¢ do hipotermii. Matki, ktére pokonywaty
najdtuzszy dystans, by uzyskac¢ dostep do pokarmu, miaty najnizszag konsumpcje, czego
skutkiem byto wychowywanie przez nie miotéw o nizszej masie (Zhao i in. 2013a). W
eksperymencie, w ktérym oceniano czas, jaki laktujgce samice nornika zwyczajnego
spedzaty w gniazdach wraz z potomstwem wykazano, ze matki przetrzymywane w
temperaturze 30°C znacznie skracajg czas przebywania w gniazdach w poréwnaniu do
samic wychowujgcych mtode w temperaturze pokojowej. Zachowanie to zmniejsza
ryzyko hipotermii z uwagi na ograniczenie ilosci ciepta pobieranego od potomstwa, z
drugiej jednak strony negatywnie wptywa na intensywnos$¢ opieki rodzicielskiej matek
(Vinne i in. 2014). Testowanie czynnikdw limitujgcych maksymalne tempo
przetwarzania energii podczas laktacji opierato sie tez na manipulowaniu wielkoscig
wychowywanych przez samice miotéw. Duah i wspdtautorzy (2013) wykazali, ze u
samic myszy laboratoryjnych, wychowujgcych mioty o zmanipulowanej wielkosci (5 lub
16 mtodych w miocie), konsumpcja pokarmu, masa miotu oraz masa poszczegdlnych
oseskdw w miocie zalezata od liczby mtodych wychowywanych przez matke, a nie od
liczby miodych, jaka sie urodzita. Inny eksperyment pokazat, ze u samic myszy
laboratoryjnych, wychowujacych mioty o zredukowanej wielkosci (1, 3, 5, 7 lub 9
mtodych w miocie), istniata pozytywna korelacja miedzy liczbg oseskdw w miocie a
iloscig konsumowanego pokarmu i energetycznoscig produkowanego mleka. Wyniki te
pokazujg, ze wysitek rodzicielski ograniczany jest przez zdolno$¢ matek do pobierania
pokarmu i produkcji mleka, jak réwniez przez wymagania naktadane przez potomstwo
(Duahiin. 2013, Zhao i in. 2013b).

Zatozenia hipotezy HDL probowano tez weryfikowaé z wykorzystaniem dwéch
modeli zwierzecych uzyskanych na drodze sztucznych eksperymentdéw selekcyjnych.

Eksperyment przeprowadzony z wykorzystaniem nornic rudych (Myodes glareolus)
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selekcjonowanych w kierunku maksymalnego tempa metabolizmu tlenowego
wymuszonego ptywaniem (ang. High Aerobic Exercise Metabolism) oraz
nieselekcjonowanych linii kontrolnych wykazat wzrost konsumpcji pokarmu i wyzsze
parametry opisujgce wysitek rodzicielski (tj. tempo przyrostu masy miotu, zawartosé
energii w mleku, ilos¢ energii metabolizowanej przez matki oraz ich dzienne wydatki
energetyczne) u samic pozbawionych siersci. Przyrost ten utrzymywat sie jednak na
takim samym poziomie w obrebie nornic selekcjonowanych (o wysokim metabolizmie
wysitkowym) i nieselekcjonowanych nornic kontrolnych (Sadowska i in. 2016).
Wykorzystanie tego modelu zwierzecego nie przyniosto jeszcze potwierdzenia
stusznosci zatozen hipotezy HDL, czego przyczyng moze byé mata réznica w tempie
metabolizmu podstawowego (ang. Basal Metabolism Rate; BMR) miedzy nornicami z
linii selekcjonowanych i kontrolnych (utrzymujgca sie na poziomie okoto 10%;
Sadowska i in. 2015b). Eksperyment z wykorzystaniem myszy laboratoryjnych
selekcjonowanych w kierunku utrzymywania niskiej (linia ML) i wysokiej (linia MH)
konsumpcji pokarmu pokazat wiekszg zawartos¢ energii w produkowanym mleku i
szybsze tempo wzrostu potomstwa u laktujgcych samic z linii MH. Wynik ten moze by¢
jednak konsekwencjg genetycznie uwarunkowanej wyiszej przewodnosci cieplnej
obserwowanej u myszy z linii MH, w poréwnaniu do matek reprezentujgcych linie z
niskg konsumpcja pokarmu i nizszg przewodnoscig cieplng (Selman i in. 2001, Al
Jotheryiin. 2014).

Wydaje sie, ze prawdopodobng przyczyng dotychczasowych niejednoznacznosci
w poszukiwaniu czynnikéw limitujgcych SUSMR moze by¢ rozpatrywanie otrzymanych
wynikdw wyfacznie pod katem wysitku rodzicielskiego, bez uwzgledniania wydatkow
energetycznych ponoszonych na inne funkcje fizjologiczne, w tym np. na
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego. Istnienie kompromisdw fizjologicznych (ang.
trade-offs) miedzy kosztami reprodukcji a budowaniem reakcji obronnej jest waznym
aspektem biologii ewolucyjnej i zostato juz wielokrotnie udokumentowane (Klein i
Nelson 1999, Lochmiller i Deerenberg 2000, French i in. 2007, Cai i in. 2009, Hegemann
i in. 2013, Yang i in. 2013b, Carlton i in. 2014, Contreras-Garduno i in. 2014, Segner i
in. 2017, Schoepf i in. 2017). Zgodnie z teorig historii zyciowych (Stearns 2002) ilos¢
energii, jakg organizm dysponuje, jest ograniczona. W zwigzku z tym, zwierzeta w

odpowiedzi na te ograniczenia, powinny dawacé priorytet funkcji kluczowej do
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przezycia, kosztem redukcji ilosci energii przeznaczonej na funkcje mniej istotne.
Zaréwno reprodukcja, jak i odpowiedZz immunologiczna sg funkcjami wymagajgcymi
energii, powodujg uwalnianie sie duzych ilosci metabolicznego ciepta, zatem idealnie
wpisujg sie w zatozenia hipotezy HDL (Buttgereit i in. 2000, Demas i in. 1997,
Leshchinsky i Klasing 2001, Martin i in. 2003 i 2007, Cutrera i in. 2010, Speakman i Krél
2011, Ksigzek i Konarzewski 2016).

Poza tym, w poszukiwaniu mechanizméw ograniczajgcych maksymalne tempo
przetwarzania energii, kluczowa moze okazaé sie wiedza o dtugookresowym tempie
metabolizmu oraz energetycznych kosztach utrzymania poszczegdlnych funkgji
fizjologicznych. Wydatki energetyczne ponoszone na utrzymanie zasadniczych funkcji
zyciowych okresdlane sg mianem podstawowego tempa metabolizmu (BMR; Schmidt-
Nielsen 1997). BMR stanowi powszechnie wykorzystywang miare ilosci energii
przeznaczanej na utrzymanie zwierzecia, koreluje tez z wieloma parametrami
determinujgcymi procesy zyciowe (Ronning i in. 2007, McKechnie i in. 2008, Sabat i in.
2009 oraz 2010, Duarte i in. 2010, Li i in. 2010, Konarzewski i Ksigzek 2013, White i
Kearney 2013, Lunaiin. 2017, Swanson i in. 2017, Reade i in. 2019, Genoud 2022, Tang
i in. 2022). Jesli zatozenia hipotezy HDL sg stuszne, obcigzenie samic jednoczesng
opiekg na potomstwem oraz budowaniem reakcji obronnej powinno doprowadzi¢ do
ujawniania sie wspomnianych wyzej kompromiséw, bezposrednio powigzanych z
indywidualnymi kosztami utrzymania zwierzecia.

W zwigzku z powyzszym, proponuje nowe podejscie do testowania hipotezy o
ograniczeniach w rozpraszaniu ciepta - chce powrdci¢ do idei kompromiséw (trade-
offs) i testowac ich ujawnianie sie w kontekscie hipotezy HDL. Nie udato sie, jak dotad,
jednoznacznie potwierdzi¢ zatozen hipotezy HDL o ograniczajagcym wptywie trudnosci
w oddawaniu ciepta na wysitek rodzicielski, poniewaz w testowanych uktadach
eksperymentalnych matki obnizaty metaboliczne koszty innych aktywnosci i dawaty
priorytet tylko reprodukcji. W niniejszej pracy skupiam sie zatozeniu, ze jesli budzet
energetyczny laktujgcych samic jest ograniczony przez trudnosci w oddawaniu ciepta,
ujawnig sie kompromisy miedzy inwestowaniem w opieke rodzicielskg a
funkcjonowaniem ukfadu obronnego. Test tej hipotezy mozliwy jest tylko wtedy, jesli
zastosowana manipulacja spowoduje nie tylko podnoszenie wydatkédw energetycznych

samic do momentu pojawienia sie fizycznych ograniczen w oddawaniu ciepta, ale
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przede wszystkim wymusi kompromis miedzy inwestowaniem w reprodukcje lub
odpornos¢. OdpowiedZ immunologiczna doskonale wpisuje sie w powyzszy scenariusz,
poniewaz jest funkcjag wymagajgcg energii (np. Martin i in. 2003, Cutrera i in. 2010) i
generuje ciepto w postaci goraczki (Luheshi 1998, Leshchinsky i Klasing 2001), co
przyblizy karmigce samice do gérnej granicy ich zdolnosci do utraty ciepta (Ksigzek i
Konarzewski 2016).

Odpowiednim modelem do testowania zatozen hipotezy HDL wydajg sie byc
osobniki o genetycznie uwarunkowanej réznicy w ilosci produkowanej i wydatkowane;j
energii, ale nie réznigce sie przewodnoscig cieplng. Jako model badawczy wybratam
unikatowe linie myszy laboratoryjnych szczepu Swiss-Webster, sztucznie
selekcjonowane w kierunku utrzymania niskiego (L-BMR) lub wysokiego (H-BMR)
poziomu metabolizmu podstawowego (wedtug protokotu opisanego w Ksigzek i in.
2004). Eksperyment selekcyjny prowadzony na Wydziale Biologii Uniwersytetu w
Biatymstoku doprowadzit do utrzymywania sie miedzyliniowej rdézinicy w tempie
metabolizmu podstawowego na poziomie ponad 50 %. Ponadto, myszy z obu linii
selekcyjnych rdznig sie kilkoma innymi cechami skorelowanymi z BMR, istotnymi w
kontekscie testowania zatozen hipotezy HDL. Myszy z wysokim tempem metabolizmu
podstawowego (linia H-BMR), w porédwnaniu do osobnikéw z linii L-BMR,
charakteryzuja sie wyzszg konsumpcjg pokarmu (Ksigzek i in. 2004), majg wiekszg mase
narzgdéw aktywnych metabolicznie (watroby, nerek, serca oraz jelita cienkiego
(Ksigzek i in. 2004, Konarzewski i in. 2005, Konarzewski i Ksigzek 2013), utrzymujg
wyzszg temperature ciata w warunkach termoneutralnych oraz w temperaturze 30°C
(Gebczynski 2005, Ksigzek i Konarzewski 2016). W pordwnaniu do laktujgcych samic z
linii L-BMR, matki z linii H-BMR inwestujg wiecej energii w opieke nad potomstwem,
czego wyrazem jest produkcja wiekszej ilosci mleka bogatszego w laktoze oraz szybsze
tempo wzrostu miodych (Sadowska i in. 2013 oraz 2015a). Osobniki z obu linii
selekcyjnych réznig sie takze poziomem odpowiedzi immunologicznej typu swoistego.
Myszy z wysokim BMR produkujg wiecej specyficznych przeciwciat klasy IgM w
odpowiedzi na antygen KLH (ang. Keyhole Limpet Hemocyjanin), utrzymujg wiekszg
liczbe leukocytow we krwi obwodowej, majg wiekszg mase narzagdéw limfatycznych
(Sledziony i weztdéw chtonnych) w poréwnaniu do osobnikéw z linii L-BMR (Ksigzek i in.

2003, Ksigzek i Konarzewski 2012 oraz 2016). Co istotne, zastosowanie procedury
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sztucznej selekcji nie doprowadzito do ujawnienia sie istotnych miedzyliniowych réznic
w masie ciata, jak réwniez w przewodnosci cieplnej zwierzat (Gebczynski 2005,
Konarzewski i Ksigzek 2013).

Opisany model postuzyt juz do testowania zatozen hipotezy HDL. Eksperyment
(Sadowska i in. 2019) opierat sie na usuwaniu siersci laktujgcym samicom z obu linii
selekcyjnych, wychowujgcym zmanipulowane doswiadczalnie mioty. Kazda z matek
wychowywata w temperaturze 23°C mioty sktadajgce sie z 8 mtodych (4 oseski z linii L-
BMR i 4 oseski z linii H-BMR). Wyniki nie potwierdzajg wptywu golenia na konsumpcje
pokarmu. Okazato sie natomiast, ze mioty wychowywane przez golone matki z linii L-
BMR przyrastajg wolniej, niz mioty karmione przez matki niegolone z obu linii
selekcyjnych oraz golone matki z linii H-BMR. Zebrane dane pokazujg, ze ekspozycja
laktujgcych samic do temperatury 23°C nie ogranicza zdolnosci niegolonych matek z
obu linii selekcyjnych do rozpraszania ciepta. W obrebie obu linii selekcyjnych, samice
pozbawione siersci nie zwiekszajg ilosci przyswajanej energii oraz nie wychowuja
wiekszego potomstwa w poréwnaniu do matek niegolonych. Zebrane dane nie wpisujg
sie w zatozenia hipotezy HDL, ale dajg przestanki do wykorzystania tego modelu w
testowaniu hipotezy w innym uktadzie eksperymentalnym. Zastosowanie temperatury
23°C okazato sie niewystarczajgce do obcigzenia budzetéw energetycznych matek w
takim stopniu, by efekt golenia okazat sie istotny (Sadowska i in. 2019). Ze wzgledu na
miedzyliniowe rdznice w opisanych powyzej cechach zwigzanych z przyswajaniem i
wydatkowaniem energii, obiecujgce wydaje sie poddanie myszy laboratoryjnych o
niskim lub wysokim BMR ekspozycji do wyzszej temperatury otoczenia, przy ktérej

rozpraszanie ciepfa podczas laktacji bedzie maksymalnie utrudnione.

Celem mojej rozprawy doktorskie] jest testowanie zatozen hipotezy HDL w kontekscie
ujawniania sie kompromiséw miedzy opiekg rodzicielska a odpowiedzig
immunologiczng z wykorzystaniem myszy laboratoryjnych o réinym tempie
metabolizmu podstawowego. Jesli maksymalne tempo przetwarzania energii
ograniczane jest przez zdolnos$¢ do rozpraszania ciepfa, jednoczesne obcigzenie samic
kosztami zwigzanymi z opiekg nad potomstwem oraz budowaniem reakcji
odpornosciowej, powinno przyblizy¢ je do ich gérnej granicy zdolnosci do rozpraszania
ciepta, w konsekwencji doprowadzi¢ do ujawnienia sie kompromiséw miedzy tymi
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funkcjami. Ponadto, odpowiedZ na takg manipulacje powinna by¢ zalezna od
genetycznie uwarunkowanego tempa przetwarzania energii (tj. przynaleznosci do linii
selekcyjnej). W rozprawie doktorskiej testuje trzy hipotezy szczegbétowe:

Hipoteza 1: samice odpowiedzg na ograniczenia w rozpraszaniu ciepta dajac
pierwszenstwo budowaniu reakcji obronnej kosztem redukowania wysitku
rodzicielskiego. Redukcja bedzie bardziej widoczna u samic z linii o wysokim BMR,
poniewaz majg one wyzsze tempo metabolizmu i produkujg wiecej ciepta, majg tez
wyzszg temperature ciata i inwestujg wiecej energii w opieke nad mtodymi. Nie
spodziewam sie miedzyliniowych réznic w odpowiedzi immunologicznej. Wynik ten jest
prawdopodobny zwtaszcza w kontekscie teorii historii zyciowych, ktéra zaktada, ze
zwierzeta ograniczajg biezgca reprodukcje, jesli zagraza ona sukcesowi rozrodczemu w
przysztosci.

Hipoteza 2: na trudnosci z rozpraszaniem ciepta samice zareagujq poprzez supresje
odpowiedzi immunologicznej zalezng od przynalezno$ci do linii selekcyjnej. Opieka
rodzicielska pozostanie na tym samym poziomie. Taki scenariusz jest prawdopodobny
wtedy, gdy samice inwestujg w biezgcg reprodukcje kosztem przysztego rozrodu.
Hipoteza 3: reakcja na taczny efekt laktacji i stresu obronnego bedzie po czesci
odzwierciedla¢ Hipoteze 1 i 2. OdpowiedZ bedzie zalezata od przynaleznosci do linii
selekcyjnej. Matki z linii o wysokim BMR znacznie bardziej obnizg swodj wysitek
reprodukcyjny i odpowiedZ immunologiczng niz ich odpowiedniczki z linii o niskim
tempie metabolizmu.

By zweryfikowaé postawione hipotezy przeprowadzitam trzy komplementarne
eksperymenty, rdézinigce sie wylgcznie zastosowanymi w nich manipulacjami. W
Eksperymencie 1 (Rozdziat 2) zastosowatam procedure golenia matek w 6 i 10 dniu
laktacji. Zmanipulowatam w ten sposdb wptyw gradientu temperatury miedzy ciatami
matek i otoczeniem, podnoszgc ich zdolno$¢ do oddawania ciepta. Wyniki tej
manipulacji majg stuzyé jako pordwnanie z innymi pracami, gdzie takze stosowano
golenie siersci (np. Krdl i in. 2007, Sadowska i in. 2016, Sadowska i in. 2019) i stanowig
tto dla pozostatych dwéch eksperymentéw. W Eksperymencie 2 (Rozdziat 3)
obcigzytam budzet energetyczny matek produkcjg dodatkowego ciepta metabolicznego
generowanego przez rozwdj reakcji obronnej. W 9 dniu laktacji podatam samicom

antygen KLH (ang. Keyhole Limpet Haemocyanin; biatko izolowane od S$limaka
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Megathura crenulata). taczny wptyw golenia i immunizacji na wydatki energetyczne
samic testowatam w Eksperymencie 3 (Rozdziat 4). Kaidy eksperyment
przeprowadzitam w 2 temperaturach (30°C oraz temperatura kontrolna 23°C), ktére
pozorowaty odpowiednio silny oraz staby stres termiczny. Spodziewatam sig, ze
wydatki energetyczne beda szczegdlnie ograniczone przez indywidualne zdolnosci do
oddawania ciepta w 30°C, poniewaz przeptyw ciepta miedzy zwierzeciem a jego
Srodowiskiem jest przede wszystkim funkcjg gradientu temperatury (Speakman i Krol
2010).

Podczas 14-dniowego okresu laktacji kontrolowatam mase i temperature ciata
samic, ich konsumpcje oraz strawno$é pokarmu, jak réwniez tempo przyrostu masy
miotéw. W szczycie laktacji szacowatam ilo$¢ energii asymilowanej przez matki (ang.
Metabolizable Energy Intake; MEI), ilos¢ energii w mleku (ang. Milk Energy Output;
MEOQ) oraz dzienne wydatki energetyczne matek (ang. Daily Energy Expenditure; DEE).
Kazdy eksperyment konczyt sie w 14 dniu zycia mitodych, kiedy zaczynajg one
samodzielnie zgryza¢ staty pokarm i przestajg korzysta¢ z mleka matki. Zebrane dane
wykorzystatam do oceny okolicznosci ujawniania sie kompromiséw fizjologicznych
miedzy wysitkiem reprodukcyjnym a rozwojem reakcji obronnej, ktérych podtozem
powinny by¢ miedzyliniowe rdézinice w zdolnosci do rozpraszania metabolicznego

ciepfa.
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2. Wptyw golenia na wysitek reprodukcyjny samic myszy laboratoryjnych
réznigcych sie tempem metabolizmu podstawowego (BMR)

Jak zaznaczytam we Wstepie, w rozprawie proponuje testowanie hipotezy HDL w
oparciu o idee kompromisdéw miedzy kosztami wysitku reprodukcyjnego a kosztami
rozwoju odpowiedzi immunologicznej. Jesdli budzet energetyczny laktujgcych samic jest
ograniczany przez trudnos$ci w oddawaniu cieptfa, ujawnia¢ sie powinny kompromisy
(trade-offs) miedzy inwestowaniem w opieke rodzicielskg a funkcjonowaniem uktadu
obronnego. Testowanie okolicznosci ujawniania sie tych kompromiséw poprzedzitam
Eksperymentem 1, w ktéorym na kilka dni przez szczytem laktacji zastosowatam
procedure usuniecia laktujgcym samicom siersci, bez stymulowania ukfadu
odpornosciowego do rozwoju odpowiedzi immunologicznej. W odrdznieniu od badan
testujacych hipoteze HDL z wykorzystaniem tych samych linii selekcyjnych myszy o
niskim lub wysokim BMR (Sadowska i in. 2019), w Eksperymencie 1 poddatam matki
ekspozycji do temperatury 30°C. Przywotane powyzej badania pokazaty, ze usuwanie
siersci nie podnosito wysitku reprodukcyjnego matek z obu linii selekcyjnych, przy czym
laktujgce samice przetrzymywane byty tylko w temperaturze 23°C (Sadowska i in.
2019).

Opisany w tym rozdziale Eksperyment 1 miat zatem na celu odpowiedzie¢ na
pytanie, jak golenie siersci wptynie na wysitek rodzicielski matek o réznym BMR,
ktérych indywidualne predyspozycje do rozpraszania metabolicznego ciepta zostaty
obcigzone ekspozycjg do temperatury 30°C. Uzyskane w tym eksperymencie wyniki
postuzyty mi jako tto do dwéch pozostatych eksperymentéw (Eksperyment 2 i 3
opisane w Rozdziale 3 i 4). Ponadto, z uwagi na utrzymanie schematu badan
analogicznego do innych prac testujgcych hipoteze HDL, uzyskane wyniki umozliwiajg
mi dyskusje z wynikami prac, w ktdrych takze stosowano procedure golenia siersci
matek jako narzedzie do manipulowania gradientem temperatury miedzy ciatem
matek a temperaturg otoczenia (np. Krél i in. 2007, Zhao i Cao 2009, Paul i in. 2010,
Simons iin. 2011, Sadowska i in. 2016, Ohrnberger i in. 2020).

Spodziewatam sie, ze ekspozycja matek do temperatury 30°C utrudni im
rozpraszanie metabolicznego ciepta, co przetozy sie na redukcje wysitku rodzicielskiego

w poréwnaniu do samic umieszczonych w temperaturze 23°C. Co wiecej, ograniczajacy
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efekt stresu termicznego powinien by¢ bardziej dotkliwy dla matek z linii o wysokim
BMR, gdyz majg one wyzsze wydatki energetyczne, utrzymujg wyzszg temperature
ciata oraz wiecej inwestujg w opieke nad potomstwem, w poréwnaniu do matek z linii
L-BMR. Zakfadatam ponadto, ze usuwanie siersci laktujgcych samic podniesie ich
zdolnosci do rozpraszania ciepta w temperaturze 30°C, w zawigzku z czym mioty matek
pozbawionych sieréci powinny przyrastac szybciej. Spodziewatam sie, ze efekt golenia
bedzie bardziej zauwazalny u matek z linii H-BMR, z uwagi na ich wieksze obcigzenia
zwigzane z wydatkami energetycznymi i produkcjg ciepta w poréwnaniu do myszy z

linii L-BMR.

2.1. Materiaty i metody

2.1.1. Obiekt badan

W doswiadczeniu wykorzystatam samice myszy laboratoryjnych szczepu Swiss Webster
(Mus musculus), pochodzace z pokolenia F53 sztucznego eksperymentu selekcyjnego,
prowadzonego w kierunku rozbieznego tempa metabolizmu podstawowego. Selekcja
ta jest prowadzona w Katedrze Ekologii Ewolucyjnej i Fizjologicznej na Wydziale
Biologii Uniwersytetu w Biatymstoku. Szczegdtowy opis procedur stosowanych podczas
prowadzenia eksperymentu selekcyjnego znajduje sie w pracy Ksigzek i wspétautorow
(2004). W skrécie, tempo metabolizmu podstawowego myszy w wieku od 12 do 16
tygodni mierzytam z wykorzystaniem respirometru przeptywowego systemu otwartego
(S-3AM11Applied Electrochemistry, Pittsburgh, PA, USA). Pomiar odbywat sie w komorze
metabolicznej zanurzonej w tazni wodnej o temperaturze wody 32°C (w granicach
strefy termoneutralnej dla tego gatunku; Lacy i Lynch 1979). Przed rozpoczeciem
pomiaru zwierzeta gtodzone byty przez okoto 3 godziny, nastepnie poddane 1-
godzinnej aklimacji w komorach metabolicznych zanurzonych w tazni wodnej. Wartos¢
BMR oznaczana byta jako najnizszy poziom konsumpcji tlenu, niezmienny w zakresie
wiekszym niz 0,01% w czasie 4 minut (Ksigzek i in. 2004, Gebczynski i Konarzewski
2011, Sadowska i in. 2019). Po wykonaniu pomiaru, kazde zwierze wazone bylo z
doktadnoscig do 0,1 g. Tempo metabolizmu podstawowego myszy analizowane byto z
wykorzystaniem specjalistycznego programu Sable System DATACAN V. Osobniki z
najwyzszymi lub najnizszymi wartosciami BMR zostaty zakwalifikowane odpowiednio

do linii H-BMR (wysoki BMR) lub do linii L-BMR (niski BMR). W Eksperymencie 1
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kojarzytam z samcami facznie 120 samic (po 60 samic z kazdej linii selekcyjnej),
wszystkie samice byty w wieku okoto 18 tygodni. Po porodzie matki wychowywaty
swoje naturalne mioty. Podczas pomiaréw BMR, w okresie cigzy i w czasie
eksperymentu myszy przebywaty w klimatyzowanych pomieszczeniach o fotoperiodzie
12h/12h (12 godzin dzieri/12 godzin noc). Przy wykonywaniu poszczegdlnych procedur
samice miaty nieograniczony dostep do wody i pokarmu. Zwierzeta karmione byty
petnowartosciowym granulatem Labofeed produkowanym w Wytworni Pasz A.

Morawski (Kcynia).

2.1.2. Opis eksperymentu

Po zakoniczeniu pomiaréw tempa metabolizmu podstawowego i potwierdzeniu
przynaleznosci samic do linii o niskim badz wysokim BMR, byty one kojarzone w
obrebie linii selekcyjnej z losowo wybranymi samcami. U losowo wybranych samic
moment kojarzenia byt dodatkowo poprzedzony dootrzewnowg implantacjg
transmiterow do pomiaru temperatury ciata. Po okoto 2 tygodniach od kojarzenia,
samce zabierano od samic i dalej pozostawaty one w klatkach same. W tym momencie
klatki zostaty wzbogacone w dtugie Scinki miekkich wiérow i fragmenty recznika
papierowego, ktére postuzyty samicom jako materiat gniazdowy. Eksperyment 1
rozpoczynat sie w dniu porodu, jego schemat znajduje sie na Rycinie 1. W tym dniu,
potowe matek z obu linii selekcyjnych wraz z ich miotami (30 matek z linii o niskim i
tyle samo matek z linii o wysokim BMR) przenositam z temperatury 23°C do komory, w
ktérej utrzymywano temperature 30°C. Pozostate samice (takze po 30 matek z linii o
niskim lub wysokim BMR) po porodzie przetrzymywane byty w temperaturze 23°C.
Poczawszy od 2 dnia po porodzie, w odstepach 2-dniowych, prowadzitam kontrole
masy ciata matek, wazytam mase catego miotu, monitorowatam liczbe mtodych w
miocie, kontrolowatam konsumpcje pokarmu, rejestrowana byta tez temperatura ciata
matek. W 6 i 10 dniu po porodzie potowe laktujgcych samic z obu linii selekcyjnych,
przetrzymywanych w obu temperaturach (tj. po 15 matek z linii L-BMR i H-BMR
znajdujacych sie w 23°C oraz po 15 matek z linii L-BMR i H-BMR z 30°C) poddatam
procedurze golenia siersci. W szczytowym punkcie laktacji (w moim modelu
badawczym jest to okres miedzy 12 a 14 dniem laktacji) ocenitam ilos¢ asymilowanej

przez matki energii (ang. Metabolisable Energy Intake; MEI), dzienne wydatki
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energetyczne samic (ang. Daily Energy Expenditure; DEE) oraz ilos¢ energii zawartej w
mleku (ang. Milk Energy Output; MEQO). Jako miare wysitku rodzicielskiego w
Eksperymencie 1 (ale takze w Eksperymentach 2 i 3 opisanych w nastepnych
Rozdziatach) przyjetam tempo przyrostu masy miotu podczas 14-dniowego okresu
laktacji. Ostatecznie na cele Eksperymentu 1 stworzytam 8 grup eksperymentalnych w
uktadzie 2 x 2 x 2 (tzn. linia L-BMR i H-BMR x temperatura 23°C i 30°C x golenie badz
brak golenia). Eksperyment 1 zakoriczyt sie 14 dnia po porodzie, kiedy mtode zaczynajg
zgryzac staty pokarm i nie sg zalezne wyfacznie od mleka matki (Sadowska i in. 2013).
W tym dniu samice byty usmiercone w celu pozyskania tkanek potrzebnych do dalszych
analiz. Wszystkie procedury przeprowadzone na potrzeby Eksperymentu 1, jak réwniez
doswiadczen opisanych w nastepnych rozdziatach, otrzymaty zgode Lokalnej Komisji
Etycznej ds. doswiadczen na zwierzetach w Olsztynie (uchwata nr 47/2017 z dn.

15.07.2017 roku).

2.1.3. Pomiar konsumpcji pokarmu, strawnosci oraz ilosci asymilowanej energii
Konsumpcje i strawno$é pokarmu oceniatam co dwa dni przez caty okres laktacji,
poczgwszy od 2 dnia po porodzie. Kazda matka otrzymywata odwazong ilos¢ pokarmu
(£ 50 g). Po uptywie 2 dni, zbieratam niedojadki pokarmu i odchody znajdujace sie w
klatkach, nastepnie matki otrzymywaty kolejng porcje odwazonego pokarmu. Zebrane
niedojadki pokarmu i odchody suszytam 12 godz. w temperaturze 70°C (Binder, typ
9010-0231), nastepnie wazytam je z doktadnoscia do 0,01 g. Opisane zabiegi
wykonywane byty zawsze o statej porze dnia (miedzy 10.00 a 12.00), az do 14 dnia po
porodzie. Konsumpcje pokarmu obliczatam dla kazdej matki indywidualnie jako rdznice
miedzy iloScig podanego i zjedzonego pokarmu, pomniejszong o ilo$¢ niedojadkow
pokarmu (Konarzewski i Diamond 1994, Ksigzek i in. 2003). Strawnos$¢ pokarmu
szacowatam jako rdinice miedzy iloscig zjedzonego pokarmu i iloscig odchoddw,
dzielong przez ilo$¢ zjedzonego pokarmu (Drozdz 1968, Ksigzek i in. 2003).

Warto$¢ energetyczng probek pokarmu (n = 4) oraz warto$¢ energetyczng
odchodéw matek oznaczytam z wykorzystaniem bomby kalorymetrycznej (IKA Werke
7000 Calorimeter, Germany). Oznaczenie ilosci energii brutto pobieranej z pokarmu
(ang. Gross Energy Intake; GEl), ilosci energii w odchodach matek (ang. Gross Energy of

feaces; GEfeaces) Oraz dziennego spozycia energii (ang. Daily Energy Intake; DEI)
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postuzyto mi do oszacowania ilosci energii przyswajanej przez matki z pokarmu (ang.
Metabolisable Energy Intake; MEI). Ta ostatnia miara niezbedna byta do oceny
zawartosci energii w mleku matek (szczegdélty ponizej). Wymienione parametry
szacowatam dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji (szczyt laktacji w opisanym
modelu badawczym; Sadowska i in. 2013). Wartosci wyszczegdlnionych powyzej miar
obliczytam z wykorzystaniem ponizszych wzoréw (Drézdz 1975, Krél i Speakman
2003b, Zhao i in. 2016, Wen i in. 2017, Zhao i in. 2020 ab):
1. GEI (kJ dzier!) = konsumpcja pokarmu (g dzien™) x zawarto$é suchej masy w
pokarmie (%) x warto$¢ energetyczna pokarmu (kJ g1)
2. GEfeqces (k) dzieri?) = sucha masa odchodéw (g dzieri') x warto$é energetyczna
odchoddw (k) g?)
3. DEI (kJ dzieA™) = GEI (k) dzien™) — GEfeaces (k) dzien 1)
4. MEI (kJ dzient) = DEI x (100% - 97%).

2.1.4. Pomiar dziennych wydatkow energetycznych i ilosci energii w mleku

Dzienne wydatki energetyczne (ang. Daily Energy Expenditure; DEE) ocenitam dla
okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Do tego celu wykorzystatam metode podwdjnie
znakowanej wody (ang. Double Labelled Water; DLW). W 12 dniu po porodzie samice
zwazytam z doktadnoscia do 0,01 g, nastepnie podatam im dootrzewnowo dawke
‘ciezkiej wody’, zawierajgcg izotopy tlenu 80 i wodoru 2H. Dawke ocenitam wazac
strzykawke z doktadnoscig do 0,0001 g zaréwno przed, jak i po iniekcji. Po podaniu
ciezkiej wody samice zostaty umieszczone w swoich klatkach, a po uptywie godziny
pobratam od nich pierwszg préobe krwi w ilosci 50 ul (ang. initial sample), by ocenic
wstepng zawartosé izotopdw we krwi. Koncowe préby (ang. final samples) pobratam
po uptywie 48 godzin od pobrania prob poczatkowych. Zaréwno poczatkowe, jak i
korncowe proby krwi pobierane byty z zyty ogonowej samic. Krew zbieratam do
szklanych kapilar, ktérych konce natychmiast zamykatam termicznie. Préby krwi
pobratam takze od samic, ktére stanowity grupe kontrolng i nie podawatam im ciezkiej
wody. Do czasu wykonania analiz DEE, proby zabezpieczytam i przetrzymywatam w
temperaturze 23°C (Speakman 1997, Krdl i Speakman 2003b, Zhao i in. 2020b). Dawke

‘ciezkiej wody’ podatam losowo wybranym matkom (n = 64), reprezentujgcym
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wszystkie grupy eksperymentalne. Byty to te same matki, dla ktérych oszacowatam
warto$¢ GEIl, GEfeaces, DEI oraz MEI (szczegoty powyzej).

Ocene dziennych wydatkdw energetycznych przeprowadzito specjalistyczne
laboratorium na Uniwersytecie w Aberdeen, ktérego pracownicy przygotowali i
dostarczyli ciezkg wode, i z ktérym wspotpracowatam przy wykonaniu tej czesci analiz.
W uproszczeniu, kapilary zawierajace krew byly poddane destylacji prézniowej, a
otrzymany destylat postuzyt do produkcji CO; i H, (Speakman i Krél 2005b). Stosunek
izotopéw 80 do 1°0 oraz ?H do 'H oceniano za pomocg spektrometrii mas izotopdw
stabilnych (ang. Gas Source Isotope Ratio Mass Spectrometry, ISOCHROMUGAS system
and IsoPrime IRMS, Micromass, Manchester, UK). Stezenie izotopdw przeliczane byto
na wartosci DEE z wykorzystaniem modelu rekomendowanego dla zwierzat o
okreslonej masie ciata (Speakman 1997). Oszacowane wartosci DEE postuzyty mi
nastepnie do oceny ilosci energii zawartej w mleku (ang. Milk Energy Output; MEQO)
produkowanym przez matki w szczycie laktacji. Wartos¢ te obliczytam z
wykorzystaniem nastepujacego rownania (Krél i Speakman 2003b, Zhao i in. 2016 i
2020ab):

MEO (kJ dzieri’t) = MEI (k) dzien'!) — DEE (kJ dzieA™?).

2.1.5. Pomiar masy i temperatury ciata matek, masy miotu i liczby mtodych w miocie

Zabiegom zwigzanym z pomiarem konsumpcji pokarmu matek towarzyszyta tez
kontrola ich masy ciata. Mase ciata matek, podobnie jak mase miotéw, oceniatam z
doktadnoscia do 0,01 g. Dane te wykorzystatam do oceny tempa przyrostu masy
miotéw (szacowanego jako réznica w masie miotu miedzy dwoma kolejnymi dniami
laktacji). Podczas opisanych zabiegéw monitorowatam tez liczbe mtodych w miocie.

Pomiar temperatury ciata matek rejestrowany byt z doktadnoscig do 0,01°C co 10
minut przez caty okres laktacji. Do tego celu wykorzystatam transmitery (typu Star
Oddi), ktére przed kojarzeniem w pary zostaty dootrzewnowo zaimplantowane 40
losowo wybranym samicom (20 samicom z linii L-BMR i 20 samicom z linii H-BMR).
Przed implantacjg transmiteréw, samice znieczulane byty ksylazyng (w dawce 0,001 mg
ksylazyny na kazdy gram masy ciata) oraz ketaming (w dawce 0,08 mg ketaminy na
kazdy gram masy ciata). Przez kilka dni po zabiegu samice przyjmowaty Srodek
przeciwbdlowy rozpuszczony w wodzie do picia.

28



2.1.6. Procedura golenia siersci

W 6 dniu po porodzie przeprowadzitam procedure golenia siersci. Zabieg ten
powtdrzytam w 10 dniu po porodzie, co miato zapobiegaé procesowi odrastania siersci.
Przed zabiegiem usuwania siersci laktujgce samice nie byty poddawane znieczuleniu.
Zrezygnowatam z anastezji, by w mleku matek nie znajdowaty sie srodki usypiajace, jak
rowniez produkty ich rozktadu. Do golenia sier$ci wykorzystatam elektryczng maszynke
do strzyzenia typu Remington. Podczas golenia usuwatam matkom okoto 75% siersci,

zgodnie z opisem umieszczonym w pracy Krél i wspétautoréw (2007).

2.1.7. Morfometria

Po uptywie 14 dni od porodu, kazda samica zostata usmiercona poprzez dyslokacje
kregdw szyjnych. Pobrane narzady wewnetrzne (nerki, serce, watrobe, jelito cienkie
oraz brunatng tkanke ttuszczowg) wazytam z doktadnoscig 0,0001 g, nastepnie

mrozitam w ciektym azocie i zabezpieczytam w temperaturze -80°C.

2.1.8. Analiza statystyczna

Mase ciata samic mierzong przed rozpoczeciem Eksperymentu 1 (tj. przed kojarzeniem
w pary) poréwnatam z wykorzystaniem 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA z
przynaleznoscig do linii selekcyjnej (L-BMR lub H-BMR) jako zmienng zalezna.

Rdznice w masie ciata oraz temperaturze ciata matek ocenitam za pomocay 3-
czynnikowej analizy wariancji ANOVA/ANCOVA dla uktadéw z powtdrzonymi
pomiarami (ang. repeated measures ANOVA/ANCOVA), gdzie zmienng zalezng byta
masa ciata lub temperatura ciata (mierzona w 2, 6, 8, 10, 12 i 14 dniu po porodzie), a
zmiennymi niezaleznymi byty przynaleznos$é¢ do linii selekcyjnej (L-BMR lub H-BMR),
temperatura otoczenia (23°C lub 30°C) oraz manipulacja gradientem temperatury
(golenie siersci lub brak golenia). W przypadku analizy réznic w temperaturze ciata
matek w okresie 14-dniowej laktacji zmienng ciggtg (kowariantem) byta masa miotu w
kolejnych dniach po porodzie.

Do oceny rdéznic w konsumpcji pokarmu, strawnosci pokarmu oraz w tempie
przyrostu masy miotu (zmienne zalezne) takze zastosowatam 3-czynnikowg analize

wariancji ANOVA/ANCOVA dla uktadéw z powtdérzonymi pomiarami, z przynaleznoscia
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do linii selekcyjnej, temperaturg otoczenia oraz manipulacjg gradientem temperatury
jako zmiennymi niezaleznymi. Przy analizie réznic w konsumpcji pokarmu w okresie
laktacji, jak réwniez przy ocenie tempa przyrostu masy miotéw zastosowatam zmienng
ciggta, ktéra byta wielkos¢ miotéw (tj. liczba mtodych w miocie) obserwowana w
kolejnych dniach po porodzie. Zastosowanie analizy wariancji ANOVA/ANCOVA dla
uktadéw z powtdrzonymi pomiarami umozliwito mi uwzglednienie w moich
poréwnaniach dodatkowego czynnika - wptywu czasu na zmiany masy i temperatury
ciata matek, konsumpcji pokarmu i jego strawnosci oraz na tempo przyrostu masy
miotu.

Réznice w GEIl, GEfeaces DEI, MEI, DEE oraz MEO (tj. miarach charakteryzujacych
ilos¢ energii pobieranej i asymilowanej z pokarmu, dziennych wydatkach
energetycznych, w tym tych inwestowanych w opieke rodzicielskg) analizowatam za
pomocg 3-czynnikowej analizy wariancji ANCOVA z przynaleznoscig do linii selekcyjnej,
temperaturg otoczenia i manipulacjag gradientem temperatury jako zmiennymi
niezaleznymi oraz przyrostem masy miotu (miedzy 12 a 14 dniem laktacji) jako
zmienng ciggta.

Do zbadania réznic w masie narzgdéw aktywnych metabolicznie (jelita cienkiego,
watroby, nerek, serca i brunatnej tkanki ttuszczowej) zastosowatam 3-czynnikowa
analize wariancji ANCOVA, w ktérej zmiennymi niezaleznymi takze byty przynaleznos¢
do linii selekcyjnej, temperatura otoczenia i manipulacja gradientem temperatury.
Masa ciata matki w 14 dniu laktacji pomniejszona o mase tresci jelitowej i mase
analizowanego narzgdu stanowita w tej analizie zmienng ciggta.

Jesli zachodzita taka potrzeba, analize rdéinic w wyszczegdlnionych powyzej
cechach przeprowadzitam tez oddzielnie w obrebie temperatury 23°C i 30°C.
Zastosowatam w tym celu 2-czynnikowq analize wariancji ANOVA/ANCOVA lub analize
ANOVA/ANCOVA dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami, gdzie przynaleznosc¢ do linii
selekcyjnej i manipulacja gradientem temperatury stanowity zmienne niezalezne, a
zmienng ciggta byty zmienne wskazane powyzej w odniesieniu do poszczegdlnych
poréwnan.

Rdznice w masie ciata samic przed reprodukcja, jak rdwniez zmiany masy ciafa
laktujgcych matek obserwowane po porodzie wyrazone sg jako wartosci absolutne z

analizy wariancji ANOVA + SE (btad standardowy). Zmiany w temperaturze ciata matek,
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konsumpcji pokarmu, strawnosci pokarmu, przyroscie masy miotu, zmiany w GEl,
GEfeaces, DEI, MEI, DEE, MEO oraz réznice w masie narzgdéw wewnetrznych wyrazone
sq jako $rednie wartosci najmniejszych kwadratow z analizy ANOVA/ANCOVA * SE
(btagd standardowy). Wyniki wszystkich analiz ANOVA/ANCOVA testowatam na
poziomie istotnosci statystycznej P = 0,05. Analizy statystyczne wykonatam przy

pomocy programu STATISTICA wersja 13.3.

2.2. Rezultaty

W analizach statystycznych uwzglednitam tgcznie 88 samic wraz z ich miotami. S to
wszystkie matki, ktédre wychowywaty mfode do 14 dnia laktacji i dla ktérych zebratam
kompletne pomiary:

linia H-BMR, temperatura 23°C, matki golone: n =12

linia H-BMR, temperatura 23°C, matki niegolone: n =12

linia H-BMR, temperatura 30°C, matki golone: n =12

linia H-BMR, temperatura 30°C, matki niegolone: n =9

linia L-BMR, temperatura 23°C, matki golone: n =10

linia L-BMR, temperatura 23°C, matki niegolone:n=9

linia L-BMR, temperatura 30°C, matki golone: n=13

linia L-BMR, temperatura 30°C, matki niegolone: n =11.

2.2.1. Réznice w masa ciata matek

Przed kojarzeniem w pary samice z przeciwnych linii selekcyjnych nie réznity sie masg
ciata (F1.86 = 1,88; P = 0,2). Srednia masa ciata samic z linii H-BMR wynosita 29,09 g (+
0,4), natomiast samic z linii L-BMR 29,97 g (+ 0,4).

Aby oceni¢ rdznice w masie ciata samic podczas laktacji wykorzystatam 3-
czynnikowg analize ANOVA dla uktaddéw z powtdrzonymi pomiarami. Poczgwszy od 2
dnia po porodzie, masa ciata matek zmienita sie w ciggu kolejnych dni laktacji (P <
0,0001; Tabela 1). Sposréd trzech zmiennych niezaleznych, tylko przynaleznos¢ do linii
selekcyjnej miata wptyw na mase ciata matek. Samice z linii o wysokim BMR
charakteryzowaty sie wiekszg masg ciata w poréwnaniu do ich odpowiedniczek z linii o

niskim BMR (P = 0,002; Tabela 1). W ostatnim dniu laktacji, samice z linii H-BMR miaty
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mase ciata wiekszg o okoto 34% w poréwnaniu do okresu poprzedzajacego
reprodukcje, w przypadku samic z linii L-BMR rdznica te wynosita okoto 24%. Zalezne
od przynaleznosci do linii selekcyjnej zmiany w masie ciata matek w okresie laktacji
potwierdzita istotna statystycznie interakcja miedzy czasem trwania eksperymentu i
przynaleznoscig do linii selekcyjnej (P = 0,004; Tabela 1). Istotna interakcja miedzy
przynaleznoscig do linii selekcyjnej a temperaturg otoczenia pokazata tez, ze masa ciata
matek z linii H-BMR byta najwieksza w temperaturze 23°C (P = 0,03; Tabela 1; Rycina
2). Poza przynaleznoscia do linii selekcyjnej, temperatura otoczenia i golenie siersci nie
miaty wptywu na mase ciata matek podczas laktacji (P > 0,1 w obu przypadkach).
Analiza wykazata tez istotng statystycznie interakcje miedzy czasem trwania
eksperymentu a temperaturg otoczenia (P = 0,0002) oraz czasem trwania
eksperymentu a goleniem siersci (P = 0,002; Tabela 1).

2-czynnikowa analiza wariancji ANOVA dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami
wykonana wytacznie w obrebie temperatury 23°C potwierdzita zaréwno wptyw
przynaleznosci do linii selekcyjnej na mase ciata (wieksza mase ciata miaty matki z linii
H-BMR; F139 = 18,22; P = 0,0001), jak i zmiane masy ciata matek w okresie laktacji
(Fe,23a = 10,67; P < 0,0001). Brak interakcji miedzy czasem trwania eksperymentu a linig
selekcyjng pokazuje, ze w temperaturze 23°C, miedzy 2 a 14 dniem laktacji zmiana
masy ciata matek w obu liniach selekcyjnych byta taka sama (Fs234 = 1,49; P = 0,2;
Rycina 2A). Istotna statystycznie byta natomiast interakcja miedzy czasem trwania
eksperymentu a goleniem, co pokazuje ze usuniecie siersci miato wptyw na zmiane
masy ciata matek podczas laktacji (Fe2324 = 2,35; P = 0,03; Rycina 2A), jednak takze w
sposOéb niezalezny od przynaleznosci do linii selekcyjnej (brak interakcji miedzy
przynaleznoscig do linii selekcyjnej a goleniem; Fi39 = 0,14; P = 0,7). Z kolei analizy
wykonane w obrebie temperatury 30°C pokazaty, ze zaréwno przynalezno$é do linii
selekcyjnej, jak i golenie, nie miaty wptywu na mase ciata matek (P > 0,5 w obu
przypadkach; Rycina 2B). Podobnie, jak w temperaturze 23°C, u samic latujgcych w
30°C obserwowatam zmiany w masie ciata w kolejnych dniach eksperymentu, chociaz
efekt ten nie byt tak silny, jak w przypadku temperatury kontrolnej (Fe246 = 3,11; P =
0,006; Rycina 2B). Istotna interakcja miedzy czasem trwania eksperymentu a linig
selekcyjng pokazata, ze zmiana w masie ciata byta wieksza u matek z wysokim BMR

(Fe,246 = 2,88; P = 0,01; Rycina 2B). Ponadto, wieksze zmiany w masie ciata zauwazalne
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byty u matek golonych (Fe246 = 2,44; P = 0,03; Rycina 2B), bez wzgledu na
przynaleznos¢ do linii selekcyjnej (brak interakcji miedzy przynaleznos$cig do linii

selekcyjnej a goleniem; ANOVA; F1,41 = 0,004; P =0,9).

2.2.2. Réznice w temperaturze ciata matek

Do oceny zmian w temperaturze ciata samic w okresie 14-dniowe] laktacji
wykorzystatam 3-czynnikowa analize wariancji ANCOVA dla ukfadéw z powtdérzonymi
pomiarami. Analiza pokazata, ze temperatura ciata zmieniata sie w czasie laktacji (P =
0,0002; Tabela 1). Obserwowane w czasie zmiany w temperaturze ciata matek byty
takie same u matek z obu linii selekcyjnych (brak interakcji czas x linia selekcyjna; P =
0,9), takie same w obu temperaturach (brak interakcji czas x temperatura otoczenia; P
= 0,1), takie same w grupie matek golonych i niepozbawionych siersci (brak interakcji
czas x golenie; P = 0,3; Tabela 1). Sposrdd trzech zmiennych niezaleznych, tylko
temperatura otoczenia miata wptyw na rdznice w temperaturze ciata matek. Samice
laktujgce w temperaturze 30°C miaty wyiszg temperature ciata w poréwnaniu do
matek umieszczonych w temperaturze kontrolnej (P = 0,006; Tabela 1; Rycina 3).
Oprdcz braku wptywu przynaleznosci do linii selekcyjnej i golenia na temperature ciata
matek, takze zadna interakcja miedzy zmiennymi niezaleznymi nie byta istotna
statystycznie (P > 0,1 we wszystkich przypadkach; Tabela 1).

Z uwagi na silny wplyw temperatury otoczenia na temperature ciata matek,
wykonatam analizy osobno w obrebie temperatury 23°C i 30°C. 2-czynnikowa analiza
wariancji ANCOVA dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami wykonana w obrebie
temperatury 23°C pokazata, ze temperatura ciata matek nie zmieniata sie w czasie
trwania eksperymentu (Fes2= 1,5; P = 0,2; Rycina 3A). Nieistotne statystycznie okazaty
sie réwniez interakcje miedzy czasem trwania eksperymentu a przynaleznoscig do linii
selekcyjnej (Fe,52= 0,19; P = 0,9) oraz czasem trwania eksperymentu a goleniem (Fe52 =
1,87; P = 0,1). Zaobserwowatam tez, ze temperatura ciata samic nie zalezata od
przynaleznosci do linii selekcyjnej (F1,8 = 2,84; P = 0,1), jak réwniez od golenia (F1,s =
0,21; P = 0,7). Istotna statystycznie okazata sie interakcja miedzy przynaleznoscig do
linii selekcyjnej a goleniem (F1,8=9,92; P =0,01). W temperaturze 23°C niegolone matki

z linii H-BMR miaty najwyzszg temperature ciata (Rycina 3A).
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W 30°C temperatura ciata samic zmieniata sie w czasie laktacji (Fs78 = 5,76; P <
0,0001; Rycina 3B). Zmiany temperatury ciata matek w czasie byty jednak takie same w
obu liniach selekcyjnych (brak interakcji czas x linia selekcyjna; Fe,78 = 0,26; P = 0,9), nie
roznity sie tez miedzy matkami golonymi i niepozbawionymi siersci (brak interakcji czas
x golenie; Fe,7s = 0,29; P = 0,9). Podobnie jak w temperaturze kontrolnej, w 30°C takze
zaobserwowatam istotng interakcje miedzy przynaleznoscia do linii selekcyjnej a
goleniem, przy czym wyzszg temperature ciata miaty niegolone matki z linii L-BMR (F1,12
= 9,24; P = 0,01; Rycina 3B). Ponadto, w temperaturze 30°C zaobserwowatam
pozytywng korelacje miedzy masg miotu a temperaturg ciata matek (Rycina 4B). Z
rozktadu punktéw na rycinie wida¢, ze najwyzszg temperature ciata miaty matki z linii
L-BMR, ktdére wychowywaty w temperaturze 30°C najciezsze mioty (P < 0,0001; r =
0,54). Analogiczna zaleznos$¢ nie wystepowata u laktujgcych samic wychowujgcych

mtode w temperaturze 23°C (P =0,5; r =0,11; Rycina 4A).

2.2.3. Réznice w konsumpcji pokarmu, strawnosci i ilosci asymilowanej energii
Do oceny zmian w pobieraniu pokarmu zastosowatam 3-czynnikowg analize wariancji
ANCOVA dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami (z tymi samymi trzema zmiennymi
niezaleznymi, jak powyzej). Analiza wykazata, ze ilo$¢ pokarmu konsumowanego przez
matki zmieniata sie w czasie trwania eksperymentu (P < 0,0001; Tabela 1). Konsumpcja
pokarmu zalezata od temperatury otoczenia, zdecydowanie wiecej jadly samice
przetrzymywane w warunkach kontrolnych (P < 0,0001; Tabela 1). Obserwacje te
dodatkowo potwierdza istotna statystycznie interakcja miedzy czasem trwania
eksperymentu a temperaturg otoczenia (P = 0,0002; Tabela 1; Rycina 5). Przynaleznos¢
do linii selekcyjnej, jak réwniez golenie siersci, nie miaty wptywu na ilos¢ pobieranego
przez matki pokarmu (P > 0,1 w obu przypadkach; Tabela 1), ale istotna statystycznie
interakcja tymi dwoma czynnikami pokazuje, ze golone matki z linii H-BMR jadty wiecej
pokarmu (P =0,001; Tabela 1).

2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA dla uktadéw z powtdérzonymi pomiarami
wykonana osobno dla obu temperatur potwierdzita trend widoczny w modelu
gtownym, ilo$¢ konsumowanego pokarmu zmieniata sie w kolejnych dniach laktacji
(Fs,165 = 6,36; P < 0,0001 dla 23°C oraz Fs175 = 4,10; P = 0,002 dla 30°C; Rycina 5).

Ponadto, w temperaturze 23°C wptyw na konsumpcje pokarmu miata procedura
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golenia siersci (F1,33 = 4,41; P = 0,04; Rycina 5A). Jak pokazata interakcja miedzy
przynaleznoscig do linii selekcyjnej a goleniem, w tej temperaturze najwiecej pokarmu
jadty golone matki z linii H-BMR (F1,33 = 12,92; P = 0,001; Rycina 5A). Z kolei u matek
poddanych ekspozycji do temperatury 30°C, konsumpcja pokarmu nie zalezata od
przynaleznosci do linii selekcyjnej (F1,35 = 0,03; P = 0,9), jak rowniez od golenia (F1,35 =
0,10; P = 0,8), interakcja miedzy tymi czynnikami takze nie byfa istotna (F1,35 = 0,90; P =
0,3; Rycina 5B).

3-czynnikowa analiza wariancji ANOVA dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami
pokazata, ze strawnos¢ pokarmu zmieniata sie w kolejnych dniach laktacji (P < 0,00001;
Tabela 1). Zmiana w strawnosci pokarmu w czasie byta wieksza u matek w
temperaturze 23°C (interakcja miedzy czasem trwania eksperymentu a temperatura
otoczenia; P < 0,0001; Tabela 1; Rycina 6). Oprdcz temperatury otoczenia (P < 0,0001;
Tabela 1), na strawno$¢ pokarmu miata tez wptyw przynaleznos¢ do linii selekcyjnej.
Matki z niskim BMR nieco lepiej radzity sobie z trawieniem pokarmu w poréwnaniu do
samic z linii H-BMR (P = 0,04; Tabela 1). Wptyw golenia na strawnos$¢ pokarmu (P =
0,3), jak réwniez interakcje miedzy zmiennymi niezaleznymi, nie byty statystycznie
istotne (P > 0,1 we wszystkich przypadkach, Tabela 1).

Jak pokazata 2-czynnikowa analiza wariancji ANOVA dla uktadéw z powtérzonymi
pomiarami, w temperaturze 23°C matki z linii L-BMR lepiej radzity sobie z trawieniem
pokarmu w poréwnaniu do samic z linii H-BMR (F1,35 = 4,63; P = 0,04; Rycina 6A). W
temperaturze 30°C strawno$¢ pokarmu nie zalezata od przynaleznosci do linii
selekcyjnej (F1,40 = 0,51; P = 0,5; Rycina 6B), istotna statystycznie byfa natomiast
interakcja miedzy czasem trwania eksperymentu a przynaleznoscig do linii selekcyjnej
(zmiany w strawnosci pokarmu byty wieksze u matek z niskim BMR w poréwnaniu do
ich odpowiedniczek z linii H-BMR (Fs200 = 3,17; P = 0,009; Rycina 6B). W obu
temperaturach efektywno$é trawienia pokarmu zmieniata sie w kolejnych dniach
laktacji (Fs,175 = 48,78; P < 0,0001 dla 23°C oraz Fs00 = 26,37; P < 0,0001 dla 30°C). W
obu temperaturach golenie nie miato wptywu na strawnos¢ pokarmu (F1,35 = 0,03; P =
0,9 dla 23°C oraz F1,40 = 1,73; P = 0,2 dla 30°C), nieistotna okazata sie rowniez interakcja
miedzy przynaleznoscig do linii selekcyjnej a goleniem (P > 0,1 w obu przypadkach).

3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA pokazata, ze ekspozycja matek do

temperatury 30°C spowodowata redukcje ilosci energii brutto pobieranej z pokarmu
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(GEl; F1,45 = 52,96; P <0,0001), redukcje ilosci energii w odchodach (GEfeaces; F1,42 =
67,16; P < 0,0001), obnizenie dziennego spozycia energii (DEI; F1,46 = 42,65; P < 0,0001)
oraz obnizenie iloSci energii przyswajanej z pokarmu (MEl; F142 = 51,96; P < 0,0001;
Tabela 2).

Warto$¢ GEl wieksza byta u matek z linii H-BMR w poréwnaniu do ich
odpowiedniczek z linii L-BMR (F1,45 = 15,92; P = 0,0002; Tabela 2). Interakcja miedzy
przynaleznoscia do linii selekcyjnej a temperaturg otoczenia pokazata, ze w
temperaturze 23°C matki z linii H-BMR pobieraty wiecej energii brutto z pokarmu niz
matki z linii L-BMR (F1,42=7,94; P = 0,007). Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej na
warto$¢ GEl potwierdzita tez analiza wykonana tylko w obrebie temperatury 23°C (2-
czynnikowa ANCOVA; Fi,17 = 27,49; P < 0,0001). U samic poddanych ekspozycji do
temperatury 30°C, przynaleznos¢ do linii selekcyjnej nie wptywata na ilos¢ energii
brutto pobieranej z pokarmu (2-czynnikowa ANCOVA; F1,6 = 0,54; P = 0,5). Golenie nie
miato wptywu na warto$¢ GEI w przypadku zadnej z wykonanych analiz (3-czynnikowa
ANCOVA; F145=0,38; P =0,5; Tabela 2 oraz 2-czynnikowa ANCOVA; F1,17=0,47; P=0,5
dla 23°C i F126 = 1,97; P = 0,2 dla 30°C). Interakcja linia selekcyjna x golenie nie
osiggneta poziomu istotnosci statystycznej w obu temperaturach (2-czynnikowa
ANCOVA; F1,17=0,96; P =0,3 dla 23°Ci F126 = 0,01; P = 0,9 dla 30°C).

3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA wykazata, ze matki z linii H-BMR
charakteryzowaty sie wyzszg zawartoscig energii w odchodach w poréwnaniu do samic
z linii L-BMR (F1,424 = 16,82; P = 0,0001; Tabela 2). Interakcja miedzy przynaleznoscig do
linii selekcyjnej a temperaturg otoczenia wskazuje, ze wiekszg warto$¢ GEfeaces miaty
matki z wysokim BMR w temperaturze 23°C (F1,44 = 13,32; P = 0,0007). Poréwnania
wykonane w obrebie temperatury 23°C pokazaty, ze u matek z linii H-BMR ilo$¢ energii
w odchodach byta wyzsza niz u samic z linii L-BMR (2-czynnikowa ANCOVA; Fi,16 =
38,56; P < 0,0001). Przynaleznos¢ do linii selekcyjnej nie miata wptywu na wartos¢
GEfeaces U samic wychowujgcych mtode w temperaturze 30°C (2-czynnikowa ANCOVA;
F126 = 0,39; P = 0,5). W modelu gtéwnym (3-czynnikowa ANCOVA; P = 0,5; Tabela 2),
jak réwniez w analizach wykonanych oddzielnie dla kazdej z temperatur, golenie siersci
nie miato wptywu na zawartos¢ energii w odchodach matek (2-czynnikowa ANCOVA;

F116=0,13; P =0,7 dla 23°Ci F1,26 = 0,94; P = 0,3 dla 30°C). Interakcja linia selekcyjna x
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golenie nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej w obu temperaturach (2-
czynnikowa ANCOVA; F1,16= 0,0005; P = 0,9 dla 23°Ci F126 = 0,01; P = 0,9 dla 30°C).
Matki z linii H-BMR charakteryzowaty sie wyzszym dziennym spozyciem energii
(3-czynnikowa ANCOVA; F146 = 11,59; P = 0,001; Tabela 2). Interakcja linia selekcyjna x
temperatura otoczenia ujawnita, ze najwyzsza wartos¢ DEIl utrzymywata sie u matek z
wysokim BMR w temperaturze 23°C (3-czynnikowa ANCOVA; Fi46 = 4,33; P = 0,04).

Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej na wartos¢ DEI istotny byt tylko w

temperaturze 23°C (2-czynnikowa ANCOVA; F1,18 = 14,56; P = 0,001 dla 23°C i F1,26
0,55; P = 0,5 dla 30°C). Zaréwno w modelu gtéwnym (3-czynnikowa ANCOVA; F146

0,85; P = 0,4; Tabela 2), jak réwniez w temperaturze 23°C i 30°C, golenie siersci matek
nie wptywato na wartos¢ DEI (2-czynnikowa ANCOVA; F1,17=0,01; P =0,9 dla 23°Cii F1,2¢
= 2,23; P = 0,1 dla 30°C). Interakcja linia selekcyjna x golenie nie osiggneta poziomu
istotnosci statystycznej w obu temperaturach (2-czynnikowa ANCOVA; F1,17=0,37; P =
0,6 dla 23°Cii F1,26 = 0,0009; P = 0,9 dla 30°C).

3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA wykazata, ze samice z linii H-BMR
przyswajaty z pokarmu wiecej energii w poréwnaniu do samic z linii o niskim BMR (F1,42
= 11,05; P = 0,002; Tabela 2). Jak ujawnita interakcja linia selekcyjna x temperatura
otoczenia, wartos¢ MEI byta najwyzsza u matek z wysokim BMR w temperaturze 23°C
(F1,42 = 5,20; P = 0,03). 2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA wykonana oddzielnie
dla 23°C i 30°C potwierdzita wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej na wartosé MEI
tylko w temperaturze kontrolnej (F1,18 = 14,55; P = 0,001 dla 23°C oraz F122 = 0,10; P =
0,8 dla 30°C; Rycina 7A i 7B). Zaréwno w modelu gtéwnym (3-czynnikowa ANCOVA;
F1,42 = 0,21; P = 0,6; Tabela 2), jak i w analizach wykonanych dla obu temperatur
oddzielnie, golenie siersci nie wpltywato na ilos¢ energii przyswajanej przez matki z
pokarmu (2-czynnikowa ANCOVA; F1,13=0,01; P=0,9 dla 23°Ci F12 =0,95; P=0,3 dla
30°C). Interakcja linia selekcyjna x golenie nie byta istotna statystycznie w obu
temperaturach (2-czynnikowa ANCOVA; F118=0,37; P =0,6 dla 23°Ci F122 =1,18; P =
0,3 dla 30°C).

2.2.4. Réznice w dziennych wydatkach energetycznych i ilosci energii w mleku
Na wielkos¢ dziennych wydatkéw energetycznych (DEE) laktujgcych samic istotny

wplyw miata temperatura otoczenia oraz przynalezno$¢ do linii selekcyjnej (3-
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czynnikowa ANCOVA; (F1,42=52,41; P < 0,0001 oraz F142 = 21,77; P < 0,0001; Tabela 2).
Ekspozycja matek do temperatury 30°C skutkowata zmniejszeniem ich dziennych
wydatkdw energetycznych o okoto 22% w poréwnaniu do matek przetrzymywanych w
temperaturze kontrolnej (Tabela 2). Niezaleznie od efektu temperatury otoczenia,
matki z linii H-BMR miaty poziom DEE wyzszy od samic z niskim BMR (Tabela 2).
Interakcja miedzy tymi czynnikami nie byta statystycznie istotna (P > 0,1). Analiza
wykonana osobno dla 23°C i 30°C ujawnita, ze poziom DEE matek zalezat od
przynaleznosci do linii selekcyjnej w obu temperaturach (2-czynnikowa ANCOVA; F1,18=
19,57; P = 0,0003 dla 23°C oraz F1,22 = 8,04; P = 0,01 dla 30°C; Rycina 8). Zaréwno w
modelu gtdwnym (3-czynnikowa ANCOVA; Fi142 = 0,20; P = 0,7; Tabela 2), jaki i w
analizach wykonanych oddzielnie dla kazdej z dwdch temperatur, nie potwierdzitam
wptywu golenia siersci na wielkos¢ dziennych wydatkéw energetycznych matek (F1,18 =
0,61; P =0,4 dla 23°C oraz F1,22 = 0,0006; P = 0,9 dla 30°C). Interakcja linia selekcyjna x
golenie nie byta istotna statystycznie w obu temperaturach (2-czynnikowa ANCOVA;
F118=0,02; P=0,9dla 23°CiF12 =0,47; P=0,5 dla 30°C).

llos¢ energii zawartej w mleku (MEO) byta wyzsza u matek wychowujgcych
potomstwo w 23°C w poréwnaniu do matek w temperaturze 30°C (3-czynnikowa
ANCOVA, Fi42 = 6,13; P = 0,02; Tabela 2). Przynaleznos¢ do linii selekcyjnej (3-
czynnikowa ANCOVA, F142 = 0,02; P = 0,9; Tabela 2) oraz usuwanie siersci nie miaty
wptywu na warto$¢ MEO (3-czynnikowa ANCOVA; Fi42 = 0,72; P = 0,4; Tabela 2).
Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej na wartos¢ MEO okazat sie by¢ istotny tylko
w grupie matek wychowujacych mtode w temperaturze 30°C. W tych warunkach,
matki z linii L-BMR produkowaty mleko o wyzszej zawartosci energii niz u ich
odpowiedniczek z linii H-BMR (2-czynnikowa ANCOVA; F1,2, = 5,38; P = 0,03; Rycina 9B).
W temperaturze 23°C nie obserwowatam miedzyliniowych réznic w ilosci energii
zawartej w mleku matek (2-czynnikowa ANCOVA; F113 = 2,11; P = 0,2; Rycina 9A).
Zaréwno w temperaturze 23°C, jak i 30°C, golenie siersci nie miato wptywu na wartos¢
MEO u matek z obu linii selekcyjnych (2-czynnikowa ANCOVA; F1,13=0,13; P = 0,7 dla
23°Coraz F122=1,5; P = 0,2 dla 30°C; Rycina 9). Interakcja linia selekcyjna x golenie nie
byta istotna statystycznie w obu temperaturach (2-czynnikowa ANCOVA; F1,13= 0,35; P
=0,6dla23°CiFi2 =0,47; P=0,5dla 30°C).
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2.2.5. Réznice w tempie przyrostu masy miotéw

3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA dla uktadéw z powtdérzonymi pomiarami
wykazata, ze masa miotéw zmieniata sie w kolejnych dniach laktacji (P = 0,02; Tabela
1). Istotna interakcja miedzy czasem trwania eksperymentu a przynaleznoscig do linii
selekcyjnej wskazata na wieksze zmiany w masie miotdw matek charakteryzujacych sie
niskim BMR (P = 0,01, Tabela 1). Co wiecej, istotna interakcja miedzy czasem trwania
eksperymentu a goleniem sugeruje, ze masa miotow wychowywanych przez niegolone
matki z obu linii selekcyjnych zmieniata sie w czasie laktacji szybciej niz masa miotéw
samic pozbawionych siersci (P = 0,008; Tabela 1). Sposrdod trzech zmiennych
niezaleznych, przynaleznos¢ do linii selekcyjnej oraz temperatura otoczenia miaty
wptyw na tempo przyrostu masy miotéw (Tabela 1). Przyrost masy miotéw matek z linii
L-BMR byt wiekszy w poréwnaniu do miotéw wychowywanych przez matki z wysokim
BMR (P = 0,004; Tabela 1). Niezaleznie od efektu linii selekcyjnej, szybciej przyrastaty
mioty wychowywane w temperaturze 30°C w porédwnaniu do 23°C (P = 0,0006). O ile,
golenie siersci nie wptywato na tempo przyrostu masy miotu (P = 0,9; Tabela 1), istotna
interakcja miedzy przynaleznoscig do linii selekcyjnej a goleniem sugerowata szybszy
przyrost masy miotéw wychowywanych przez niegolone matki z niskim BMR (P = 0,04;
Tabela 1).

Porédwnania wykonane osobno dla obu temperatur pokazaty, ze masa miotow
wychowywanych w 23°C zmieniata sie w kolejnych dniach laktacji (2-czynnikowa
ANCOVA; Fsiso = 4,03; P = 0,002; Rycina 10A). Przyrost masy miotédw w tej
temperaturze nie zalezat od przynaleznosci do linii selekcyjnej (2-czynnikowa ANCOVA;
F1,30 = 2,13; P = 0,2) ani od golenia siersci (2-czynnikowa ANCOVA; F130 = 0,37; P =0,5;
Rycina 10A). Podobnie, jak w modelu gtdwnym, w temperaturze 23°C utrzymywata sie
interakcja miedzy przynaleznoscig do linii selekcyjnej a goleniem, jednak kierunek
zaleznosci byt inny. W temperaturze 23°C lepiej przyrastaty mioty golonych matek z
linii H-BMR (2 -czynnikowa ANCOVA; F130 = 4,59; P = 0,04; Rycina 10A). Z kolei w 30°C
tempo przyrostu masy miotu zalezato od przynaleznosci do linii selekcyjnej, przy czym
najszybciej przyrastaty mioty matek z linii L-BMR w poréwnaniu do matek z linii H-BMR
(2-czynnikowa ANCOVA; F1,34 = 5,40; P = 0,03; Rycina 10B). Istotna interakcja miedzy

czasem trwania eksperymentu a goleniem pokazata, ze zmiany w masie miotéw
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wychowywanych przez matki niegolone byty wieksze w kolejnych dniach

eksperymentu (2-czynnikowa ANCOVA; Fs 170 = 2,52; P = 0,03; Rycina 10B).

2.2.6. Réznice w masie narzgdow wewnetrznych
3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA wykazata, ze samice z linii H-BMR maja
wiekszg mase nerek (F180 = 101,95; P < 0,0001), jelita cienkiego (F1,7s = 50,35; P <
0,0001), serca (F1,78 = 21,79; P < 0,0001) oraz watroby (F1,7s = 27,56; P < 0,0001),
podczas gdy myszy z linii L-BMR charakteryzujg sie wieksza masg brunatnej tkanki
ttuszczowej (F1,70 = 151,19; P < 0,0001; Tabela 3). Ekspozycja do wysokiej temperatury
otoczenia miata wptyw jedynie na mase nerek, powodujac redukcje ich masy w
poréwnaniu do wartosci obserwowanych w warunkach kontrolnych (F1,30 = 15,87, P =
0,0006; Tabela 3). W przypadku masy nerek i jelita cienkiego zaobserwowatam istotng
interakcje miedzy przynaleznoscig do linii selekcyjnej a temperaturg otoczenia. Masa
obu narzadéw byta wieksza u matek z linii H-BMR w temperaturze 23°C (F1,30 = 4,28, P
= 0,04 w przypadku masy nerek oraz Fi,78 = 5,74 P = 0,02 w przypadku masy jelita
cienkiego). Golenie siersci nie miato wptywu na mase badanych narzagdéw (P > 0,1 we
wszystkich przypadkach; Tabela 3).

Po wykonaniu analiz osobno dla obu temperatur zaobserwowatam, ze na mase
jelita cienkiego w temperaturze 30°C miata wptyw przynaleznos¢ do linii selekcyjnej (2-
czynnikowa ANCOVA; Fi39 = 16,24; P = 0,0003), jak réwniez golenie siersci (2-
czynnikowa ANCOVA, Fi39 = 5,41; P = 0,03; Rycina 11B). Istotna interakcja miedzy
przynaleznoscig do linii selekcyjnej a goleniem pokazata, ze najwiekszg mase jelita
cienkiego w temperaturze 30°C miaty golone matki z linii H-BMR (2-czynnikowa
ANCOVA; Fi139 = 6,92, P = 0,01; Rycina 11B). Poza efektem przynaleznosci do linii
selekcyjnej (2-czynnikowa ANCOVA, Fi37 = 29,16, P < 0,0001; Rycina 11A), golenie
siersci (2-czynnikowa ANCOVA; Fi37 = 0,04 P = 0,8), jak rowniez interakcja miedzy
przynaleznoscig do linii selekcyjnej a goleniem, nie byty istotne w temperaturze 23°C
(2-czynnikowa ANCOVA; F1,37=0,04 P = 0,9; Rycina 11A).

Zaréwno w temperaturze 23°C, jak i 30°C, masa nerek, serca i watroby wieksza
byta u matek z linii o wysokim BMR (P < 0,03 we wszystkich przypadkach). Odwrotny
trend wystepowat w przypadku masy brunatnej tkanki ttuszczowej, wiekszg mase

narzadu obserwowatam u matek z linii L-BMR (P < 0,0001 w obu temperaturach).
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Golenie siersci nie wptywato na mase nerek, serca, watroby i brunatnej tkanki
ttuszczowej (P > 0,1 we wszystkich przypadkach). W przypadku wymienionych
narzagddéw, nieistotna statystycznie byta tez interakcja miedzy przynaleznoscig do linii

selekcyjnej a goleniem (P > 0,1 w obu temperaturach).

2.3. Dyskusja

Eksperyment 1 miat pokaza¢, jak usuwanie warstwy izolacyjnej wptynie na tempo
wzrostu potomstwa matek rdznigcych sie nie tylko podstawowymi kosztami
utrzymania organizmu (Ksigzek i in. 2004 i 2005, Konarzewski i Ksigzek 2013), ale tez
intensywnoscig opieki rodzicielskiej (Sadowska i in. 2013 i 2015). Jesli zatozenia
hipotezy HDL s3 stuszne, wysitek reprodukcyjny matek powinien byé ograniczany przez
ich indywidualne zdolnosci do rozpraszania metabolicznego ciepta (Krdl i Speakman
2003a). Efekt ten powinien by¢ szczegdlnie zauwazalny w wysokiej temperaturze
otoczenia, gdzie z uwagi na maty gradient temperatur miedzy organizmem a
Srodowiskiem, usuwanie ciepta moze by¢ utrudnione. Golenie miato stuzy¢ uwalnianiu
laktujgcych samic od tych trudnosci i skutkowaé podniesieniem intensywnosci opieki
rodzicielskiej, wynikiem czego powinno byé szybsze tempo wzrostu miodych.
Spodziewatam sie, ze w temperaturze 30°C trudnosci w rozpraszaniu ciepta beda
bardziej dotkliwe dla matek z linii H-BMR, ze wzgledu na juz i tak wysokie wydatki
energetyczne zwigzane z utrzymaniem wysokiego BMR (w poréwnaniu do samic z linii
L-BMR), ktore dodatkowo potegowane bedg przez opieke nad potomstwem.
Zaktadatam, ze skutki podniesienia indywidulanych predyspozycji samic do
rozpraszania ciepta poprzez usuniecie siersci bedga silniej manifestowane wfasnie u
matek z linii H-BMR.

Zebrane dane pokazaty, ze odpowiedz matek z przeciwnych linii selekcyjnych na
eksperymentalne usuwanie warstwy izolacyjnej zalezata od temperatury otoczenia, w
jakiej wychowywaty swoje mtode. W temperaturze 23°C, matki z linii H-BMR
charakteryzowaty sie wiekszg masg ciata niz ich odpowiedniczki z linii o niskim BMR.
Golenie siersci powodowato wzrost masy ciata matek w czasie trwania laktacji, wzrost
ten byt jednak taki sam w obu liniach selekcyjnych (interakcja czas trwania
eksperymentu x golenie; Rycina 2A). Usuniecie siersci zwiekszyto tez ilos¢

konsumowanego pokarmu u matek z obu linii selekcyjnych, przy czym efekt ten byt
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najlepiej widoczny u golonych matek z linii H-BMR (interakcja linia selekcyjna x golenie;
Rycina 5A). Wynik ten korespondowat z szybszym przyrostem masy miotéw
pozbawionych siersci matek z wysokim BMR (interakcja linia selekcyjna x golenie;
Rycina 10A). Pomimo tego, ze konsumpcja pokarmu i masy miotéw golonych matek z
linii H-BMR rosty w temperaturze 23°C, efektywnos$¢ trawienia pokarmu, jak rowniez
ilos¢ energii asymilowanej z pokarmu (MEI) oraz dzienne wydatki energetyczne (DEE) w
szczycie laktacji nie byty wieksze w grupie matek golonych w poréwnaniu do matek
niepozbawionych siersci w linii H-BMR (Rycina 6A, 7A i 8A). Co ciekawe, w szczycie
laktacji przyrostowi masy miotéw w grupie matek golonych z wysokim BMR nie
towarzyszyta wieksza zawarto$é energii w mleku (MEO; Rycina 9A). Co wiecej, wartos¢
MEO byta taka sama u matek z przeciwnych linii selekcyjnych w temperaturze 23°C
(F1,18=2,11; P = 0,2; Rycina 9A). Rycina 5A pokazuje, ze na usuniecie siersci, laktujgce w
23°C matki z linii L-BMR takze zareagowaty zwiekszeniem ilosci konsumowanego
pokarmu w czasie laktacji, chociaz efekt ten byt najstabiej manifestowany w
poréwnaniu do pozostatych grup matek (Rycina 5A). Golone matki z niskim BMR stabiej
radzity sobie z opiekg nad potomstwem (Rycina 10A). Podobnie, jak u samic z wysokim
BMR, golenie sier$ci u matek z linii L-BMR takze nie miato wptywu na strawnos$é
pokarmu podczas laktacji (Rycina 6A), nie powodowato asymilowania wiekszej ilosci
energii z pokarmu (MEI; Rycina 7A), nie podnosito wydatkéw energetycznych (DEE;
Rycina 8A) oraz nie wptywato na zawartos¢ energii w mleku (MEO; Rycina 9A) w
poréwnaniu do matek z linii L-BMR niepozbawionych siersci.

Wyniki zebrane dla samic wychowujgcych mioty w temperaturze 23°C czeSciowo
korespondujg z rezultatami innych badan, wykorzystujgcych golenie jako narzedzie do
testowania zatozen hipotezy HDL. Usuwanie siersci matkom z linii H-BMR skutkowato
szybszym przyrostem masy ich miotéw, co byto zgodne z wczesniejszymi obserwacjami
u laktujacych gryzoni (np. Krdl i in. 2007, Sadowska i in. 2016, Ohrnberger i in. 2020).
Jednak w przytoczonych pracach, efekt ten zwigzany byt ze wzrostem zawartosci
energii w mleku matek, czego nie zaobserwowatam u matek charakteryzujgcych sie
wysokim BMR w przypadku Eksperymentu 1. Z drugiej strony, golone matki z linii L-
BMR miaty takg samg kalorycznos¢ mleka (MEO) w temperaturze 23°C, jak golone
samice z linii H-BMR, przy czym wychowywaty one mniejsze mioty w poréwnaniu do

swoich odpowiedniczek z linii H-BMR.
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W temperaturze 30°C matki z przeciwnych linii selekcyjnych nie rdznity sie masa
ciata (Rycina 2B). Masa ciata samic w 30°C byfa taka sama, jak w temperaturze 23°C
(Tabela 1). Masa ciata matek w 30°C zmieniata sie w czasie, golenie siersci skutkowato
zauwazalnymi zmianami w masie ciata golonych matek z obu linii selekcyjnych (Rycina
2B). Konsumpcja pokarmu w 30°C byfa nizsza w poréwnaniu do temperatury
kontrolnej (Tabela 1), matki z obu linii selekcyjnych jadty tyle samo, bez wzgledu na to,
czy byly pozbawione siersci, czy tez nie (Rycina 5B). Efektywnos¢ trawienia pokarmu
byta lepsza w 30°C, niz w 23°C (Tabela 1), lepiej radzity sobie golone i niegolone matki z
linii L-BMR (Rycina 6B). Golenie siersci nie miato wptywu na wartos¢ MEI, DEE oraz
MEO, przy czym ilo$¢ asymilowanej z pokarmu energii byta taka sama w obu liniach
selekcyjnych (Rycina 7B), dzienne wydatki energetyczne byty wieksze u matek z linii H-
BMR (Rycina 8B), natomiast to matki z linii L-BMR produkowaty mleko o wyiszej
kalorycznosci w poréwnaniu do matek z linii H-BMR (Rycina 9B). Tempo przyrostu
masy miotow w temperaturze 30°C byto zdecydowanie wieksze niz w warunkach
kontrolnych (Tabela 1), ale golenie siersci nie miato wptywu na przyrost masy miotow.
Szybciej przyrastaty mioty wychowywane przez golone i niegolone matki z linii L-BMR
(Rycina 10B). Zebrane dane nie sg spdjne z wynikami innej pracy, w ktérej laktujgce w
temperaturze 30°C samice nornika zwyczajnego poddano procedurze golenia,
obserwujac przy tym szybsze tempo wzrostu potomstwa, ktdremu nie towarzyszyto
zwiekszenie kalorycznosci produkowanego mleka (Simons i in. 2011).

Ekspozycja matek i ich potomstwa do temperatury otoczenia 30°C, skutkowata
szybszym przyrostem masy miotow w pordwnaniu do warunkéw kontrolnych, ale
rowniez wzrostem temperatury ciata w okresie laktacji, zardwno u matek z niskim, jak i
wysokim BMR (Tabela 1; Rycina 3B). W obu temperaturach istotna byta interakcja linia
selekcyjna x golenie (Rycina 3). W 23°C temperatura ciata nie zmieniata sie podczas
laktacji i byta wyzsza u niegolonych samic z linii H-BMR (Rycina 3A). Przyrost masy
miotdw w tej temperaturze takze byt wiekszy u matek z wysokim BMR, z tym ze
obserwowatam go u samic pozbawionych siersci (interakcja linia selekcyjna x golenie;
Rycina 10A). Wynik ten sugeruje, ze usuniecie warstwy izolacyjnej uwolnito matki z
wysokim BMR od trudnosci w pozbywaniu sie metabolicznego ciepta, co przetozyto sie
na intensywniejszg opieke rodzicielska i szybsze tempo wzrostu mtodych. Pozbawione

siersci matki z linii L-BMR stabiej radzity sobie z opiekg nad potomstwem w 23°C
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(podobnie, jak w pracy Sadowska i in. 2019 na tym samym modelu zwierzecym), co
moze oznaczaé, ze w tej temperaturze matki z niskim BMR obarczone byty kosztami
wiasnej termoregulacji, przez co zmuszone byty inwestowaé energie w utrzymanie
statej temperatury ciata, kosztem ograniczenia energii przeznaczonej na opieke nad
mtodymi (Rycina 10A). W 30°C najwyzszg temperature ciata obserwowatam natomiast
u niegolonych matek z linii L-BMR (Rycina 3B). Tempo przyrostu masy miotéw matek z
tej linii takze bylo najwyisze w temperaturze 30°C, jednakowe w grupie matek
golonych i niepozbawionych siersci (Rycina 10B). Wyglada na to, ze ekspozycja matek z
linii L-BMR do tej temperatury ‘odcigzyta’ ich budzety energetyczne, nie musiaty
produkowa¢ ciepta, by utrzymaé temperature ciata, dzieki czemu mogty inwestowaé
energie w opieke nad mtodymi. Ponadto, w temperaturze 30°C obserwowatam
pozytywng korelacje miedzy masg miotu a temperaturg ciata matek. Z rozktadu
punktdw na rycinie wida¢, ze pojedyncze matki z niskim BMR, wychowujgce
jednoczesnie najciezsze mioty, miaty takze najwyzszg temperature ciata (Rycina 4B).
Wyniki te wskazujg na akumulacje ciepta w ciatach matek obcigzonych opieka nad
mtodymi (silniej w 30°C) i sg zbiezne z wynikami innych prac (np. Wen i in. 2017, Deng i
in. 2020).

Masa narzadéw wewnetrznych (z wyjatkiem brunatnej tkanki ttuszczowej) byta
wieksza u samic z wysokim tempem metabolizmu (Sadowska i in. 2013, Ksigzek i
Konarzewski 2016; Tabela 3). Ten sam trend w miedzyliniowych réznicach w masie
narzagdéw utrzymywat sie w temperaturze 23°C i 30°C. Usuniecie siersci wptyneto
jedynie na zmiane masy jelita cienkiego, tylko u matek laktujgcych w 30°C (interakcja
linia selekcyjna % golenie; Rycina 11A). W tej temperaturze masa jelita cienkiego byta
najwieksza u golonych matek z linii H-BMR (Rycina 11A). Spodziewatam sie tez, ze
matki zredukujg mase narzadéw wewnetrznych w wysokiej temperaturze otoczenia.
Pozwolitoby to im na ograniczenie ilosci ciepta generowanego w wyniku aktywnosci
narzgdéw metabolicznych (Roff 2002, Pigiliucci 2005, Ksigzek i in. 2009). Wyniki
pokazaty jednak, ze ekspozycja do temperatury 30°C skutkowata zmniejszeniem tylko
masy nerek, pozostate narzady wewnetrzne byly podobnej wielkosci, jak u matek
laktujgcych w 23°C (Tabela 3). Obserwacja ta moze sugerowaé, ze ekspozycja do

temperatury 30°C nie generowata az tak duzych ilosci metabolicznego ciepta z pracy
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narzagddéw i nie stanowita az tak duzego obcigzenia dla laktujgcych matek, jak
poczatkowo zaktadatam.

Podsumowujac, wyniki Eksperymentu 1 pokazuja, ze samice myszy
laboratoryjnych selekcjonowane w kierunku rozbieznego tempa metabolizmu
podstawowego inaczej radzg sobie z wysitkiem rodzicielskim w temperaturze
kontrolnej i w 30°C. W temperaturze 23°C przyrost masy miotéw byt wiekszy u
pozbawionych siersci matek z linii H-BMR. Jak sie spodziewatam, ekspozycja matek z
wysokim BMR do wysokiej temperatury otoczenia ograniczyta ich wysitek rodzicielski.
Inaczej, niz zaktadatam, w temperaturze 30°C szybciej przyrastaty mioty matek z linii L-
BMR, a nie mioty matek pozbawionych siersci z linii H-BMR. Co wazne, nawet bez
efektu golenia wysitek rodzicielski matek z niskim BMR byt wyzszy w poréwnaniu do
matek z linii H-BMR laktujgcych w tej samej temperaturze. Usuniecie siersci uwalniato
matki od trudnosci w rozpraszaniu metabolicznego ciepta, ale tylko w temperaturze
23°C i tylko u samic charakteryzujgcych sie wysokim BMR. Wyniki uzyskane w

Eksperymencie 1 tylko czesciowo dostarczajg poparcia dla zatozen hipotezy HDL.
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2.4. Tabele i ryciny



Tabela 1. Wyniki 3-czynnikowej analizy wariancji ANOVA/ANCOVA dla uktadow w powtdrzonymi pomiarami z przynaleznoscig do linii selekcyjnej, ekspozycja
do temperatury 30°C i goleniem jako zmiennymi niezaleznymi oraz wptywem czasu trwania eksperymentu na zmiany masy ciata, temperatury ciata,
konsumpcji i strawnosci pokarmu oraz tempa przyrostu masy miotéw u laktujgcych samic myszy laboratoryjnych (masa miotu jako zmienna ciggta w analizie

réznic w temperaturze ciata oraz liczba mtodych w miocie jako zmienna ciggta w analizie réznic w konsumpcji pokarmu i przyroscie masy miotéw).

zmienne zalezne

masa ciata temperatura ciata konsumpcja pokarmu  strawnos¢ pokarmu tempo przyrostu masy miotu
Faf P Faf P Fa P Faf P Faf P
linia 10,12;50 0,002 (+) 2,69:,: 0,1 0,83:7s 0,4 4,521 75 0,04 (-) 9,281,711 0,004 (-)
temperatura 0,241,580 0,6 9,48,,1 0,006 (-) 69,24:75 <0,0001(+) 52,5317 <0,0001 (-) 12,8217 0,0006 (-)
golenie 0,791,50 0,4 0,21:,1 0,7 1,85:755 0,2 0,981,75 0,3 0,0006;,71 0,9
linia*temperatura 4,761,50 0,03 0,011 0,9 2,031,755 0,2 1,43175 0,2 1,011,711 0,3
|inia*go|enie 0,031,380 0,9 0,261,21 0,6 10,52:75 0,001 0,461,75 0,5 4,28171 0,04
golenie*temperatura 0,00115 0,9 0,53121 0,5 1,93,7s 0,2 0,514,75 0,5 1,371,711 0,2
czas 12,686450 <0,0001 4,67¢1.0 0,0002 8,15537;5 <0,0001 73,03537;5  <0,0001 2,855 355 0,02
czas*linia 3,185450 0,004 0,166142 0,9 2,11s575 0,06 2,195,375 0,06 2,935,355 0,01
czas*temperatura 4,45¢450  0,0002 1,846142 0,1 4,9353;5 00,0002 5,055,375 <0,0001 1,795,355 0,1
czas*golenie 3,486450 0,002 1,226140 0,3 1,135575 0,3 1,115,375 0,4 3,185,355 0,008

Warto$¢ P < 0,05 oznaczona jest pogrubiong czcionka.
Znak (+) przy wartosci P oznacza: H-BMR > L-BMR i 23°C > 30°C; natomiast znak (-) oznacza: L-BMR > H-BMR i 30°C > 23°C.
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Tabela 2. Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej, ekspozycji do temperatury 30°C oraz golenia na dzienne spozycie energii (DEl; Daily Energy Intake), ilos¢
energii brutto pobieranej z pokarmu (GEl; Gross Energy Intake), zawartos¢ energii w odchodach (GEfeaces; Gross Energy of feaces), ilos¢ energii asymilowanej
z pokarmu (MEI; Metabolisable Energy Intake), dzienne wydatki energetyczne (DEE; Daily Energy Expenditure) i kalorycznos¢ mleka (MEO; Milk Energy
Output) u laktujgcych samic myszy laboratoryjnych. Wartosci przedstawione w tabeli wyrazone sg jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z 3-

czynnikowej analizy wariancji ANCOVA + SE (btagd standardowy) i korygowane o przyrost masy miotéw miedzy 12 a 14 dniem laktacji.

zmienne niezalezne

linia selekcyjna temperatura otoczenia manipulacja

H-BMR L-BMR 23°C 30°C golenie brak golenia
DEI 191,19 +7,16 181,99 +4,81 206,41+ 5,56 171,5 4,67 188,42 + 5,60 183,92 + 6,65
GEI 241,32 £9,74 225,71 £5,99 261,74 7,39 213,24 +6,11 234,82 + 7,42 231,62 + 9,06
GEfeaces 49,31+2,76 45,36+ 1,47 55,36+ 1,93 41,65+1,51 46,98 + 1,87 47,40 £ 2,45
MEI 185,87 £7,21 175,34 +3,94 200,21 £5,39 163,91+ 3,93 180,10 + 5,47 181,26 £ 6,46
DEE 103,37 £3,91 89,31+2,75 109,53 + 2,61 85,11 +2,75 95,38 + 3,26 97,56 + 4,18
MEO 82,50 + 4,02 86,03 £ 3,50 90,68 +4,12 78,80 + 3,13 84,71 + 3,77 83,70+ 3,73
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Tabela 3. Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej, ekspozycji do temperatury 30°C oraz golenia na mase narzagdéw aktywnych metabolicznie u laktujgcych
samic myszy laboratoryjnych. Wartos$ci przedstawione w tabeli wyrazone sg jako $rednie wartosci najmniejszych kwadratéw z 3-czynnikowej analizy

wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy) i korygowane o mase matki w 14 dniu laktacji pomniejszong o mase tresci jelitowej i mase analizowanego

narzadu.
zmienne niezalezne
linia selekcyjna temperatura otoczenia manipulacja
H-BMR L-BMR 23°C 30°C golenie brak golenia
nerki 0,527 £ 0,010 0,404 + 0,008 0,497 £ 0,014 0,438 £ 0,010 0,472 +£0,012 0,462 + 0,014
jelito 3,161+ 0,101 2,311+ 0,059 2,915+0,124 2,603 + 0,082 2,840 +0,109 2,667 + 0,103
serce 0,178 + 0,003 0,159 + 0,003 0,172 + 0,003 0,165 + 0,003 0,172 + 0,003 0,165 + 0,003
watroba 2,116 + 0,067 1,672 £ 0,031 2,005+ 0,071 1,812 + 0,054 1,959 + 0,059 1,848 + 0,068
IBAT 0,033 + 0,001 0,061 + 0,002 0,048 + 0,003 0,046 + 0,003 0,048 + 0,003 0,046 + 0,003
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Rycina 1. Schemat przebiegu Eksperymentu 1, w ktérym laktujgce samice myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR poddane byty ekspozycji do

temperatury 30°C i pozbawione warstwy izolacyjnej w postaci siersci. Opis ryciny znajduje sie w tekscie (Rozdziat 2).
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Rycina 2. Zmiany masy ciata laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Czesci samic z
przeciwnych linii selekcyjnych usunieto warstwe izolacyjng (siers¢). Zmiany masy ciata wyrazone sg jako wartosci absolutne z analizy wariancji ANOVA + SE

(btad standardowy) dla uktadéw z powtérzonymi pomiarami.
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Rycina 3. Zmiany temperatury ciata laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. CzesSci samic z
przeciwnych linii selekcyjnych usunieto warstwe izolacyjng (siers¢). Temperatura ciata wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratow z

analizy wariancji ANCOVA + SE (btagd standardowy) dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami (korygowane o mase miotu).
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Rycina 4. Korelacja miedzy masg miotu a srednig temperaturg ciata obserwowana w 14 dniu laktacji u samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w

temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C.
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Rycina 5. Zmiany w konsumpcji pokarmu laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Czesci samic
z przeciwnych linii selekcyjnych usunieto warstwe izolacyjng (siers¢). Konsumpcja pokarmu wyrazona jest jako $rednie wartosci najmniejszych kwadratéw z

analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy) dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami (korygowane o liczbe mtodych w miocie).
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Rycina 6. Zmiany strawnosci pokarmu u laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Czesci samic z
przeciwnych linii selekcyjnych usunieto warstwe izolacyjng (siersc). Strawnos¢ pokarmu wyrazona jest jako wartosci absolutne z analizy wariancji ANOVA *

SE (btad standardowy) dla uktadéw z powtérzonymi pomiarami.
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Rycina 7. Wptyw golenia siersci na ilo$¢ energii metabolizowanej (MEI; Metabolisable Energy Intake) przez laktujgce samice myszy laboratoryjnych z linii L-
BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Warto$¢ MEI oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Wartos¢ MEI wyrazona jest jako
Srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem

laktacji.
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Rycina 8. Wptyw golenia siersci na dzienne wydatki energetyczne (DEE; Daily Energy Expenditure) laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-
BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Warto$¢ DEE oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Warto$¢ DEE wyrazona jest jako srednie

wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem laktacji.
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Rycina 9. Wplyw golenia siersci na kalorycznos¢ mleka (MEO; Milk Energy Output) produkowanego przez laktujgce samice myszy laboratoryjnych z linii L-
BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Warto$¢ MEO oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Warto$¢ MEO wyrazona jest jako
Srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji ANCOVA + SE (btagd standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem

laktacji.
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Rycina 10. Zmiany tempa przyrostu masy miotow laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C.
Czesci samic z przeciwnych linii selekcyjnych usunieto warstwe izolacyjng (siers¢). Przyrost masy miotow wyrazony jest jako $rednie wartosci najmniejszych

kwadratow z analizy wariancji ANCOVA * SE (btad standardowy) dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami (korygowane o liczbe mtodych w miocie).
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Rycina 11. Wptyw golenia siersci na mase jelita cienkiego laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B)

30°C. Masa jelita cienkiego wyrazona jest jako $rednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy), korygowane

o0 mase ciata matki w 14 dniu laktacji pomniejszong o mase jelita.
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3. Kompromis miedzy wysitkiem reprodukcyjnym a reakcja obronng u samic
myszy laboratoryjnych réznigcych sie tempem metabolizmu podstawowego
(BMR)

Zgodnie z teorig historii zycia, ilos¢ energii dostepna organizmowi jest ograniczona.
Ograniczenia ilosci energii wymuszajg realokacje pobieranych ze srodowiska zasobdéw
miedzy rézne, konkurujace ze sobg funkcje fizjologiczne. Okolicznos¢ ta prowadzi do
ujawniania sie kompromiséw fizjologicznych (ang. trade-off), polegajgcych na
inwestowaniu wiekszej ilosci energii w funkcje kluczowe do przezycia, kosztem redukgji
naktadéw przeznaczanych na procesy w danym momencie mniej istotne (Stearns
1992).

Jeden z najczesciej opisywanych kompromiséw fizjologicznych dotyczy alokacji
zasobow energii miedzy reprodukcjg a budowaniem odpowiedzi immunologicznej. Jak
juz zaznaczytam we Wstepie rozprawy, zaréwno wysitek reprodukcyjny, jak i reakcja
odpornosciowa sg funkcjami wymagajgcymi duzych naktadéw energii. Uktad
odpornosciowy  kregowcow  jest  strukturg niezwykle  ztozong, komorki
immunokompetentne obecne we krwi i narzagdach wewnetrznych odpowiadajg za
rozpoznawanie i usuwanie antygenéw. Uruchamianie zarowno nieswoistych, jak i
swoistych reakcji obronnych powigzane jest ze zwiekszong konsumpcjg tlenu, wymaga
zatem duzych zasobdéw energetycznych. Zapotrzebowanie na energie jest istotne,
zwlaszcza w przypadku rozwoju odpornosci nabytej, kluczowej dla dostosowania
organizmu do warunkéw srodowiska (Demas i in. 1997 oraz 2004, Derting i Compton
2003, Klasing 2004, Martin i in. 2008). Okresowi rozrodu towarzyszg natomiast zmiany
morfologiczne (m.in. przebudowa narzagdéw wewnetrznych), co zwigzane jest ze
zwiekszonym zapotrzebowaniem na sktadniki odzywcze i energie (Johnson i in. 2001b,
Speakman 2008, Xu i in. 2012). Ponadto, zaréwno reprodukcja, jak i rozwdj odpowiedzi
immunologicznej generujg produkcje duzych ilosci metabolicznego ciepta (Lochmiller i
Deerenberg 2000, Leshchinsky i Klasing 2001, Martin i in. 2008, Speakman i in. 2008,
Yangiin. 2013b).

Ujawnianie sie kompromiséw miedzy reprodukcjg a funkcjonowaniem uktadu
odpornosciowego byto wielokrotnie obserwowane u zwierzat z rdinych grup
systematycznych, nie tylko ssakow. Przyktadowo, Horn i Luong (2021) wykazali, ze
kojarzone z samcami samice muszki owocowej (Drosophila melanogaster) byty bardziej
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podatne na infekcje pasozytnicze w pordwnaniu do samic, ktére nie braty udziatu w
reprodukcji. Natomiast samice jednego z gatunkéw komaréw (Anopheles albimanus),
ktore poradzity sobie ze zwalczeniem infekcji pasozytniczej, nie byly w stanie
wyprodukowac jaj (Contreras-Gardun i in. 2013). U ptakéw, skowronki zwyczajne
(Alauda arvensis) poddane obcigzeniom immunologicznym podczas okresu
reprodukcji, obnizaty ilo$¢ energii inwestowanej w rozréd w kolejnym sezonie
(Hagemanniin. 2013).

Kompromisy fizjologiczne miedzy opieka rodzicielska a odpowiedzig
immunologiczng czesto badane byty u drobnych ssakéw. Cai i wspdtautorzy (2009)
wykazali, ze samce nornika Brandta (Lasiopodomys brandtii) w odpowiedzi na
immunizacje ludzkimi przeciwciatami 1gG obnizaty mase jader i najgdrzy oraz miaty
nizszy poziom testosteronu w poréwnaniu do samcéw nieimmunizowanych. Z kolei
chomiki syberyjskie (Phodopus sungorus), ktérym podano substancje ograniczajgca
wchtanianie glukozy, obnizaty ilo$¢ energii inwestowanej zaréwno w reprodukcije, jak i
rozwdj reakcji odpornosciowej (Carlton i in. 2014).

Jak juz zaznaczytam wczesniej, do niedawna badania nad budzetami
energetycznymi zwierzat zaktadaty, ze gtdwnym czynnikiem limitujgcym wydatkowanie
energii jest jej dostepnos$¢. Jednak zgodnie z zatozeniami hipotezy HDL, w celu
unikniecia szkodliwych skutkdédw przegrzania, zwierzeta sg ograniczane raczej przez
zdolnos¢ do skutecznego rozpraszania ciepta metabolicznego (przeglad w Speakman i
Krol 2010). Zatem, obcigzanie budzetow zwierzat dwiema kosztownymi energetycznie
funkcjami, zwigzanymi z generowaniem duzych ilosci ciepta, powinno przybliza¢ je do
gornej granicy zdolnosci do rozpraszania ciepta, a w konsekwencji wymusi¢ przyznanie
znaczenia priorytetowego funkcji, w danym momencie najwazniejszej dla przetrwania.
Zaréwno reprodukcja, jak i reakcja obronna idealnie wpasowujg sie w zatozenia
hipotezy HDL, wiec ich jednoczesne zastosowanie powinno doprowadzié¢ do ujawniania
sie kompromisdw miedzy tymi funkcjami.

Gtéwnym zatozeniem Eksperymentu 2 byto stworzenie okolicznosci do
ujawniania sie kompromiséw miedzy opiekg rodzicielskag a odpowiedzig
immunologiczng u laktujgcych samic rdznigcych sie tempem metabolizmu
podstawowego. W tym celu, przeprowadzitam doswiadczenie analogiczne do

opisanego w Rozdziale 2, réznigce sie jedynie zastosowang manipulacjg (Rycina 12).
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Podobnie, jak w Eksperymencie 1, w dniu porodu samice z linii L-BMR i H-BMR
poddatam ekspozycji do 30°C (tj. temperatury utrudniajgcej rozpraszanie
metabolicznego ciepta). Zamiast usuwania siersci i manipulowania gradientem
temperatury miedzy ciatem matek a otoczeniem, obcigzytam budzety energetyczne
samic produkcjg dodatkowego ciepta, zwigzanego z rozwojem reakcji odpornosciowe;.
W celu wywotania swoistej reakcji obronnej typu humoralnego, immunizowatam
samice antygenem KLH (ang. Keyhole Limpet Hemocyanin), biatkiem izolowanym od
Slimaka z gatunku Megathura crenulata. Antygen ten warunkuje rozwdj zaleznej od
limfocytow Th2 swoistej reakcji obronnej typu humoralnego. Poza tym, zastosowanie
biatka KLH idealnie wpasowuje sie w zatozenia Eksperymentu 2, gdyz oprécz tego, ze
warunkuje powstawanie swoistych przeciwciat anty-KLH IgM, podnosi tez wydatki
energetyczne zwierzat oraz powoduje produkcje dodatkowego ciepta w postaci
goraczki, nie powodujgc zadnych skutkéw ubocznych u zwierzat (Demas i in. 1997,
Minozzi i in. 2007, Martin i in. 2008, Ksigzek i Konarzewski 2012 oraz 2016,
Swaminathan i in. 2017). Z uwagi na fakt, iz maksymalna produkcja przeciwciat anty-
KLH IgM obserwowana jest 5 dni po podaniu tego antygenu, poziom odpowiedzi
humoralnej ocenitam 14 dnia laktacji (Demas i in. 1997).

Spodziewatam sie, ze jednoczesne obcigzenie budzetéow energetycznych zwierzat
metabolicznymi kosztami laktacji i rozwoju reakcji obronnej spowoduje produkcje
duzych ilosSci ciepta, przyblizy matki do gdrnej granicy ich zdolnosci do rozpraszania
ciepta i spowoduje ujawnianie sie kompromiséw miedzy tymi funkcjami. Ujawnianie sie
kompromisu powinno by¢ silnej manifestowane u matek poddanych ekspozycji do
30°C. Zaktadatam, ze samice z niskim lub wysokim BMR inaczej odpowiedzg na
fizjologiczne ograniczenia spowodowane jednoczesng laktacjg i immunizacjg. Matki z
linii H-BMR (wysokie tempo produkcji energii, wyzsza temperatura ciata, silna
odpowiedz na antygen KLH i wieksze inwestycje w opieke rodzicielskg) bedg miaty
trudnosci w rozpraszaniu ciepta w temperaturze 30°C. By unikng¢ hipertermii,
ograniczg funkcje obronne organizmu i dadzg priorytet reprodukcji. W efekcie ich
mtode bedg rosty szybciej niz mioty matek z linii L-BMR. Samice z linii L-BMR ponosza
nizsze koszty utrzymania organizmu, opieki rodzicielskiej i rozwoju reakcji obronnej.
Zatozytam, ze nawet w temperaturze 30°C ich zdolno$é do rozpraszania ciepta nie

bedzie ograniczona w takim samym stopniu, jak u samic z linii H-BMR i nie dojdzie u
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nich do immunosupresji. Spodziewatam sie, ze w 30°C matki z linii o niskim BMR
uruchomia produkcje specyficznych przeciwciat anty-KLH IgM, przy czym ich miode

0siggna mniejsze rozmiary ciata niz mioty samic z przeciwnej linii selekcyjnej.

3.1. Materiaty i metody

3.1.1. Obiekt badan

W Eksperymencie 2 do rozrodu witgczytam 120 samic myszy laboratoryjnych szczepu
Swiss-Webster (po 60 z kazdej linii selekcyjnej). Po porodzie matki wychowywaty swoje
naturalne mioty. Wszystkie samice byty w wieku okoto 18 tygodni i pochodzity z
pokolenia F54 sztucznego eksperymentu selekcyjnego prowadzonego w kierunku
utrzymania rozbieznego tempa metabolizmu podstawowego (BMR; Ksigzek i in. 2004,
Konarzewski i in. 2005). Opis procedury pomiaru tempa metabolizmu podstawowego,
ktory stuzy potwierdzeniu przynaleznosci myszy do linii o niskim lub wysokim BMR
przedstawitam w Rozdziale 2 rozprawy (Podrozdziat 2.1.1.). Przed rozpoczeciem
Eksperymentu 2 (w czasie pomiaréw BMR i w okresie cigzy), jak réwniez w jego trakcie,
samice przebywaty w klimatyzowanych pomieszczeniach o fotoperiodzie 12h/12h (12
godzin dzien/12 godzin noc). Wszystkie samice miaty nieograniczony dostep do wody i
pokarmu. Zwierzeta karmione byly petnowartosciowym granulatem Labofeed

produkowanym w Wytwérni Pasz A. Morawski (Kcynia).

3.1.2. Opis eksperymentu

Opisany tutaj Eksperyment 2 przebiegat zgodnie ze schematem przedstawionym na
Rycinie 12. Przed kojarzeniem par w obrebie tej samej linii selekcyjnej, losowo
wybranym 40 samicom (20 z linii L-BMR i 20 z linii H-BMR) dootrzewnowo
implantowatam transmitery do monitorowania zmian temperatury ciata. W dniu
porodu, 30 matek z linii o niskim i tyle samo matek z linii o wysokim BMR wraz z ich
miotami przeniostam z temperatury 23°C do temperatury 30°C. Pozostate samice i ich
mtode pozostaty w temperaturze kontrolnej 23°C. W 9 dniu laktacji, uktad
odpornosciowy matek stymulowatam do produkcji specyficznych przeciwciat podaniem
antygenu KLH (u 15 matek z linii L-BMR i 15 matek z linii H-BMR znajdujgcych sie w
temperaturze 23°C oraz u 15 matek z linii L-BMR i 15 matek z linii H-BMR w

temperaturze 30°C). Taka sama liczba matek otrzymata zastrzyk w postaci sterylnego
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PBS (grupa kontrolna do immunizowanej KLH). Od 2 do 14 dnia po porodzie, w
odstepach 2-dniowych, kontrolowatam mase i temperature ciata matek, konsumpcje
pokarmu oraz mase miotéw i liczbe mtodych w miocie. W szczycie laktacji (miedzy 12 i
14 dniem laktacji; Sadowska i in. 2013) u losowo wybranych samic ze wszystkich grup
eksperymentalnych oceniatam parametry zwigzane z asymilacjg pokarmu i produkcja
energii, takie jak GEIl, GEfeaces, DEI, MEI, DEE oraz MEO. Na cele Eksperymentu 2
stworzytam 8 grup eksperymentalnych w uktadzie 2 x 2 x 2 (tzn. linia L-BMR i H-BMR x
temperatura 23°C i 30°C x KLH i PBS). Wszystkie pomiary wykonatam z wykorzystaniem
procedur szczegétowo opisanych w poprzednim Rozdziale (Podrozdziat 2.1). W 14-dniu
laktacji samice usmiercitam poprzez dyslokacje kregdw szyjnych, pobratam narzady
aktywne metaboliczne (nerki, serce, watrobe, jelito cienkie, brunatng tkanke
ttuszczowg) oraz narzady limfatyczne (grasice, $ledzione i wezty chtfonne pachwinowe),
ktore zwazytam z doktadnoscig do 0,0001 g i zabezpieczytam w temperaturze -80°C.
Pobrang krew odwirowatam przy predkosci 2500 rpm w czasie 15 minut, surowice
zamrozitam w temperaturze -80°C i wykorzystatam do oceny poziomu przeciwciat anty-

KLH IgM.

3.1.3. Immunizacja antygenem KLH

Aby indukowaé rozwdj swoistej odpowiedzi humoralnej, podatam samicom podskdrnie
150 pg antygenu KLH (Calbiochem, San Diego, CA, USA) rozpuszczonego w 0,1 ml
sterylnego ptynu fizjologicznego PBS (Ksigzek i Konarzewski 2012 i 2016). Natomiast
samice nalezgce do grupy kontrolnej zostaty poddane iniekcji taka samg iloscig

sterylnego PBS w tym samym punkcie czasowym.

3.1.4. Ocena poziomu przeciwciat anty-KLH IgM

Jako miare natezenia poziomu odpowiedzi immunologicznej przyjetam poziom
przeciwciat anty-KLH IgM w surowicy w 14 dniu laktacji (najwyzszy poziom przeciwciat
klasy IgM skierowanych przeciwko antygenowi KLH obserwowany jest po uptywie 5 dni
od immunizacji; Demas i in. 1997). Do oceny stezenia przeciwciat w surowicy
wykorzystatam komercyjny test immunoenzymatyczny (KLH IgM Mouse ELISA Kit firmy
ABNOVA, numer katalogowy KA2461), ktéry wykonatam zgodnie z instrukcjg dotagczong

przez producenta. W skrdcie, 100 pl surowicy pozyskanej od matek (rozciericzonej
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uprzednio w stosunku 1:200) umiescitam w dotkach ptytek titracyjnych. Jednoczesnie
przygotowatam krzywa kalibracyjng, wykorzystujagc w tym celu dofgczone do zestawu
standardy. Ptytki inkubowatam w temperaturze 25°C przez godzine, wstrzgsajac je przy
tym delikatnie z predkoscia 100 rpm. Po zakonczeniu inkubacji zawartos¢ dotkéw
usunetam, a ptytki 5-krotnie wyptukatam uzywajgc do tego buforu ptuczacego (1 x
Wash Solution) w objetosci 400 pl na kazdy dotek. Nastepnie, do kazdego dotka
dodatam po 100 ul Enzyme Conjugate Reagent i inkubowatam ptytki przez 45 minut w
temperaturze 25°C, wstrzgsajac je z predkoscig 100 rpm. Po tym czasie, zawartosc
dotkédw usunetam i powtdrzytam 5-krotny cykl ptukania. Nastepnie, do kazdego dotka
dodatam po 100 ul TMB Reagent i ponownie wstrzgsatam ptytki przy predkosci 100
rom przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, zatrzymatam przebieg
reakcji dodajgc do kazdego dotka po 100 ul Stop Solution. Zawartos¢ dotkow
wymieszatam i w ciggu 5 minut od zatrzymania reakcji odczytatam gestos¢ optyczna
kazdej préby przy dtugosci fali 450 nm, wykorzystujgc w tym celu czytnik mikroptytek
(BioTek, Winooski, VT, USA). Gestos¢ optyczng kazdej préby surowicy czytatam w
dwodch powtdrzeniach. W oparciu o krzywa kalibracyjng poziom przeciwciat anty-KLH

wyrazitam w jednostkach u/ml.

3.1.5. Analiza statystyczna

Miedzyliniowe rdznice w masie ciata samic przed implantacjg transmiteréw i
kojarzeniem w pary ocenitam za pomocg 1-czynnikowej analizy wariancji ANOVA, gdzie
zmienng niezalezng byta przynalezno$¢ do linii selekcyjnej (H-BMR lub L-BMR).

Do oceny zmian w masie ciata samic w czasie 14-dniowej laktacji wykorzystatam
3-czynnikowg analize wariancji ANOVA dla ukfadéw z powtdrzonymi pomiarami.
Zmienng zalezng byfa masa ciata matek mierzona w 2-dniowych odstepach (poczgwszy
od 2 do 14 dnia laktacji), zmiennymi niezaleznymi byly przynalezno$¢ do linii
selekcyjnej (H-BMR lub L-BMR), temperatura otoczenia (23°C lub 30°C) oraz
immunizacja (KLH lub PBS).

Zmiany w temperaturze ciata matek ocenitam z wykorzystaniem 3-czynnikowej
analizy wariancji ANCOVA dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami. Zmienng zaleing
byta temperatura ciata matek mierzona w 2, 4, 6, 8, 10, 12 i 14 dniu po porodzie,

natomiast zmiennymi niezaleznymi byty przynaleznos¢ do linii selekcyjnej, temperatura
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otoczenia oraz immunizacja. Jako zmienng ciggfa w tej analizie zastosowatam mase
miotu w kolejnych dniach po porodzie.

Do oceny zmian w konsumpcji, strawnosci pokarmu oraz tempie przyrostu masy
miotdw  wykorzystatam analize wariancji ANOVA/ANCOVA dla uktadéw z
powtdrzonymi pomiarami, z tymi samymi trzema zmiennymi niezaleznymi, jak
wymienione powyzej. Zmienne zalezne monitorowane byty w 2-dniowych odstepach
czasu, od 2 do 14 dnia laktacji. Zmienng ciggtg przy poréwnaniach konsumpcji pokarmu
i tempa przyrostu masy miotéw byta liczba mtodych w miocie w kolejnych dniach
laktacji.

Réznice w GEl, GEfeaces, DEI, MEI, DEE oraz MEO ocenitam z wykorzystaniem 3-
czynnikowej analizy wariancji ANCOVA, z przynaleznoscia do linii selekcyjnej,
temperaturg otoczenia i immunizacjg jako zmiennymi niezaleznymi oraz przyrostem
masy miotu (miedzy 12 a 14 dniem laktacji) jako zmienng ciggta.

Mase narzaddéw aktywnych metabolicznie (nerek, jelita cienkiego, serca, watroby
i brunatnej tkanki ttuszczowej) oraz narzaddéw limfatycznych (grasicy, $ledziony i
weztéw chtonnych pachwinowych) poréwnywatam z w wykorzystaniem tego samego
modelu, z tym Zze zmienng ciggta stanowita masa ciata matek w 14 dniu laktacji,
pomniejszona o mase badanego narzadu i mase tresci jelitowej.

Do pordwnania réznic w poziomie przeciwciat anty-KLH IgM wykorzystatam 3-
czynnikowg analize wariancji ANOVA ze zmiennymi niezaleznymi, jak wyszczegdlnione
powyzej.

Analize rdinic w wyszczegdlnionych powyzej zmiennych zaleznych
przeprowadzitam tez oddzielnie w obrebie temperatury 23°C i 30°C, z wykorzystaniem
2-czynnikowe] analizy wariancji ANOVA/ANCOVA lub analizy ANOVA/ANCOVA dla
uktadéw z powtdrzonymi pomiarami, gdzie przynaleznos¢ do linii selekcyjnej i
immunizacja stanowity zmienne niezalezne, a zmienng ciggtg byty zmienne wskazane
powyzej w odniesieniu do poszczegdlnych poréwnan.

Rdznice w masie ciata samic (zaréwno przed reprodukcjg, jak i w czasie trwania
laktacji) oraz poziom przeciwciat anty-KLH zostaty wyrazone jako wartosci absolutne z
analizy wariancji ANOVA + SE (btad standardowy). Zmiany w temperaturze ciata matek,
konsumpgji i strawnosci pokarmu, tempie przyrostu masy miotdw, parametrach GEl,

GEfeaces, DEI, MEI, DEE i MEQ oraz réznice w masie narzgddéw wewnetrznych wyrazone
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zostaty jako $rednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy ANOVA/ANCOVA + SE
(btad standardowy). Wyniki wszystkich analiz testowatam na poziomie istotnosci
statystycznej P = 0,05. Analizy statystyczne wykonatam przy pomocy programu

STATISTICA wersja 13.3.

3.2. Rezultaty

W analizach statystycznych uwzglednitam tgcznie 119 samic wraz z ich miotami. S3 to
wszystkie matki, ktére wychowywaty swoje mtode do 14 dnia laktacji. Ostatecznie
liczebnosc¢ grup eksperymentalnych przedstawiata sie w nastepujgcy sposdb:

linia H-BMR, temperatura 23°C, grupa KLH: n =14

linia H-BMR, temperatura 23°C, grupa PBS: n =13

linia H-BMR, temperatura 30°C, grupa KLH: n =13

linia H-BMR, temperatura 30°C, grupa PBS: n = 14

linia L-BMR, temperatura 23°C, grupa KLH: n = 16

linia L-BMR, temperatura 23°C, grupa PBS: n =17

linia L-BMR, temperatura 30°C, grupa KLH: n =17

linia L-BMR, temperatura 30°C, grupa PBS: n = 15.

3.2.1. Réznice w masie ciata matek

Aby poréwnaé¢ mase ciata matek przed rozpoczeciem Eksperymentu 2, wykonatam 1-
czynnikowg analize wariancji ANOVA z przynaleznoscia do linii selekcyjnej jako
zmienng niezalezng. Przed przystgpieniem do reprodukcji, samice nie réznity sie masg
ciata (F1,118 = 0,96; P = 0,3). Srednia masa ciata (+ SE) samic reprezentujacych linie z
wysokim BMR wynosita 27,70 g (+ 0,4), natomiast samic z linii o niskim BMR wynosita
27,19 g (+0,3).

Masa ciata samic zmieniata sie istotnie w czasie trwania laktacji (P < 0,0001;
Tabela 4). Zmiany masy ciata w czasie eksperymentu nie zalezaty od przynaleznosci do
linii selekcyjnej (P = 0,9), temperatury otoczenia (P = 0,07), nie zalezaty tez od
immunizacji (P = 0,1; Tabela 4). Sposrdd trzech zmiennych niezaleznych, istotny wptyw
na mase matek miata wytgcznie przynalezno$é linii selekcyjnej. Matki z wysokim BMR

byty srednio o okoto 4,1 g ciezsze niz ich odpowiedniczki z linii L-BMR (P < 0,0001).
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Niezaleznie od efektu linii selekcyjnej, srednia masa ciata matek byfa taka sama w obu
temperaturach (P = 0,9) oraz w grupie matek, ktérym podano KLH lub PBS (P = 0,6). Nie
byto interakcji miedzy zmiennymi niezaleznymi, jak réwniez miedzy czasem trwania
eksperymentu a zmiennymi niezaleznymi (P > 0,05 we wszystkich przypadkach; Tabela
4).

Poréwnanie masy ciata matek wykonane w obrebie obu temperatur pokazato, ze
masa ciata matek zmieniata w czasie trwania eksperymentu w obu temperaturach (2-
czynnikowa ANOVA; Fe 336 = 6,58; P < 0,0001 dla 23°C oraz Fe336 = 6,73; P < 0,0001 dla
30°C; Rycina 13), jednak zmiany masy ciata w czasie byty takie same w obu liniach
selekcyjnych (2-czynnikowa ANOVA; Fs336=0,40; P = 0,9 dla 23°C oraz Fs336=0,36; P =
0,9 dla 30°C), jak réwniez w grupie matek immunizowanych i kontrolnych (2-
czynnikowa ANOVA; Fe336 = 1,61; P = 0,1 dla 23°C oraz Fe336 = 0,92; P =0,5 dla 30°C).
Zaréwno w 23°C i w 30°C, masa ciata matek zalezata tylko od przynaleznosci do linii
selekcyjnej (Rycina 13). Wiekszg mase ciata miaty matki z linii H-BMR w poréwnaniu do
matek z linii L-BMR (2-czynnikowa ANOVA; F1,56 = 14,62; P = 0,0003 dla 23°C oraz F1,56 =
20,29; P < 0,0001 dla 30°C). W obu temperaturach immunizacja nie miata wptywu na
mase ciata matek (2-czynnikowa ANOVA; F156 = 0,03; P = 0,9 dla 23°C oraz F1,56 = 0,46;
P < 0,5 dla 30°C). Interakcja miedzy przynaleznosciag do linii selekcyjnej a immunizacjg

nie byfa istotna statystycznie (P > 0,08 w obu przypadkach).

3.2.2. Réznice w temperaturze ciata matek

Analiza pokazata, ze temperatura ciata matek zmieniata sie w kolejnych dniach laktacji
(P =0,03; Tabela 4). Zmiany temperatury ciata matek w czasie zalezaty od temperatury
otoczenia i byly wieksze w temperaturze 30°C (P = 0,007; Tabela 4). Nieistotne byty
interakcje miedzy czasem trwania laktacji a przynaleznoscig do linii selekcyjnej oraz
czasem trwania laktacji a immunizacjg (P = 0,9 w obu przypadkach; Tabela 4). Sposréd
trzech zmiennych niezaleznych na temperature ciata matek miata wptyw przynaleznosc
do linii selekcyjnej (wyzsza temperatura ciata u matek z linii H-BMR; P = 0,0003; Tabela
4) oraz temperatura otoczenia (wyzsza temperatura ciata matek w 30°C; P < 0,0001;
Tabela 4). Istotna interakcja miedzy przynaleznoscig do linii selekcyjnej a temperaturg
otoczenia pokazata, ze w 30°C to matki z linii H-BMR miaty wyzszg temperature ciata (P

< 0,0001; Tabela 4). Immunizacja nie miata wptywu na temperature ciata matek (P =
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0,9), jednak istotna okazata sie interakcja miedzy przynaleznoscig do linii selekcyjnej a
immunizacjg (P < 0,0001) oraz miedzy immunizacjag a temperaturg otoczenia (P =
0,0002; Tabela 4).

Temperatura ciata matek przetrzymywanych w 23°C nie zmieniata sie czasie
eksperymentu (2-czynnikowa ANCOVA; Fe9 = 0,67; P = 0,7; Rycina 14A). Nieistotna
byta tez interakcja czas trwania eksperymentu x linia selekcyjna (2-czynnikowa
ANCOVA; Fe90 = 0,72; P = 0,6) oraz czas trwania eksperymentu x immunizacja (2-
czynnikowa ANCOVA; Fso0 = 1,43; P = 0,2). Temperatura ciata matek zalezata od
immunizacji (2-czynnikowa ANCOVA; F1,14 =14,54; P = 0,002). Najwyzszg temperature
ciata w 23°C miaty immunizowane matki z linii L-BMR, co pokazata interakcja miedzy
przynaleznoscig do linii selekcyjnej a immunizacjg (2-czynnikowa ANCOVA; F1,14=22,90;
P = 0,0003; Rycina 14A). Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej byt na granicy
istotnosci statystycznej (2-czynnikowa ANCOVA; Fi14 = 4,38; P = 0,05). Analizy
wykonane w obrebie temperatury 30°C pokazaty, ze temperatura ciata samic zmieniata
sie w czasie (2-czynnikowa ANCOVA; Fsssa=3,61; P = 0,003; Rycina 14B), zmiany te byty
jednak takie same w obu liniach selekcyjnych (2-czynnikowa ANCOVA; Fss4 = 0,80; P =
0,6) oraz w grupie KLH i PBS (2-czynnikowa ANCOVA; Fesa = 0,07; P = 0,9). Obie
zmienne niezalezne miaty wptyw na temperature ciata matek w 30°C. Wyzszg
temperature ciata miaty matki z linii H-BMR (2-czynnikowa ANCOVA; ; F1,13=37,16; P <
0,0001) oraz matki poddane iniekcji roztworem PBS (2-czynnikowa ANCOVA; F113 =
6,54; P = 0,02; Rycina 14B). Istotna interakcja miedzy tymi dwiema zmiennymi
niezaleznymi pokazata, ze najwyziszg temperature ciata miaty matki z linii H-BMR,
ktorym podatam PBS (2-czynnikowa ANCOVA; F1,13=5,28; P = 0,04). Analiza wariancji w
30°C wykazata bardzo istotny wptyw masy miotu (zmiennej ciggtej) na temperature
ciata matek, wykonatam zatem analize korelacji miedzy masg miotu a temperaturg
ciata matek. Analizy potwierdzity istnienie pozytywnej korelacji miedzy tymi cechami (P
< 0,0001; r = 0,6; Rycina 15B). Z rozktadu punktéw na rycinie wida¢, ze najwieksza
temperature ciata miaty matki z linii H-BMR, ktére wychowywaty najciezsze mioty.
Analogiczna zaleznos¢ nie byta istotna u matek laktujgcych w temperaturze 23°C (P =

0,2; r=0,1; Rycina 15A).
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3.2.3. Réznice w konsumpcji pokarmu, strawnosci i ilosci asymilowanej energii
Analiza pokazata, ze konsumpcja pokarmu u laktujgcych samic zmieniata sie w czasie
trwania eksperymentu (P < 0,0001; Tabela 4). Zmiany w iloSci spozywanego pokarmu w
czasie laktacji wieksze byty w matek w temperaturze 23°C, o czym Swiadczy istotna
interakcja miedzy czasem trwania eksperymentu a temperaturg otoczenia (P = 0,001;
Tabela 4). Interakcja czas x linia selekcyjna oraz interakcja czas x immunizacja nie byty
istotne (P > 0,3 w obu przypadkach; Tabela 4). Sposréd zmiennych niezaleznych, wptyw
na konsumpcje pokarmu okazata sie miec¢ przynaleznos¢ do linii selekcyjnej (P <
0,0001; Tabela 4). Matki z linii H-BMR spozywaty wiecej pokarmu w poréwnaniu do ich
odpowiedniczek z linii L-BMR. Niezaleznie od efektu linii selekcyjnej, na ilos¢
konsumowanego pokarmu miata tez wptyw temperatura otoczenia (P < 0,0001;
Tabela). Matki umieszczone w 23°C jadty wiecej niz te, ktore poddano ekspozycji do
30°C. Immunizacja nie miata wptywu na ilo$¢ konsumowanego pokarmu (P = 0,7).
Ponadto, zadna z interakcji miedzy zmiennymi niezaleznymi nie byta istotna
statystycznie (P > 0,3 we wszystkich przypadkach; Tabela 4).

2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA dla uktaddéw z powtdrzonymi pomiarami
wykonana osobno dla 23°C i 30°C pokazata, ze konsumpcja pokarmu zmieniata sie w
kolejnych dniach laktacji w obu temperaturach (Fs2so = 7,46; P < 0,0001 dla 23°C; Fs,24s5
=12,32; P < 0,0001 dla 30°C; Rycina 16). W obu temperaturach interakcja czas x linia
selekcyjna oraz czas x immunizacja okazaty sie by¢ nieistotne (P > 0,6 we wszystkich
przypadkach). Zaréwno w 23°C, jak i w 30°C, ilos¢ konsumowanego pokarmu byta
wyzsza u matek z linii H-BMR w poréwnaniu do L-BMR (2-czynnikowa ANCOVA; F150 =
19,12; P < 0,0001 dla 23°C oraz F149 = 12,28; P = 0,001 dla 30°C; Rycina 16). W obu
temperaturach, immunizacja matek nie wptywata na ilos¢ spozywanego pokarmu (P >
0,3), nieistotna okazata sie takze by¢ interakcja linia selekcyjna x immunizacja (P > 0,3).

Strawnos$¢ pokarmu, podobnie jak konsumpcja pokarmu, zmieniata sie w
kolejnych dniach laktacji (P < 0,0001; Tabela 4). Zmiany w strawno$ci pokarmu w czasie
laktacji byty takie same w obu liniach selekcyjnych (interakcja czas x linia selekcyjna; P
= 0,6), w obu temperaturach (interakcja czas x temperatura otoczenia; P = 0,5) oraz w
grupie matek KLH i PBS (interakcja czas x immunizacja; P = 0,3; Tabela 4). Sposrod
zmiennych niezaleznych, tylko immunizacja nie miata wptywu na strawnos¢ pokarmu

(P = 0,6). Matki z linii L-BMR lepiej radzity sobie z trawieniem konsumowanego
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pokarmu niz samice z linii H-BMR (P < 0,0001; Tabela 4), przy czym niezaleznie od
efektu linii selekcyjnej, pokarm lepiej trawity matki poddane ekspozycji do 30°C (P <
0,0001; Tabela 4). Interakcje miedzy zmiennymi niezaleznymi nie byty istotne
statystycznie (P > 0,4 we wszystkich przypadkach; Tabela 4).

Jak pokazata 2-czynnikowa analiza wariancji ANOVA wykonana dla obu
temperatur osobno, efektywnos$¢ trawienia pokarmu zmieniata sie w czasie laktacji
zarowno w 23°C, jak i w 30°C (Fs,260= 31,77; P < 0,0001 dla 23°C oraz Fs250 = 23,64; P <
0,0001 w 30°C; Rycina 17). W obu temperaturach interakcja czas x linia selekcyjna (2-
czynnikowa ANOVA; Fs60 = 1,72; P = 0,1 dla 23°C oraz Fs2s0 = 0,79; P = 0,5 dla 30°C)
oraz interakcja czas x immunizacja (2-czynnikowa ANOVA; Fs260=1,29; P = 0,3 dla 23°C
oraz Fs;s0 = 1,48; P = 0,2 dla 30°C) nie byty istotne. Sposréd zmiennych niezaleznych,
tylko przynalezno$é do linii selekcyjnej miata wptyw na strawnos$¢ pokarmu w obu
temperaturach (2-czynnikowa ANOVA; F1,5,=9,02; P = 0,004 dla 23°C oraz Fi50=12,37;
P = 0,0009 dla 30°C; Rycina 17). Matki z linii L-BMR lepiej trawity pokarm zaréwno w
temperaturze 23°C, jak i 30°C. Immunizacja antygenem KLH nie miata wptywu na
strawnos$¢ pokarmu (2-czynnikowa ANOVA; Fi15; = 0,88; P = 0,4 dla 23°C oraz Fis0 =
0,04; P = 0,8 dla 30°C). Interakcja linia selekcyjna x immunizacja nie byfa istotna
statystyczne (P > 0,2 w obu temperaturach).

3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA pokazata, ze ekspozycja matek do
temperatury 30°C spowodowata redukcje ilosci energii brutto pobieranej z pokarmu
(GEl; F153 = 14,77; P = 0,0003), redukcje ilosci energii w odchodach (GEfeaces; F1,52 =
21,53; P < 0,0001), obnizenie dziennego spozycia energii (DEI; F1,53=12,50; P = 0,0008)
oraz obnizenie ilosci energii przyswajanej z pokarmu (MEI; F15 = 15,15; P = 0,0003;
Tabela 5; Rycina 18). Niezaleznie od temperatury otoczenia, warto$¢ GEI, GEfeaces, DEI
oraz MEI byty wyzsze u matek z wysokim BMR w poréwnaniu do matek z linii L-BMR
(odpowiednio F1,53=11,13; P = 0,0003; F1,52 = 13,84; P = 0,0005; F1,53=9,15; P = 0,004;
Fi50 = 7,03; P = 0,01; Tabela 5). Immunizacja nie miata wptywu na wartos¢ zadnego z
badanych parametréw (P > 0,3 we wszystkich przypadkach). Interakcje miedzy
zmiennymi niezaleznymi nie byty istotne statystycznie (P < 0,2 we wszystkich
przypadkach).

Z uwagi na silny efekt temperatury otoczenia w modelu gtéwnym, wykonatam

tez 2-czynnikowg analize wariancji ANCOVA oddzielnie dla temperatury 23°C i 30°C.
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Wartos$¢ GEl oraz GEfeaces byta wyzsza u matek z linii H-BMR zaréwno w temperaturze
23°C, jak i 30°C (GEl; F1,24 = 5,36; P = 0,03 dla 23°C i F1,27=4,46; P = 0,04 dla 30°C oraz
GEfeaces; F1,23=5,71; P = 0,03 dla 23°C oraz F1,27 = 7,66; P = 0,01 dla 30°C). Wartos¢ DEI
rowniez byta wyzsza u matek z wysokim BMR, jednak efekt przynaleznosci do linii
selekcyjnej istotny byt wytacznie w 23°C (F1,24= 4,54; P = 0,04 dla 23°C oraz F1,27 = 3,39;
P =0,1 dla 30°C). Z kolei wartos¢ MEI nie rdznita sie miedzy matkami z przeciwnych linii
selekcyjnych w obu temperaturach (F1,23= 3,73; P = 0,07 dla 23°C oraz F1,5 = 2,81; P =
0,1 dla 30°C; Rycina 18). Immunizacja nie miata wptywu na wartos¢ GEIl, GEfeaces, DEI
oraz MEI w obu temperaturach (P > 0,4 we wszystkich przypadkach), podobnie jak brak

interakgji linia selekcyjna x immunizacja (P > 0,5 we wszystkich przypadkach).

3.2.4. Réznice w dziennych wydatkach energetycznych i ilosci energii w mleku
Dzienne wydatki energetyczne (DEE) matek zalezaty od przynaleznosci do linii
selekcyjnej (F1,50 = 19,41; P < 0,0001). Wydatki energetyczne matek z linii H-BMR byty
wyzsze w poréwnaniu do matek z linii L-BMR (Tabela 5). Niezaleznie od przynaleznosci
do linii selekcyjnej, matki laktujgce w 23°C miaty wyzsze dzienne wydatki energetyczne
w poréwnaniu do samic umieszczonych w 30°C (F1,50 = 19,48; P < 0,0001, Tabela 5;
Rycina 19). Immunizacja nie miata wptywu na DEE matek (Fis0 = 3,20; P = 0,08).
Interakcje miedzy zmiennymi niezaleznymi nie byty istotne statystycznie (P > 0,07 we
wszystkich przypadkach).

Jak pokazata 2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA, poziom DEE matek zalezat
od przynaleznosci do linii selekcyjnej zaréwno w 23°C, jak i 30°C (F1,23 = 14,39; P =
0,0009 dla 23°C oraz F1,25 = 4,08; P = 0,05 dla 30°C; Rycina 19). Immunizacja nie miatfa
wptywu na DEE matek laktujgcych w obu temperaturach otoczenia (F1,23=1,12; P =0,3
dla 23°C oraz F125 = 1,71; P = 0,2 dla 30°C). Interakcje miedzy przynaleznoscig do linii
selekcyjnej a immunizacjg byty nieistotne statystycznie (P > 0,2 w obu temperaturach).

llos¢ energii w mleku matek nie zalezata od przynaleznosci do linii selekcyjnej (3-
czynnikowa ANCOVA; Fi50 = 0,001; P = 0,9; Tabela 5), jak rowniez od immunizacji
antygenem KLH (3-czynnikowa ANCOVA; F1,50= 0,00; P = 0,9; Tabela 5). Matki poddane
ekspozycji do 30°C i matki przetrzymywane w temperaturze kontrolnej miaty taka

samg warto$¢ MEO (3-czynnikowa ANCOVA; F150 = 2,75; P = 0,1; Tabela 5). Interakcje
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miedzy zmiennymi niezaleznymi nie byly istotne statystycznie (P > 0,1 we wszystkich
przypadkach).

2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA ujawnita brak efektu przynaleznosci do
linii selekcyjnej (F1,23=0,59; P = 0,4 dla 23°C oraz F1,25 = 0,42; P = 0,5 dla 30°C) i brak
wptywu immunizacji antygenem KLH (F1,23 = 0,03; P = 0,9 dla 23°C oraz F1,5=0,03; P =
0,9 dla 30°C) na MEO matek w obu temperaturach (Rycina 20). Interakcja linia

selekcyjna x immunizacja takze nie byta istotna statystycznie (P > 0,2).

3.2.5. Réznice w tempie przyrostu masy miotow

3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA ujawnita, ze tempo przyrostu masy miotéw
nie zmieniato sie w czasie trwania eksperymentu (P = 0,1; Tabela 4). Istotna
statystyczne okazata sie byc¢ interakcja miedzy czasem trwania eksperymentu a linig
selekcyjng sugerujgca, ze zmiany masy miotdw w czasie byty wieksze u matek z linii H-
BMR (P = 0,01). Interakcja czas x temperatura otoczenia (P = 0,4) oraz interakcja czas x
immunizacja (P = 0,9) byly nieistotne statystycznie. Sposréd trzech zmiennych
niezaleznych, istotny wptyw na przyrost masy miotéw miafta temperatura otoczenia
oraz przynaleznos¢ do linii selekcyjnej. Szybciej przyrastaty mioty matek poddanych
ekspozycji do temperatury 30°C (P < 0,0001; Tabela 4). W tej temperaturze sredni
przyrost masy miotu miedzy dwoma kolejnymi dniami laktacji wynosit 5,54 g + 0,11,
natomiast w temperaturze 23°C przyrost byt réwny 4,54 g + 0,11. Niezaleznie of efektu
temperatury otoczenia, mioty matek z linii H-BMR przyrastaty szybciej w poréwnaniu
do miotéw matek z linii L-BMR (P < 0,0001; Tabela 4). Immunizacja antygenem KLH nie
miata wptywu na tempo przyrostu masy miotéw (P = 0,9; Tabela 4). Istotna interakcja
temperatura otoczenia x immunizacja ujawnita, ze najwolniej przyrastaty mioty matek
nieimmunizowanych w temperaturze 23°C (P = 0,01; Tabela 4).

Analizy wykonane w obrebie temperatury 23°C nie potwierdzity zmian w
przyro$cie masy miotdw w czasie (2-czynnikowa ANCOVA; Fs 235 = 0,14; P = 0,9; Rycina
21A). Nieistotna okazata sie interakcja czas x przynaleznos¢ do linii selekcyjnej (2-
czynnikowa ANCOVA; Fs»35 = 1,85; P = 0,1) oraz interakcja czas x immunizacja (2-
czynnikowa ANCOVA; Fs235 = 0,47; P = 0,8). Z kolei w 30°C zaobserwowatam istotne
zmiany w tempie przyrostu masy miotéw w kolejnych dniach laktacji (2-czynnikowa

ANCOVA; Fs230=6,20; P < 0,0001; Rycina 21B). Interakcja czas x przynaleznos$¢ do linii
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selekcyjnej (2-czynnikowa ANCOVA; Fs230 = 1,61; P = 0,2), jak réwniez interakcja czas x
immunizacja (2-czynnikowa ANCOVA; Fs230=0,72; P = 0,6) nie byty istotne. Zaréwno w
temperaturze 23°C, jak i 30°C, przyrost masy miotu zalezat od przynaleznosci do linii
selekcyjnej (2-czynnikowa ANCOVA; F1,47=14,52; P = 0,0004 dla 23°C oraz F1,46= 8,18; P
= 0,006 dla 30°C; Rycina 21). W obu temperaturach mioty wychowywane przez matki z
linii H-BMR byty ciezsze w poréwnaniu do miotdw matek z linii L-BMR. Niezaleznie od
efektu linii selekcyjnej, immunizacja antygenem KLH (2-czynnikowa ANCOVA; F147 =
3,42; P = 0,07 dla 23°C oraz F1,46 = 3,93; P = 0,06 dla 30°C), podobnie jak interakcja linia
selekcyjna x immunizacja (2-czynnikowa ANCOVA; F147 = 0,64; P = 0,4 dla 23°C oraz
F1,46=0,12; P = 0,7 dla 30°C) nie osiggnety progu istotnosci statystyczne;.

3.2.6. Réznice w poziomie przeciwciat anty-KLH IgM
Samice z linii H-BMR wyprodukowaty nieznacznie wiecej przeciwciat anty-KLH IgM w
poréwnaniu do matek z niskim BMR (3-czynnikowa ANOVA; F175 = 3,66; P = 0,05;
Tabela 5). Na poziom przeciwciat nie miata wptywu temperatura otoczenia (3-
czynnikowa ANOVA; F1,75 = 0,05; P = 0,8; Tabela 5). Matki z grupy KLH i PBS nie rdznity
sie poziomem przeciwciat anty-KLH (3-czynnikowa ANOVA; Fi75 = 0,0001; P = 0,9;
Tabela 5). Zadna z interakcji miedzy zmiennymi niezaleznymi nie byfa istotna
statystycznie (P > 0,2 we wszystkich przypadkach).

Po wykonaniu analiz osobno w obu temperaturach otoczenia okazato sig, ze w
23°C nadal utrzymywat sie efekt przynaleznosci do linii selekcyjnej obserwowany w
modelu gtédwnym (2-czynnnikowa ANOVA; Fi3s = 3,81; P = 0,05; Rycina 22A).
Natomiast w 30°C, przynaleznos¢ do linii selekcyjnej nie wptywata na poziom
przeciwciat anty-KLH IgM (2-czynnikowa ANOVA; F137 = 0,58; P = 0,5; Rycina 22B). W
obu temperaturach, efekt immunizacji nie byt istotny statystycznie (2-czynnikowa
ANOVA; F133=0,58; P = 0,4 dla 23°C oraz F137 = 0,58; P = 0,4 dla 30°C), interakcja linia
selekcyjna x immunizacja nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej (2-czynnikowa

ANOVA; F135=0,11; P =0,7 dla 23°C oraz F137 = 0,002; P = 0,9 dla 30°C).

3.2.7. Réznice w masie narzadéw wewnetrznych
3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA wykazata istotny wptyw przynaleznosci do linii

selekcyjnej na mase badanych narzgdéw wewnetrznych (Tabela 6). Z wyjatkiem masy
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brunatnej tkanki ttuszczowej (ktéra byta wieksza u matek z linii L-BMR; F1,110 = 50,89; P
< 0,0001), masa pozostatych narzgdéw byta wieksza u samic z wysokim BMR (nerki:
F1,110=109,16; P < 0,0001; jelito cienkie: F1,111 = 24,49; P < 0,0001; serce: F1,111 = 11,56;
P = 0,0009; watroba: Fi,111 = 11,45; P = 0,0009; grasica: Fi,105 = 10,29; P = 0,002;
Sledziona: F1,110 = 61,93; P < 0,0001 oraz wezty chtonne pachwinowe: Fi,107 = 14,05; P =
0,0002; Tabela 6). Niezaleznie od efektu przynaleznosci do linii selekcyjnej, ekspozycja
do 30°C spowodowata spadek masy nerek (F1,110 = 15,25; P < 0,0001) i watroby (F1,111 =
9,83; P =0,002), ale przyrost masy grasicy w poréwnaniu do temperatury 23°C (F1,105 =
7,42; P = 0,007; Rycina 23B). W przypadku masy sledziony zaobserwowatam istotng
interakcje miedzy przynaleznoscig do linii selekcyjnej a temperaturg otoczenia, przy
czym najwieksze $ledziony miaty matki z linii H-BMR laktujgce w 23°C (F1,110=6,70; P =
0,01, Rycina 24). Immunizacja antygenem KLH miafta wptyw jedynie na mase weztéw
chtonnych (F1,107 = 5,89; P = 0,02; Tabela 6). Istotna interakcja linia selekcyjna x
immunizacja ujawnita, ze masa weztéw chtonnych wieksza byta u immunizowanych
matek z linii H-BMR (F1,107 = 6,12; P = 0,01; Rycina 25).

2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA wykonana dla temperatury 23°C
potwierdzita wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej na mase brunatnej tkanki
ttuszczowej (F1,54 = 15,80; P = 0,0002), mase jelita cienkiego (F1,55 = 18,38; P < 0,0001);
mase nerek (Fiss = 53,41; P < 0,0001), mase serca (Fi55 = 8,54; P = 0,005); mase
Sledziony (F1,54 = 38,00; P < 0,0001; Rycina 24A); mase watroby (F1,55 = 4,82; P = 0,03)
oraz mase weztéw chtonnych (Fi52 = 14,68; P = 0,0003; Rycina 25A). Masa brunatnej
tkanki ttuszczowej wieksza byta w linii L-BMR, matki z linii H-BMR miaty wiekszg mase
pozostatych narzaddw. Matki z przeciwnych linii selekcyjnych nie rdznity sie masg
grasicy w 23°C (F1,55 = 3,46; P = 0,06; Rycina 23A). Immunizacja antygenem KLH, ani
interakcja linia selekcyjna x immunizacja nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej
(P > 0,1 we wszystkich przypadkach). W temperaturze 30°C, matki z linii H-BMR miaty
wiekszg mase jelita cienkiego (F1,54 = 8,94; P = 0,004), nerek (F1,53 = 61,06; P < 0,0001),
Sledziony (F1s4 = 26,21; P < 0,0001; Rycina 24B), watroby (Fi54 = 7,77; P = 0,007) i
grasicy (F14s = 7,81; P = 0,007; Rycina 23B), ale mniejszg mase brunatnej tkanki
ttuszczowej (F1,54 = 37,69; P < 0,0001) w poréwnaniu do matek z linii L-BMR. Masa
serca (F1,54 = 3,09; P = 0,08) i weztéw chtonnych (F151 = 1,72; P = 0,2; Rycina 25B) nie

roznita sie miedzy liniami selekcyjnymi w tej temperaturze. W przypadku weztow
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chtonnych, nadal utrzymywata sie istotna interakcja miedzy przynaleznoscig do linii
selekcyjnej a immunizacjg. W 30°C wieksze wezty chtonne miaty matki z linii H-BMR,

poddane immunizacji antygenem KLH (F1,51=5,41; P = 0,02; Rycina 25B).

3.3. Dyskusja

Zebrane wyniki pokazaty, ze decyzje o przyznaniu priorytetu inwestycjom w rozréd lub
reakcje obronng matki z przeciwnych linii selekcyjnych podejmowaty w odmienny
sposdb. W temperaturze 23°C, matki z linii H-BMR utrzymywaty wiekszg mase ciata niz
samice z niskim BMR (Rycina 13A). W przypadku obu linii selekcyjnych, immunizacja
antygenem KLH nie miafta wptywu na zmiany masy ciata w czasie laktacji. Matki z linii
H-BMR konsumowaty wiecej pokarmu od ich odpowiedniczek z linii L-BMR, jednak ilo$¢
spozywanego pokarmu byta taka sama u matek poddanych immunizacji i
nieimmunizowanych (Rycina 16A). Z kolei matki z niskim BMR trawity pokarm
efektywniej niz ich odpowiedniczki z wysokim tempem metabolizmu (zaréwno
immunizowane oraz kontrolne; Rycina 17A). Wieksze spozycie pokarmu przez matki z
linii H-BMR w szczycie laktacji (miedzy 12 a 14 dniem) nie wigzato sie z asymilowaniem
wiekszej ilosci energii z pokarmu w tym samym okresie (Rycina 16A i 18A), przy czym
dzienne wydatki energetyczne matek z tej linii byty wyzsze (ale takie same u matek
immunizowanych i kontrolnych; Rycina 19A). Przyrost masy miotéw samic z linii H-BMR
w temperaturze 23°C byt szybszy niz miotdw wychowywanych przez matki z niskim
BMR, mimo braku miedzyliniowych réznic w kalorycznosci mleka matek (Rycina 20A i
21A). Jak pokazuje Rycina 21A, miedzy 12 a 14 dniem laktacji przyrost masy miotéw byt
wolniejszy niz w dniach poprzednich, przy czym trend ten byt taki sam u matek z
przeciwnych linii selekcyjnych. W 14 dniu laktacji, samice z wysokim BMR
wyprodukowaty nieznacznie wiecej przeciwciat anty-KLH IgM niz samice z linii L-BMR,
wynik ten byt na granicy istotnosci statystycznej (Rycina 22A).

Matki z przeciwnych linii selekcyjnych eksponowane do 30°C nie rdznity sie masg
ciata w poréwnaniu do matek w temperaturze kontrolnej (Tabela 4), jednak w 30°C
wiekszg mase ciata miaty matki z linii H-BMR (Rycina 13B). llos¢ pobieranego przez
matki pokarmu byta nizsza w 30°C niz w warunkach kontrolnych, przy czym podobnie,
jak w 23°C, wiecej pokarmu konsumowaty matki z wysokim BMR (Rycina 16B). Matki

poddane ekspozycji do temperatury 30°C lepiej radzity sobie z trawieniem pokarmu,
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lepszg efektywnosé trawienia wykazywaty jednak matki z linii L-BMR (Rycina 17B).
Wieksze spozycie pokarmu przez matki z linii H-BMR w szczycie laktacji (miedzy 12 a 14
dniem; Rycina 16B) takze nie korespondowato z asymilowaniem wiekszej ilosci energii
z pokarmu w tym samym okresie (Rycina 18B). Podobnie, jak w temperaturze 23°C, w
30°C tylko dzienne wydatki energetyczne zalezaty od przynalezno$ci do linii selekcyjnej
i byly nieco wieksze u matek z linii H-BMR (Rycina 19B). Analogicznie, jak w
temperaturze 23°C, wolniejszemu w porédwnaniu do wczesniejszych dni laktacji
przyrostowi masy miotéw miedzy 12 a 14 dniem laktacji, nie towarzyszyty
miedzyliniowe rdéznice w kalorycznosci mleka (Rycina 20B i 21B). Odwrotnie niz w
kolejnych dniach laktacji, w jej szczytowym punkcie (miedzy 12 a 14 dniem) szybciej
przyrastaty mioty matek z linii L-BMR w poréwnaniu do miotéw matek z wysokim BMR
(F1,46 = 7,69; P = 0,007). Poziom specyficznych przeciwciat anty-KLH IgM takze byt taki
sam u matek z przeciwnych linii selekcyjnych (Rycina 22B).

Immunizacja matek wychowujacych potomstwo w temperaturze 23°C
skutkowata wzrostem temperatury ciata, przy czym najwyzszg temperature ciata miaty
matki z linii L-BMR immunizowane antygenem KLH (interakcja linia selekcyjna x
immunizacja; Rycina 14A). Nie mozna tej obserwacji wigza¢ z kosztami rozwoju
odpowiedzi immunologicznej, poniewaz antygen KLH podany byt w 9 dniu laktacji a
podwyzszona temperatura ciata u matek z tej linii utrzymywata sie od 4 dnia laktacji. Z
kolei w 30°C, najwyzszg temperature ciata zaobserwowatam u matek z linii H-BMR,
ktore zostaly poddane iniekcji roztworem PBS (interakcja linia selekcyjna x
immunizacja; Rycina 14B). Obserwacja ta moze wigzac sie z tym, ze w tej temperaturze
przyrost masy miotdw byt najwiekszy witasnie u matek z linii H-BMR (zaréwno
immunizowanych, jak i z grupy kontrolnej; Rycina 21B), nie uruchomity one tez
produkgcji przeciwciat (nie byto réznic w poziomie przeciwciat anty-KLH IgM w 14 dniu
laktacji; Rycina 22B). Ponadto, w 30°C istniata pozytywna korelacja miedzy masg
wychowywanego przez matki miotu a ich temperaturg ciata (Rycina 15B). Rozktad
punktéw wskazuje, ze efekt ten dotyczyt gtéwnie samic z wysokim BMR. Wynik ten
koresponduje z obserwacja, ze zaréwno immunizowane, jak i kontrolne matki z linii H-
BMR, wychowywaty najwieksze mioty w 30°C, potwierdzajgc tym samym wyniki
wczesniejszych prac, mdéwigce o tym, ze u matek wychowujgcych duze potomstwo,

wzrost temperatury ciata Swiadczy o akumulacji ciepta uwalnianego podczas
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intensywnej produkcji energii na potrzeby reprodukcji (Zhao i in. 2016, Wen i in. 2017,
Dengiin. 2020).

Ekspozycja samic do wysokiej temperatury otoczenia skutkowata zwiekszeniem
masy grasicy, przy czym wiekszg mase grasicy miaty matki z linii H-BMR (Rycina 23B).
Ponadto, w 30°C zaobserwowatam wzrost masy weztéw chtonnych wyfacznie w grupie
immunizowanych matek z wysokim BMR (interakcja linia selekcyjna x immunizacja;
Rycina 25B). Natomiast samice z wysokim BMR laktujgce w 23°C miaty $ledziony o
najwiekszej masie (Rycina 24A). Zaobserwowany schemat powiekszenia centralnych i
obwodowych narzagdéw limfatycznych w obu temperaturach otoczenia moze
wskazywac na zwiekszong proliferacje immunokompetentnych komdérek obecnych nie
tylko w krwi obwodowej, ale takze w narzadach limfatycznych. Immunizacja
antygenem KLH generuje rozwdj swoistej odpowiedzi typu humoralnego, produkcja
przeciwciat anty-KLH klasy IgM jest zalezna od limfocytéw Th2, ktére ulegajg
korcowym etapom réznicowania i dojrzewania w grasicy. Nie mozna zatem wykluczy¢,
ze powiekszona masa grasicy u matek z linii H-BMR, laktujgcych w 30°C jest powigzana
z intensyfikacjg dojrzewania limfocytéw T (przed opuszczeniem grasicy), jak réwniez
naptywem prekursorow limfocytéw T (tzw. tymocytdéw) ze szpiku kostnego. Po
zakonczeniu procesu réznicowania w grasicy, w petni dojrzate limfocyty T oraz
powstate w szpiku kostnym limfocyty B przemieszczajg sie do krwiobiegu oraz
obwodowych narzgddéw limfatycznych (miedzy innymi Sledziony i weztdw chtonnych),
gdzie po kontakcie z antygenem rdznicujg sie w komorki efektorowe (Demas i in. 1997,
Roitt i in. 1998, Gotgb i in. 2004, Gui i in. 2007, Minozzi i in. 2007, Martin i in. 2008,
Chinn i in. 2012, Ksigzek i Konarzewski 2012, Robinson i in. 2016, Swaminathan i in.
2017, Thapa i Farber 2019, Horst i in. 2021). Powiekszona masa $ledziony u matek z
linii H-BMR w 23°C moze Swiadczy¢é o duzym zageszczeniu komorek
immunokompetentnych, niezbednych do budowania odpornosci (Rycina 24A). Wynik
ten koresponduje z nieco wiekszym poziomem przeciwciat, wyprodukowanym przez
matki z tej linii w poréwnaniu do samic z niskim BMR (Rycina 22A). Powiekszenie masy
weztdw chtonnych u samic z linii H-BMR, obserwowane po immunizacji antygenem w
wysokiej temperaturze otoczenia (Rycina 25B), takze moze wskazywaé na zwiekszong
koncentracje antygenu wnikajgcego do organizmu oraz wynikajgce z tego wieksze

zageszczenie komérek immunokompetentnych. Poziom przeciwciat anty-KLH IgM w
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30°C u matek z linii H-BMR nie byt wyzszy, w poréwnaniu do réznic obserwowanych w
temperaturze 23°C (Rycina 22B), zatem powiekszenie weztéw chtonnych po
immunizacji moze sugerowaé, ze matki z tej linii dopiero rozpoczynaty budowaé
reakcje obronng. Przypuszczenie o rozpoczynaniu budowania kompromiséw przez
matki z linii H-BMR w ostatnim dniu laktacji wzmacnia obserwowany w tych warunkach
wzrost masy grasicy oraz obnizenie tempa przyrostu masy miotéw w szczycie laktacji.
W okresie miedzy 12 a 14 dniem laktacji, mioty matek z linii H-BMR przyrastaty o okoto
0,6 g wolniej niz mioty matek z linii L-BMR. Nie mozna zatem wykluczyé, ze matki z
wysokim BMR daty priorytet reprodukcji, jednak w momencie gdy potomstwo nie byto
zalezne wytgcznie od opieki rodzicielskiej, rozpoczety budowanie reakcji obronne;j.
Ocena poziomu przeciwciat w Eksperymencie 2 wykonana byta jedynie pigtego dnia po
immunizacji (tj. w ostatnim dniu laktacji), co utrudnia okreslenie punktu czasowego w
ktorym produkcja przeciwciat bytaby najwyzsza.

Eksperyment testujgcy ujawnianie sie kompromiséw miedzy opieka rodzicielska a
odpowiedzig immunologiczng u myszoskoczkéw mongolskich (Meriones unguiculatus)
laktujgcych w trzech temperaturach otoczenia (10°C, 21°C oraz 30°C) wykazat szybszy
przyrost masy miotu w 21°C w poréwnaniu do 30°C. Nie zaobserwowano natomiast
réznic w poziomie przeciwciat anty-PHA po immunizacji swoistym antygenem, ani
zmian w masach narzaddéw limfatycznych u zwierzat poddanych ekspozycji do réznych
temperatur otoczenia. Myszoskoczki laktujgce w 30°C miaty najwyzszy catkowity
poziom przeciwciat klasy 1gG (Yang i in. 2013b). Z kolei Xu i wspodtautorzy (2012)
wykazali brak istotnych réznic w poziomie przeciwciat anty-KLH IgM i 1gG u nornikéw
Brandta, wychowujgcych mioty o naturalnych i powiekszonych rozmiarach. Laktujgce
samice miaty wyzszy poziom przeciwciat anty-KLH 1gG po immunizacji antygenem, w
poréwnaniu do samic niereprodukcyjnych, co wskazuje na brak ttumienia funkcji
obronnych w odpowiedzi na wysokie zapotrzebowanie na energie w okresie laktacji.
Co wazine, w obu przytoczonych pracach, w ktdrych testowano kompromisy miedzy
reprodukcjg a odpowiedzig immunologiczng u gryzoni, obserwowano wzrost poziomu
wybranych parametréw odpowiedzi immunologicznej typu nieswoistego (m.in.
catkowite stezenie przeciwciat naturalnych klasy 1gG). Nie mozna zatem wykluczyé, ze
w zwigzku z obcigzeniami energetycznymi spowodowanymi laktacjg, zwierzeta w

momencie infekcji, uruchamiajg przede wszystkim wrodzone mechanizmy obronne,
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ktére s3 mniej wyspecjalizowane i wymagajg mniejszych naktadéw energetycznych (Xu
iin. 2012, Yangiin. 2013).

Podsumowujac, zebrane w Eksperymencie 2 wyniki pokazaty, ze odpowiedz na
jednoczesne obcigzenie budzetéw energetycznych zwierzat kosztami reprodukcji i
reakcji immunologicznej jest zalezna zaréwno od indywidualnego tempa metabolizmu
podstawowego, jak i temperatury otoczenia. Przeciwnie do moich zatozen, w
temperaturze 30°C (ale takze w warunkach kontrolnych) laktujagce samice z niskim
BMR daty priorytet wytgcznie reprodukcji, przesuwajgc budowanie odpowiedzi
immunologicznej na czas usamodzielnienia sie potomstwa. Natomiast u matek z
wysokim BMR zauwazytam reakcje, ktére mogg prowadzi¢ do ujawniania sie
kompromiséw miedzy obiema badanymi funkcjami. W temperaturze 23°C mioty matek
z linii H-BMR przyrastaty szybciej w poréwnaniu do ich odpowiedniczek z linii L-BMR,
jednak w ostatnim dniu laktacji, gdy tempo przyrostu masy miotu spadto, matki z tej
linii rozpoczety produkcje przeciwciat skierowanych przeciwko antygenowi KLH. W
temperaturze 30°C, z poczatkiem laktacji matki z wysokim BMR takze inwestowaty
energie w wychowanie potomstwa, jednak obserwowany w ostatnich dniach laktacji
wzrost masy narzagdéw limfatycznych oraz spadek tempa przyrostu masy miotu
wskazujg na poczatek budowania kompromiséw miedzy reprodukcjg a odpowiedzig
immunologiczng. Zebrane dane potwierdzajg moje przewidywania o ujawnianiu sie
kompromisdw energetycznych, jednak inaczej niz zaktadatam, wskazujg na to, ze to
matkom z wysokim tempem metabolizmu tatwiej byto tgczy¢ dwie energetycznie
kosztowne funkcje fizjologiczne. Ponadto, ujawnianie sie kompromiséw byto silniej
manifestowane w temperaturze 23°C, a nie jak zaktadatam w 30°C, co moze
wskazywa¢ na wieksze obcigzenie trudnosSciami w rozpraszaniu ciepta matek

niegolonych w wysokiej temperaturze otoczenia.
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Tabela 4. Wyniki 3-czynnikowej analizy wariancji ANOVA/ANCOVA dla uktadow w powtdrzonymi pomiarami z przynaleznoscig do linii selekcyjnej, ekspozycja

do temperatury 30°C i immunizacjg antygenem KLH jako zmiennymi niezaleznymi oraz wptywem czasu trwania eksperymentu na zmiany masy ciata,

temperatury ciata, konsumpcji i strawnosci pokarmu oraz tempa przyrostu masy miotéw u niepozbawionych siersci laktujgcych samic myszy laboratoryjnych

(masa miotu jako zmienna ciggta w analizie réznic w temperaturze ciata oraz liczba mtodych w miocie jako zmienna ciggta w analizie réznic w konsumpcji

pokarmu i przyroscie masy miotow).

zmienne zalezne

masa ciata temperatura ciata konsumpcja pokarmu strawnos¢ pokarmu  tempo przyrostu masy miotu
Fat P Fa P Fas P Fa P Fas P

linia 34,251, <0,0001(+) 16,99:, 0,0003 (+) 22,2311 <0,0001(+) 20,8111, <0,0001(-) 21,1010  <0,0001 (+)
temperatura 0,03:;112 0,9 21,99:,3 <0,0001 (-) 60,341106 <0,0001 (+) 86,071,102 <0,0001 (-) 40,501 100 <0,0001 (-)
immunizacja 0,331112 0,6 0,011,.28 0,9 0,21006 0,7 0,331100 0,6 0,031,100 0,9
linia*temperatura 0,021,112 0,9 40,801,  <0,0001 1,201,106 0,3 0,001,102 0,9 0,584,100 0,5
linia*immunizacja 0,51,112 0,5 20,961,¢  <0,0001 0,121,106 0,7 0,051,102 0,8 0,281,100 0,6
immunizacja*temperatura 0,101,112 0,7 18,6812s  0,0002 0,031106 0,9 0,701,102 0,4 6,211,100 0,01

czas 11,34¢672 <0,0001 2,366,136 0,03 16,705,530 <0,0001 54,61s5510 <0,0001 1,655,500 0,1
czas*linia 0,22¢672 0,9 0,416 0,9 1,19553 0,3 0,685510 0,6 2,765,500 0,01
czas*temperatura 1,956672 0,07 3,066,136 0,007 4,08553 0,001 0,955510 0,5 1,00s 500 0,4
czas*immunizacja 1,666672 0,1 0,231 0,9 0,79s530 0,6 1,245510 0,3 0,305,500 0,9

Warto$¢ P < 0,05 oznaczona jest pogrubiong czcionka.

Znak (+) przy wartosci P oznacza: H-BMR > L-BMR i 23°C > 30°C; natomiast znak (-) oznacza: L-BMR > H-BMR i 30°C > 23°C.

83



Tabela 5. Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej, ekspozycji do temperatury 30°C oraz immunizacji antygenem KLH na dzienne spozycie energii (DEI; Daily
Energy Intake), ilos¢ energii brutto pobieranej z pokarmu (GEl; Gross Energy Intake), zawarto$¢ energii w odchodach (GEteaces; Gross Energy of feaces), ilos¢
energii asymilowanej z pokarmu (MEI; Metabolisable Energy Intake), dzienne wydatki energetyczne (DEE; Daily Energy Expenditure), kalorycznosé mleka
(MEO; Milk Energy Output) oraz poziom przeciwciat anty-KLH IgM u niepozbawionych siersci laktujagcych samic myszy laboratoryjnych. Wartosci
przedstawione w tabeli wyrazone sg jako s$rednie wartosci najmniejszych kwadratéw z 3-czynnikowej analizy wariancji ANOVA/ANCOVA + SE (btad

standardowy) i korygowane o przyrost masy miotdw miedzy 12 a 14 dniem laktacji (z wyjatkiem poziomu przeciwciat anty-KLH IgM).

zmienne niezalezne

linia selekcyjna temperatura otoczenia manipulacja
H-BMR L-BMR 23°C 30°C KLH PBS
DEI 185,69 + 7,59 167,77 £ 6,06 187,49 + 8,01 166,70 £ 5,55 177,04+ 7,13 176,01 + 6,76
GEI 233,38+9,76 207,87 £ 7,69 235,74+ 10,31 206,53 + 7,00 220,56 £ 9,18 220,23 +8,71
GEfeaces 47,69 + 2,40 40,10+ 1,71 48,25 +2,47 39,83+1,61 43,52 + 2,20 44,23 +2,12
MEI 180,58 + 7,21 165,66 + 5,27 185,68 + 7,01 160,91 + 4,87 174,73 £ 6,25 170,73 £ 6,56
DEE 110,09 +4,71 92,99 + 3,01 110,10+ 4,76 92,99 +2,94 104,02 £ 4,19 98,06 £ 4,143
MEO 70,49 £ 4,05 72,68 + 3,83 75,58 +4,29 67,93 + 3,47 70,71+3,34 72,66 + 4,60
anty-KLH IgM 0,36 + 0,03 0,29 +0,03 0,33+0,03 0,32+0,03 0,32+0,03 0,32 +0,03
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Tabela 6. Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej, ekspozycji do temperatury 30°C oraz immunizacji antygenem KLH na mase narzgdéw aktywnych
metabolicznie i limfatycznych u niepozbawionych siersci laktujgcych samic myszy laboratoryjnych. Wartosci przedstawione w tabeli wyrazone sg jako
Srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z 3-czynnikowej analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy) i korygowane o mase matki w 14 dniu laktacji

pomniejszong o mase tresci jelitowej i mase analizowanego narzadu.

zmienne niezalezne

linia selekcyjna temperatura otoczenia manipulacja
H-BMR L-BMR 23°C 30°C KLH PBS
nerki 0,509 £ 0,010 0,373 £ 0,007 0,454 £ 0,013 0,413 +£0,011 0,439 £0,012 0,428 + 0,012
jelito 2,524 + 0,072 1,899 + 0,077 2,179+0,076 2,186 + 0,095 2,197 +0,094 2,167 £ 0,076
serce 0,166 + 0,003 0,144 £ 0,002 0,156 £ 0,003 0,151 £ 0,003 0,154 £ 0,003 0,153 £ 0,003
watroba 2,189 + 0,057 1,804 + 0,038 2,063 + 0,058 1,893 + 0,045 1,971+ 0,057 1,987 + 0,049
IBAT 0,044 + 0,002 0,062 + 0,002 0,054 £ 0,002 0,054 £ 0,002 0,053 £ 0,002 0,055 £ 0,002
grasica 0,036 + 0,002 0,024 + 0,001 0,027 £ 0,002 0,032 + 0,002 0,029 + 0,002 0,029 + 0,002
Sledziona 0,274 £ 0,014 0,150 £ 0,006 0,211 £ 0,015 0,200 +0,010 0,205 £ 0,013 0,206 £ 0,013
wezty chtfonne 0,010 + 0,0007 0,006 + 0,0003 0,007 + 0,0006 0,008 + 0,0006 0,008 + 0,0006 0,007 + 0,0004
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Rycina 12. Schemat przebiegu Eksperymentu 2, w ktérym niepozbawione siersci laktujgce samice myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR poddane byty

ekspozycji do temperatury 30°C i immunizowane antygenem KLH. Opis ryciny znajduje sie w tekscie (Rozdziat 3).
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Rycina 13. Zmiany masy ciata laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C i immunizowanych
antygenem KLH. Samice nie byly pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Zmiany masy ciata wyrazone sg jako wartosci absolutne z analizy wariancji ANOVA

+ SE (bfad standardowy) dla uktadéw z powtérzonymi pomiarami.
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P unia=0,05 P una< 0,0001
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P uniasmamunizacsa = 0,0003 P uniaximmunizacia = 0,04
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Rycina 14. Zmiany temperatury ciata laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Samice nie byty
pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Temperatura ciata wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji ANCOVA + SE

(btad standardowy) dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami (korygowane o mase miotu).
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Rycina 15. Korelacja miedzy masg miotu a Srednig temperaturg ciata obserwowana w 14 dniu laktacji u samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w

temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Samice nie byly pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci).
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Rycina 16. Zmiany w konsumpcji pokarmu laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Samice nie
byly pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Konsumpcja pokarmu wyrazona jest jako $rednie wartosci najmniejszych kwadratow z analizy wariang;ji

ANCOVA + SE (btad standardowy) dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami (korygowane o liczbe mtodych w miocie).
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Rycina 17. Zmiany strawnosci pokarmu u laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Samice nie
byty pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Strawnos¢ pokarmu wyrazona jest jako wartosci absolutne z analizy wariancji ANOVA + SE (btad standardowy)

dla uktadéw z powtérzonymi pomiarami.
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Rycina 18. Wptyw immunizacji antygenem KLH na ilo$¢ energii metabolizowanej (MEI; Metabolisable Energy Intake) przez laktujgce samice myszy
laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Wartos¢ MEI oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Samice nie
byly pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Warto$¢ MEI wyrazona jest jako srednie wartosci najmniejszych kwadratow z analizy wariancji ANCOVA + SE

(btad standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem laktacji.
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Rycina 19. Wptyw immunizacji antygenem KLH na dzienne wydatki energetyczne (DEE; Daily Energy Expenditure) laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z
linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Wartos$¢ DEE oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Samice nie byly pozbawione
warstwy izolacyjnej (siersci). Wartos¢ DEE wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji ANCOVA + SE (btad

standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem laktacji.
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Rycina 20. Wplyw immunizacji antygenem KLH na kalorycznos¢ mleka (MEO; Milk Energy Output) produkowanego przez laktujgce samice myszy
laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Warto$s¢ MEO oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Samice
nie byty pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Wartos¢ MEO wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratow z analizy wariancji ANCOVA +

SE (btad standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem laktacji.
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Rycina 21. Zmiany tempa przyrostu masy miotow laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C.
Samice nie byly pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Przyrost masy miotéw wyrazony jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratow z analizy

wariancji ANCOVA = SE (btad standardowy) dla uktadéw z powtérzonymi pomiarami (korygowane o liczbe mtodych w miocie).
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Rycina 22. Poziom przeciwciat anty-KLH u laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Samice nie

byty pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Poziom przeciwciat wyrazony jest jako srednie wartoSci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji ANOVA *

SE (btad standardowy).
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Rycina 23. Wptyw immunizacji antygenem KLH na mase grasicy laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz
(B) 30°C. Samice nie byty pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Masa grasicy wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratow z analizy

wariancji ANCOVA = SE (btad standardowy), korygowane o mase ciata matki w 14 dniu laktacji pomniejszong o mase grasicy.
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Rycina 24. Wptyw immunizacji antygenem KLH na mase $ledziony laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C
oraz (B) 30°C. Samice nie byly pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Masa $ledziony wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratow z

analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy), korygowane o mase ciata matki w 14 dniu laktacji pomniejszong o mase sledziony
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Rycina 25. Wptyw immunizacji antygenem KLH na mase weztdow chtonnych laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze
(A) 23°C oraz (B) 30°C. Samice nie byty pozbawione warstwy izolacyjnej (siersci). Masa weztéw chtonnych wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych

kwadratow z analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy), korygowane o mase ciata matki w 14 dniu laktacji pomniejszong o mase weztéw.
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4. taczny wptyw golenia i immunizacji na wysitek reprodukcyjny samic myszy
laboratoryjnych réznigcych sie tempem metabolizmu podstawowego (BMR)

Jak wspomniatam we Wstepie rozprawy, hipoteza HDL zaktada, ze czynnikiem
limitujgcym tempo produkcji i wydatkowania energii przez zwierzeta jest ich zdolnosé
do rozpraszania metabolicznego ciepta (przeglad w Speakman i Krél 2010). Testowanie
stusznosci zatozen tej hipotezy opartam na idei kompromiséw (trade-off), gdzie
podtozem do ich ujawniania, majg by¢ ograniczenia w rozpraszaniu ciepfa
produkowanego podczas dwodch  cieptotwdrczych  proceséw  tj.  wysitku
reprodukcyjnego i rozwoju odpowiedzi immunologicznej. W eksperymentach
opisanych w poprzednich Rozdziatach, laktujgce samice z linii o niskim lub wysokim
poziomie BMR poddatam ekspozycji do temperatury 30°C tj. warunkdw bliskich gérnej
granicy strefy termoneutralnej, w ktérych rozpraszanie ciepta przez matki powinno by¢
utrudnione. W Eksperymencie 1 (opis w Rozdziale 2), oprdcz eksponowania matek do
wysokiej temperatury otoczenia, poddatam je procedurze usuwania siersci (by
zmanipulowaé gradient temperatur miedzy temperaturg ciata matek a temperaturg
otoczenia). Zatozytam, ze usuniecie warstwy izolacyjnej w postaci siersci utatwi
samicom rozpraszanie ciepfa, a w konsekwencji doprowadzi do zwiekszenia wysitku
rodzicielskiego (w sposdb zalezny od przynaleznosci do linii selekcyjnej). Eksperyment
2 (opis w Rozdziale 3) opierat sie na immunizowaniu laktujgcych samic, wychowujacych
mtode w temperaturze 30°C, antygenem KLH. Z uwagi na fakt, ze rozwojowi reakgcji
obronnej, podobnie jak reprodukcji, towarzyszy produkcja ciepta (Luheshi 1998,
Leshchinsky i Klasing 2001), spodziewatam sie, ze budzety energetyczne matek beda
obcigzone w sposob zalezny od przynaleznosci do linii selekcyjnej, co powinno
doprowadzi¢ do ujawniania sie kompromisédw miedzy wysitkiem rodzicielskim i reakcja
obronna.

Celem opisanego tutaj Eksperymentu 3 byta ocena wysitku reprodukcyjnego i
reakcji obronnej matek z linii L-BMR i H-BMR w odpowiedzi na jednoczesne
zastosowanie dwdch manipulacji tj. ekspozycji do temperatury 30°C i immunizacji
antygenem KLH. Eksperyment 3 przeprowadzitam zgodnie ze schematem
przedstawionym na Rycinie 26 (szczegdétowy opis ponizej). Eksperyment 3 miat

pokazaé, jak bedzie wygladat kompromis miedzy wysitkiem reprodukcyjnym a
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budowaniem odpowiedzi immunologicznej u matek pozbawionych warstwy
izolacyjne;j.

Jesli zatozenia hipotezy HDL s3 stuszne, eksperymentalne zniesienie limitow w
rozpraszaniu ciepta powinno umozliwi¢ matkom realizowanie dwdch kosztownych
energetycznie funkcji fizjologicznych jednoczesnie. Laktujgce samice poddane
immunizacji i pozbawione siersci powinny lepiej poradzi¢ sobie z jednoczesnym
wychowywaniem potomstwa oraz budowaniem reakcji obronnej w poréwnaniu do
samic niegolonych (Eksperyment 2). Efekt golenia powinien by¢ wyraznie zauwazalny
w temperaturze 30°C, ale odpowiedZ na zastosowane manipulacje powinna by¢ rézna
w zaleznosci od przynaleznosci do linii selekcyjnej. Spodziewatam sie, ze pozbawione
siers$ci samice z linii H-BMR bedg miaty podniesiong w tych warunkach zdolnos$¢ do
rozpraszania metabolicznego ciepta. Jednak nawet po usunieciu warstwy izolacyjnej, ze
wzgledu na i tak juz wysokie tempo przemiany materii oraz dodatkowe obcigzenie
dwiema cieptotwdrczymi czynnosciami, matki z wysokim BMR nie unikng fizycznych
limitow w oddawaniu ciepta. Zaktadatam, ze w tej sytuacji, ujawni sie u nich
kompromis miedzy opiekg rodzicielska a rozwojem odpowiedzi immunologicznej.
Matki uruchomia produkcje specyficznych przeciwciat anty-KLH IgM, ale tempo
wzrostu ich mtodych bedzie poréwnywalne (lub nawet mniejsze) do niegolonych samic
z tej linii w Eksperymencie 2. Samice z linii L-BMR charakteryzujg sie nizszym tempem
przemiany materii i z racji tego ponoszg nizsze koszty utrzymania organizmu, opieki
rodzicielskiej i rozwoju reakcji obronnej w poréwnaniu do ich odpowiedniczek z linii H-
BMR. Sadzitam, ze golone matki z niskim BMR w temperaturze 30°C mogg by¢
ograniczane swoimi fizjologicznymi predyspozycjami do produkcji energii potrzebnej
na realizacje obu czynnosci jednoczes$nie, w tej sytuacji usuniecie warstwy izolacyjnej
nie podniesie produkcji energii ponad te limity. Spodziewatam sie zatem, ze matki z
linii L-BMR dadzg w tych warunkach priorytet wytgcznie reprodukcji (przyrost miotéow

bedzie wiekszy niz u niegolonych samic z linii L-BMR w Eksperymencie 2).

4.1. Materiatly i metody
4.1.1. Obiekt badan
W Eksperymencie 3 kojarzeniu poddatam tgcznie 160 samic myszy laboratoryjnych

szczepu Swiss-Webster (po 80 samic z kazdej linii selekcyjnej). Samice pochodzity z
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pokolenia F55 sztucznego eksperymentu selekcyjnego prowadzonego w kierunku
utrzymania niskiego i wysokiego tempa metabolizmu podstawowego. Wszystkie
samice byly w wieku okoto 18 tygodni. Szczegdly pomiaru tempa metabolizmu
podstawowego, ktdry stuzyt potwierdzeniu przynaleznosci myszy do linii L-BMR lub H-
BMR znajduja sie w Rozdziale 2 (Podrozdziat 2.1.1.). Przed rozpoczeciem Eksperymentu
3 (podczas pomiaréw BMR, potem w okresie cigzy), jak rowniez w jego trakcie, myszy
przebywaty w klimatyzowanych pomieszczeniach o fotoperiodzie 12h/12h (12 godzin
dzien/12 godzin noc). Wszystkie samice miaty nieograniczony dostep do wody i
pokarmu. Zwierzeta karmione byly petnowartosciowym granulatem Labofeed

produkowanym w Wytwérni Pasz A. Morawski (Kcynia).

4.1.2. Opis eksperymentu

Eksperyment 3 przebiegat wedtug schematu przedstawionego na Rycinie 26. Przed
kojarzeniem par w obrebie tej samej linii selekcyjnej, u 40 samic z linii L-BMR i 40 samic
z linii H-BMR dootrzewnowo implantowatam transmitery do monitorowania zmian
temperatury ciata. W dniu porodu, po 40 losowo wybranych matek z linii L-BMR i linii
H-BMR wraz z ich miotami poddatam ekspozycji do temperatury 30°C. Samice i ich
mtode z grupy kontrolnej (takze 40 matek z linii L-BMR i tyle samo matek z linii H-BMR)
pozostaty w temperaturze 23°C. Przez caty okres laktacji samice wychowywaty swoje
naturalne mioty. W odréznieniu od Eksperymentu 2, wszystkie matki poddatam
procedurze golenia w 6 i 10 dniu po porodzie. W 9 dniu laktacji losowo wybrane
samice z obu linii selekcyjnych, przetrzymywane w obu temperaturach,
immunizowatam antygenem KLH (tj. 20 matek z linii L-BMR i 20 matek z linii H-BMR
znajdujacych sie w temperaturze 23°C oraz 20 matek z linii L-BMR i 20 matek z linii H-
BMR w temperaturze 30°C). Pozostate samice (po 20 samic z obu linii selekcyjnych w
temperaturze 23°C i po 20 samic z obu linii selekcyjnych w temperaturze 30°C)
otrzymato iniekcje PBS. Podczas 14-dniowego okresu laktacji, w 2-dniowych odstepach
czasu, kontrolowatam mase ciata i temperature ciata matek, konsumpcje i strawnos¢
pokarmu, mase miotu, liczbe mtodych w miocie oraz tempo przyrostu masy miotéw. W
szczycie laktacji (miedzy 12 i 14 dniem laktacji) oceniatam parametry zwigzane z
asymilacja pokarmu, takie jak GEl, GEfeaces;, DEl, MElI oraz z wydatkowaniem

wyprodukowanej energii, jak DEE oraz MEQO. Na potrzeby Eksperymentu 3 stworzytam
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8 grup eksperymentalnych w ukfadzie 2 x 2 x 2 (tzn. linia L-BMR i H-BMR x
temperatura 23°C i 30°C x KLH i PBS), jak juz sygnalizowatam, wszystkie matki
poddatam procedurze golenia. WSszystkie pomiary wykonatam z wykorzystaniem
procedur szczegétowo opisanych w Podrozdziale 2.1. i Podrozdziale 3.1. W 14 dniu
laktacji, samice usmiercitam poprzez dyslokacje kregéw szyjnych, pobratam narzady
aktywne metaboliczne (nerki, serce, watrobe, jelito cienkie oraz brunatng tkanke
ttuszczowg) oraz narzady limfatyczne (grasice, sledzione i wezty chtonne pachwinowe),
ktére zwazytam z doktadnoscig do 0,0001 g i zabezpieczytam w temperaturze -80°C.
Krew odwirowatam przy predkosci 2500 rpm w czasie 15 minut, surowice zamrozitam

w temperaturze -80°C i wykorzystatam do oceny poziomu przeciwciat anty-KLH IgM.

4.1.3. Analiza statystyczna

Ocene masy ciata samic przed kojarzeniem w pary wykonatam za pomocg 1-
czynnikowej analizy wariancji ANOVA z przynaleznoscia do linii selekcyjnej jako
zmienng niezalezna.

Zmiany w masie ciata i temperaturze ciata matek, w konsumpcji i strawnosci
pokarmu oraz tempie przyrostu masy miotéw badatam za pomocg 3-czynnikowej
analizy wariancji ANOVA/ANCOVA dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami. Wszystkie
wymienione zmienne zalezne monitorowane byty w 2, 4, 6, 8, 10, 12 i 14 dniu laktaciji,
zmiennymi niezaleznymi w analizie byty przynaleznos$¢ do linii selekcyjnej (L-BMR lub
H-BMR), temperatura otoczenia (23°C lub 30°C) oraz immunizacja (KLH lub PBS). W
poréwnaniach stuzgcych ocenie zmian w temperaturze ciata matek, zmienng ciggta
byta masa miotu w kolejnych dniach laktacji, w przypadku analizy réznic w konsumpcji
pokarmu i tempie przyrostu masy miotdw zmienng ciggtg stanowita liczba mtodych w
miocie w kolejnych dniach laktaciji.

Réznice w GEI, GEfeaces DEI, MEI, DEE, MEO, w masie narzgddéw wewnetrznych
aktywnych metabolicznie i limfatycznych oraz w poziomie przeciwciat anty-KLH IgM
ocenitam za pomocy 3-czynnikowej analizy wariancji ANOVA/ANCOVA (zmienne
niezalezne takie same, jak wymienitam powyzej). W analizie rdéznic w
wyszczegolnionych parametrach jako zmienng cigglta zastosowatam rdznice w masie

miotéw dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Rdéznice w masie narzadow
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wewnetrznych korygowane byty o mase matki w 14 dniu laktacji pomniejszong o mase
tresci pokarmowej i mase badanego narzadu.

Analize rdéinic w  wyszczegdlnionych powyzej zmiennych zaleznych
przeprowadzitam tez oddzielnie w obrebie temperatury 23°C i 30°C, z wykorzystaniem
2-czynnikowe] analizy wariancji ANOVA/ANCOVA lub analizy ANOVA/ANCOVA dla
uktadéw z powtdrzonymi pomiarami, gdzie przynaleznos¢ do linii selekcyjnej i
immunizacja stanowity zmienne niezalezne, a zmienng ciggtg byty zmienne wskazane
powyzej w odniesieniu do poszczegdlnych poréwnan.

Roéznice w masie ciata samic (zaréwno przed reprodukcja, jak i w czasie trwania
laktacji) oraz poziom przeciwciat anty-KLH zostaty wyrazone jako wartosci absolutne z
analizy wariancji ANOVA  SE (btad standardowy). Zmiany w temperaturze ciata matek,
konsumpgji i strawnosci pokarmu, tempie przyrostu masy miotdw, parametrach GEl,
GEfeaces, DEI, MEI, DEE i MEO oraz réznice w masie narzagdéw wewnetrznych wyrazone
zostaty jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratéow z analizy ANOVA/ANCOVA + SE
(btad standardowy). Wyniki wszystkich analiz testowatam na poziomie istotnosci
statystycznej P = 0,05. Analizy statystyczne wykonatam przy pomocy programu

STATISTICA wersja 13.3.

4.2. Rezultaty

W analizach statystycznych uwzglednitam tgcznie 143 samice wraz z ich miotami. Sg to
wszystkie matki, ktére wychowywaty swoje mtode do 14 dnia laktacji. Ostatecznie
liczebnos¢ grup eksperymentalnych przedstawiata sie w nastepujgcy sposob:

linia H-BMR, temperatura 23°C, grupa KLH: n =18

linia H-BMR, temperatura 23°C, grupa PBS: n =22

linia H-BMR, temperatura 30°C, grupa KLH: n =19

linia H-BMR, temperatura 30°C, grupa PBS: n =22

linia L-BMR, temperatura 23°C, grupa KLH: n =13

linia L-BMR, temperatura 23°C, grupa PBS: n = 18

linia L-BMR, temperatura 30°C, grupa KLH: n =14

linia L-BMR, temperatura 30°C, grupa PBS: n = 17.
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4.2.1. Réznice w masie ciata matek

1-czynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata, ze przed reprodukcjg samice z linii L-
BMR miaty nieznacznie wyzszg mase ciata w poréwnaniu do linii H-BMR (F1,141 = 4,17; P
=0,04).

Aby przesledzi¢ zmiany w masie ciata matek w czasie 14-dniowej laktacji,
wykonatam 3-czynnikowg analize wariancji ANOVA dla uktadéw z powtérzonymi
pomiarami. Analiza wykazata, ze masa ciata samic zmieniata sie istotnie w czasie
trwania eksperymentu (P < 0,0001; Tabela 7). Najwieksze zmiany w masie ciata samic
w czasie laktacji zaobserwowatam u matek z linii H-BMR (interakcja czas x linia
selekcyjna; P < 0,0001; Tabela 7). Ponadto, istotna okazata sie interakcja miedzy
czasem trwania eksperymentu a temperatura otoczenia, wskazujgca na szybsze zmiany
w masie ciata matek laktujgcych w 23°C (P = 0,02; Tabela 7). Sposrdd trzech zmiennych
niezaleznych w analizie, wptyw na mase ciata miata jedynie przynaleznos$¢ do linii
selekcyjnej. Wiekszg mase ciata miaty matki z linii H-BMR w pordwnaniu do ich
odpowiedniczek z linii o niskim BMR (P < 0,0001; Tabela 7). Temperatura otoczenia (P =
0,3) oraz immunizacja antygenem KLH (P = 0,7) nie miaty wptywu na mase ciata samic
(Tabela 7). Istotna byta interakcja temperatura otoczenia x immunizacja, co pokazuje,
Zze najmniejszg mase ciata miaty matki umieszczone w 30°C i poddane iniekgcji
roztworem PBS (P = 0,01; Tabela 7). Interakcja linia selekcyjna X temperatura
otoczenia oraz linia selekcyjna x immunizacja okazaty sie byé nieistotne statystycznie
(P =0,6 w obu przypadkach; Tabela 7).

Analizy dotyczace rdznic w masie ciata samic wykonatam takze osobno dla obu
temperatur otoczenia. W 23°C masa ciata matek zmieniata sie w czasie trwania laktacji
(2-czynnikowa ANOVA; Fe36s = 13,91; P < 0,0001; Rycina 27A). Zmiany masy ciata w
czasie trwania laktacji byty takie same w obu liniach selekcyjnych (2-czynnikowa
ANOVA; Fe366 = 0,92; P = 0,5), nie réznity sie tez miedzy grupg KLH i PBS (2-czynnikowa
ANOVA; Fe366 = 0,39; P = 0,9). Na mase ciata matek wptyw miata przynaleznos¢ do linii
selekcyjnej (2-czynnikowa ANOVA, F161 = 22,73; P < 0,0001), przy czym ciezsze byty
samice z wysokim BMR. Immunizacja nie wptywata na mase ciata samic (2-czynnikowa
ANOVA; F161 = 2,50; P = 0,1; Rycina 27A). Interakcja linia selekcyjna X immunizacja nie
byta istotna statystycznie (2-czynnikowa ANOVA F161=0,23; P =0,6).
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Analizy wykonane w 30°C potwierdzity wptyw czasu trwania laktacji na mase ciata
matek (2-czynnikowa ANOVA; Fs 396 = 8,59; P < 0,0001; Rycina 27B). Zmiany masy ciata
samic w czasie laktacji byly wieksze w obrebie linii z wysokim BMR (2-czynnikowa
ANOVA; Fe396 = 8,21; P < 0,0001). Obie zmienne niezalezne okazaty sie mie¢ wptyw na
mase ciata matek umieszczonych w 30°C. Matki z linii H-BMR byty ciezsze od matek z
niskim tempem metabolizmu (2-czynnikowa Fie6 = 27,65; P < 0,0001; Rycina 27B).
Niezaleznie od efektu linii selekcyjnej, matki immunizowane antygenem KLH byty
ciezsze od matek poddanych iniekcji roztworem PBS (2-czynnikowa ANOVA; Fi6s =
4,36; P = 0,04; Rycina 27B). Interakcja linia selekcyjna x immunizacja nie byta istotna

statystycznie (2-czynnikowa ANOVA F166=0,04; P = 0,8).

4.2.2. Réinice w temperaturze ciata matek
Analizy pokazaty, ze temperatura ciata samic zmieniata sie w czasie trwania
eksperymentu (3-czynnikowa ANCOVA; P = 0,02; Tabela 7). Istotna okazata sie
interakcja czas x temperatura otoczenia, wskazujgca na wieksze zmiany temperatury
ciata u matek poddanych ekspozycji do 23°C (3-czynnikowa ANCOVA; P = 0,03; Tabela
7). Interakcje czas X linia selekcyjna (3-czynnikowa ANCOVA; P = 0,9; Tabela 7) oraz
czas X immunizacja (3-czynnikowa ANCOVA; P = 0,9; Tabela 7) okazaty sie nieistotne
statystycznie. Wptyw na temperature ciata matek miata przynaleznos¢ do linii
selekcyjnej (3-czynnikowa ANCOVA; P = 0,0007; Tabela 7) oraz temperatura otoczenia
(3-czynnikowa ANCOVA; P < 0,0001; Tabela 7). Istotna interakcja linia selekcyjna %
temperatura otoczenia pokazata, ze matki z linii L-BMR miaty najwyzszg temperature
ciata w 23°C (3-czynnikowa ANCOVA; P = 0,02 Tabela 7). Immunizacja nie wptywata na
temperature ciata matek (3-czynnikowa ANCOVA; P = 0,7; Tabela 7). Interakcje linia
selekcyjna x immunizacja oraz immunizacja x temperatura otoczenia nie byty istotne
statystycznie (3-czynnikowa ANCOVA; P > 0,09 w obu przypadkach).

2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA dla uktadéw 2z powtérzonymi
pomiarami, wykonana w obrebie temperatury 23°C wykazata, ze temperatura ciata
matek nie zmieniata sie w czasie laktacji (Fs,16s = 0,59; P = 0,7; Rycina 28A). Nieistotne
okazaty sie interakcje czas x linia selekcyjna (Fe16s = 0,52; P = 0,8) oraz czas X
immunizacja (F1,6s=0,17; P = 0,9). Matki z linii L-BMR miaty wyzszg temperature ciata w

poréwnaniu do ich odpowiedniczek z linii H-BMR (F1,27=17,59; P = 0,0003; Rycina 28A).
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Immunizacja antygenem KLH nie miata wptywu na temperature ciata matek w 23°C
(F1,27=1,09; P = 0,3; Rycina 28A), interakcja linia selekcyjna x immunizacja tez nie bylta
istotna statystycznie (F1,27=0,41; P =0,5).

W 30°C matki z przeciwnych linii selekcyjnych miaty takg samg temperature ciafa
(F1,4=0,80; P = 0,4; Rycina 28B), podobnie jak matki z grupy KLH i PBS (F1,24 = 2,28; P =
0,1). Temperatura ciata matek zmieniata sie w kolejnych dniach laktacji (Fe,150 = 3,98; P
= 0,001), zmiany te byly jednak takie same w obu liniach selekcyjnych (Fe 150 = 0,12; P =
0,9), jak rowniez grupie KLH i PBS (Fs,150 = 0,16; P = 0,9). Analiza korelacji wykazata, ze
w temperaturze 23°C masa miotu byfa pozytywnie skorelowana z temperaturg ciafa
matek (P = 0,001; r = 0,55; Rycina 29A). Z rozktadu punktéw na rycinie wynika, ze matki
z linii H-BMR wychowujgce najciezsze mioty miaty tez najwyzszg temperature ciata.
Zaleznos$¢ miedzy masg miotu a temperaturg ciata nie byta istotna w temperaturze

30°C (P =0,5; r=0,12; Rycina 29B).

4.2.3. Roznice w konsumpcji pokarmu, strawnosci i ilosci asymilowanej energii
3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami
wykazata, ze ilos¢ pobieranego przez samice pokarmu zmieniata sie w czasie trwania
eksperymentu (P < 0,0001; Tabela 7). Zmiany te byty wieksze u matek w temperaturze
23°C (czas X temperatura otoczenia; P = 0,01; Tabela 7). Na ilos¢ spozywanego przez
matki pokarmu wptywata przynaleznos¢ do linii selekcyjnej oraz temperatura
otoczenia. Wyzszg konsumpcjg pokarmu charakteryzowaty sie matki z wysokim BMR w
poréwnaniu do ich odpowiedniczek z linii L-BMR (P < 0,0001; Tabela 7). Niezaleznie od
efektu przynaleznosci do linii selekcyjnej, konsumpcja pokarmu byta wyzsza u matek
laktujgcych w 23°C w porédwnaniu do 30°C (P < 0,0001; Tabela 7). Immunizacja nie
wptywata na ilos¢ konsumowanego przez matki pokarmu (P = 0,5; Tabela 7). Interakcje
miedzy zmiennymi niezaleznymi nie byty istotne statystycznie (P > 0,4 we wszystkich
przypadkach).

Analizy wykonane wytacznie w obrebie temperatury 23°C potwierdzity wptyw
czasu na konsumpcje pokarmu (2-czynnikowa ANCOVA; Fs.ss = 8,03; P < 0,0001;
Rycina 30A). Zmiany konsumpcji pokarmu w czasie nie zalezaly jednak od
przynaleznosci do linii selekcyjnej, jak réwniez od immunizacji (2-czynnikowa ANCOVA;

Fs,285 = 1,49; P = 0,2 oraz Fs»s5 = 1,06; P = 0,4). W tej temperaturze matki z linii H-BMR
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miaty konsumpcje pokarmu wyiszag w poréwnaniu do samic z linii L-BMR (2-
czynnikowa ANCOVA; F157 = 10,48; P = 0,002; Rycina 30A). Nie byto efektu immunizacji
(2-czynnikowa ANCOVA; F157 = 0,12; P = 0,7), interakcja linia selekcyjna x immunizacja
tez nie byta istotna (2-czynnikowa ANCOVA; F157 = 0,24; P = 0,6). W 30°C konsumpcja
pokarmu nie zmieniata sie w czasie (2-czynnikowa ANCOVA; Fs295 = 1,45; P = 0,2).
Interakcje czas x linia selekcyjna oraz czas X immunizacja okazaty sie nieistotne
statycznie (2-czynnikowa ANCOVA; Fsy95 = 0,73; P = 0,6 oraz Fs9s = 1,19; P = 0,3).
Istotny wptyw na ilos¢ konsumowanego pokarmu miata wytgcznie przynaleznosé do
linii selekcyjnej (2-czynnikowa ANCOVA; Fis59 = 22,64; P < 0,0001; Rycina 30B).
Immunizacja nie wptywata na konsumpcje pokarmu (2-czynnikowa ANCOVA; Fi59 =
0,12; P = 0,7), interakcja linia selekcyjna X immunizacja nie byta istotna statystycznie
(2-czynnikowa ANCOVA; F159 = 0,55; P =0,2).

Efektywnos¢ trawienia pokarmu zmieniata sie w kolejnych dniach laktacji (P <
0,0001; Tabela 7), przy czym zmiany te byty najwieksze u matek z linii L-BMR (3-
czynnikowa ANOVA; P = 0,01; Tabela 7). Zmiany strawnosci pokarmu w czasie byty
rowniez zalezne od temperatury otoczenia i byly wieksze w temperaturze 23°C (3-
czynnikowa ANOVA; P = 0,004; Tabela 7). Z trawieniem pokarmu lepiej radzity sobie
matki poddane ekspozycji do 30°C w poréwnaniu do matek w 23°C (3-czynnikowa
ANOVA; P < 0,0001; Tabela 7). Niezaleznie od efektu temperatury otoczenia, matki z
linii L-BMR charakteryzowaty sie lepszg strawnoscig pokarmu od ich odpowiedniczek z
wysokim BMR (3-czynnikowa ANOVA; P = 0,0004; Tabela 7), Immunizacja nie miata
wptywu na strawnos¢ pokarmu (3-czynnikowa ANOVA; P = 0,9; Tabela 7). Interakcje
miedzy zmiennymi niezaleznymi nie byly istotne statystycznie (3-czynnikowa ANOVA; P
> 0,2 we wszystkich przypadkach; Tabela 7).

Analizy wykonane osobno dla obu temperatur otoczenia potwierdzity, ze
stawnos¢ pokarmu zmieniata sie w czasie laktacji (2-czynnikowa ANOVA; Fs g0 = 90,62;
P < 10,0001 dla 23°C oraz Fs 325 = 54,50; P < 0,0001 dla 30°C). W 23°C najwieksze zmiany
w stawnosci pokarmu obserwowatam u matek z linii o niskim BMR (2-czynnikowa
ANOVA; interakcja czas X linia selekcyjna; Fs30 = 3,58; P = 0,004; Rycina 31A). Istotna
okazata sie tez interakcja czas x immunizacja, zmiany w strawnosci pokarmu w czasie
byty najwieksze u matek z grupy KLH (2-czynnikowa ANOVA; Fs g0 =2,59; P = 0,003;
Rycina 31A). Przynalezno$¢ do linii selekcyjnej (2-czynnikowa ANOVA; F156 =3,16; P =
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0,08), immunizacja (2-czynnikowa ANOVA; F156 =0,67; P = 0,4) oraz interakcja miedzy
tymi zmiennymi (2-czynnikowa ANOVA; Fis6 =0,53; P = 0,5) nie miaty wptywu na
strawnos¢ pokarmu w 23°C. W 30°C lepszg strawnos$¢ pokarmu miaty matki z linii L-
BMR w poréwnaniu do samic z wysokim BMR (2-czynnikowa ANOVA; F165=13,67; P =
0,0005; Rycina 31B). Efekt immunizacji byt nieistotny statystycznie (2-czynnikowa
ANOVA; F165=0,76; P = 0,4), podobnie jak interakcja linia selekcyjna x immunizacja (2-
czynnikowa ANOVA; F165=0,14; P =0,7).

3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA pokazata, ze ekspozycja matek do
temperatury 30°C skutkowata obnizeniem ilosci energii brutto pobieranej z pokarmu
(GEl; F1,724=39,80; P < 0,0001), nizszg zawartoscig energii w odchodach matek (GEfeaces;
F1,75 = 40,23; P < 0,0001), nizszym dziennym spozyciem energii (DEl; F1,73 = 45,36; P <
0,0001) oraz nizszg iloScig energii przyswajanej z pokarmu (MEI; Fies = 38,88; P <
0,0001) w porédwnaniu do matek w temperaturze 23°C (Tabela 8). Niezaleznie od
efektu temperatury, warto$¢ GEI, GEseaces, DEI oraz MEI wieksza byta u matek z linii H-
BMR w poréwnaniu do ich odpowiedniczek z linii L-BMR (F1,74 = 19,31; P < 0,0001; F1,75
= 19,55; P < 0,0001; F1,73 = 27,69; P < 0,0001 oraz Fi65 = 25,18; P < 0,0001; Tabela 8).
Immunizacja antygenem KLH nie miata wptywu na wartos¢ wymienionych parametréw
(P > 0,4 we wszystkich przypadkach; Tabela 8).

Po wykonaniu 2-czynnikowej analizy wariancji ANCOVA dla obu temperatur
osobno zauwazytam, ze w temperaturze 23°C wartos¢ GEI (F1,35 = 8,09; P = 0,007),
GEfeaces (F1,35 = 8,09; P = 0,007) DEI (F1,35 = 8,17; P = 0,007) oraz MEI (F135 = 7,78; P =
0,009; Rycina 32A) byfa wieksza u matek z linii o wysokim BMR w poréwnaniu do
matek z linii L-BMR. Wptyw immunizacji antygenem KLH, jak réwniez interakcja linia
selekcyjna x immunizacja, nie wptywaty na zaden z wyszczegdlnionych parametréw (P
> 0,1 we wszystkich przypadkach). Analogiczny trend wystepowat w temperaturze
30°C. Wartos¢ GEIl, GEfeaces, DEI oraz MEI takze byta wieksza u laktujgcych samic z linii o
wysokim BMR (odpowiednio Fi37 = 8,09; P = 0,007; F13s = 14,44; P = 0,0005; F136 =
20,34; P < 0,0001 oraz Fi33 = 16,62; P = 0,0002; Rycina 32B). Podobnie, jak w
temperaturze 23°C, wptyw immunizacji antygenem KLH, jak réwniez interakcja linia
selekcyjna X immunizacja, nie byly istotne w przypadku zadnego z badanych

parametréw w 30°C (P > 0,1 we wszystkich przypadkach).
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4.2.4. Réznice w dziennych wydatkach energetycznych i ilosci energii w mleku
Ekspozycja matek do temperatury 30°C skutkowata obnizeniem ich dziennych
wydatkéw energetycznych (3-czynnikowa ANCOVA; F165 = 31,83; P < 0,0001; Tabela 8).
Poziom DEE nie zalezat od przynaleznosci do linii selekcyjnej (3-czynnikowa ANCOVA;
F165=1,42; P = 0,2) jak réwniez od immunizacji (3-czynnikowa ANCOVA; F1,65 = 0,003; P
= 0,9; Tabela 8). Interakcja miedzy tymi dwiema zmiennymi niezaleznymi okazata sie
by¢ istotna statystycznie. Dzienne wydatki energetyczne byly najwieksze u
immunizowanych matek z linii H-BMR (3-czynnikowa ANCOVA; F165 = 7,90; P = 0,006).
Interakcja ta istotna byta takie po wykonaniu poréwnan wytacznie w obrebie
temperatury 23°C (F120 = 5,07; P = 0,03; Rycina 33A). Kierunek zaleznosci zostat
utrzymany. Interakcja linia selekcyjna x immunizacja nie osiggneta poziomu istotnosci
statystycznej w 30°C (F133 = 2,76 P = 0,1). Zmienne niezalezne, przynaleznos¢ do linii
selekcyjnej (2-czynnikowa ANCOVA; F19 = 0,00; P = 1,0 dla 23°C oraz F133 =3,12; P =
0,1 dla 30°C) i immunizacja (2-czynnikowa ANCOVA; F129 = 0,01; P = 0,9 dla 23°C oraz
F133=0,20; P = 0,7 dla 30°C) nie miaty wptywu na poziom DEE w obu temperaturach.
3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA ujawnita, ze ekspozycja matek do
wysokiej temperatury otoczenia nie wptywa na ilos¢ energii zawartej w mleku (F1,65 =
3,50; P = 0,07; Tabela 8). Matki z przeciwnych linii selekcyjnych réznity sie jednak
kalorycznoscig produkowanego mleka. Matki z linii H-BMR miaty wyzszg wartos¢ MEO
w poréwnaniu do matek z niskim BMR (Fies = 19,43; P < 0,0001; Tabela 8).
Immunizacja nie miata wptywu na kaloryczno$¢ mleka (F165 = 0,92; P = 0,3; Tabela 8).
Po wykonaniu 2-czynnikowej analizy wariancji ANCOVA osobno dla 23°C i 30°C okazato
sie, efekt przynaleznosci do linii selekcyjnej istotny byt w obu temperaturach.
Kaloryczno$¢ mleka wyzsza byta u matek z linii H-BMR (F1,30 = 7,92; P = 0,01 dla 23°C
oraz Fi,33 = 10,09; P = 0,003 dla 30°C; Rycina 34A i B). W obu temperaturach wptyw
immunizacji na wartos¢ MEQO, jak réwniez interakcja linia selekcyjna x immunizacja nie

byty statystycznie istotne (P > 0,07 we wszystkich przypadkach).

4.2.5. Réznice w tempie przyrostu masy miotow
Analiza pokazata, ze przyrost masy miotdw nie zmieniat sie w czasie laktacji (P = 0,9),
nieistotne statystycznie byty rowniez interakcje miedzy czasem trwania eksperymentu

a zmiennymi niezaleznymi (3-czynnikowa ANCOVA; P > 0,2 we wszystkich przypadkach;
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Tabela 7). Przyrost masy miotéw zalezat jedynie od temperatury otoczenia, szybciej
przyrastaty mioty matek laktujagcych w 30°C niz warunkach kontrolnych 23°C (3-
czynnikowa ANCOVA; P < 0,0001; Tabela 7). Przynaleznos¢ do linii selekcyjnej (3-
czynnikowa ANCOVA; P = 0,3) oraz immunizacja antygenem KLH (3-czynnikowa
ANCOVA; P = 0,8) nie wptywaty na tempo przyrostu masy miotéw (Tabela 7).
2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA wykonana w obu temperaturach osobno
nie wykazata istotnego wptywu czasu, przynaleznosci do linii selekcyjnej oraz
immunizacji na tempo przyrostu masy miotéw zaréwno w 23°C, jak i 30°C (P > 0,2 we
wszystkich przypadkach; Rycina 35A i B). Zadna z interakcji nie osiggneta poziomu

istotnosci statystycznej (P > 0,2 we wszystkich przypadkach).

4.2.6. Réznice w poziomie przeciwciat anty-KLH IgM
Poziom przeciwciat anty-KLH IgM byt taki sam w obu temperaturach (3-czynnikowa
ANOVA; F153 = 0,07; P = 0,8), taki sam u matek w linii L-BMR i H-BMR (3-czynnikowa
ANOVA; Fi83 = 2,52; P = 0,1), nie réznit sie tez miedzy grupa KLH i PBS (3-czynnikowa
ANOVA; Fis3 =1,46; P = 0,2; Tabela 8). Interakcje miedzy zmiennymi niezaleznymi
okazaty sie by¢ nieistotne statystycznie (3-czynnikowa ANOVA; P > 0,1 we wszystkich
przypadkach).

2-czynnikowa analiza wariancji ANOVA w 23°C i 30°C potwierdzita schemat
obserwowany w modelu gtéwnym. W obu temperaturach poziom przeciwciat anty-KLH
IgM nie zalezat od przynaleznosci do linii selekcyjnej (F1,41=0,49; P = 0,5 dla 23°C oraz
F141 = 2,86; P = 0,09 dla 30°C), immunizacji antygenem KLH (F1,41 = 0,41; P = 0,5 dla
23°C oraz F141 = 1,40; P = 0,2 dla 30°C) oraz interakgcji linia selekcyjna X immunizacja

(F1,41=0,007; P =0,9 dla 23°C oraz F1,41=0,71; P = 0,4 dla 30°C; Rycina 36A i B).

4.2.7. Réznice w masie narzagdéw wewnetrznych

Jak pokazata 3-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA, wszystkie narzady aktywne
metaboliczne (z wyjatkiem brunatnej tkanki ttuszczowej) oraz narzady limfatyczne
wieksze byty u matek z linii H-BMR (nerki: F1,130=87,56; P < 0,0001; jelito cienkie: F1,134
=55,89; P < 0,0001; serce: F1,130=35,08; P < 0,0001; watroba: F1,129=32,33; P < 0,0001;
brunatna tkanka ttuszczowa: F1132 = 94,78; P < 0,0001; grasica: F1,125 = 5,48; P = 0,02;
Sledziona: F1,122=62,72; P < 0,0001; wezty chtonne: F1,127=19,28; P < 0,0001; Tabela 9).
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Niezaleznie od efektu przynaleznosci do linii selekcyjnej, ekspozycja matek do wysokiej
temperatury otoczenia skutkowata redukcjg masy watroby (F1,120 = 12,15; P = 0,0006),
serca (F1,130 =20,34; P < 0,0001), nerek (F1,130 = 49,54; P < 0,0001) oraz jelita cienkiego
(F1,134 = 11,57; P = 0,0009; Tabela 9). W przypadku brunatnej tkanki ttuszczowej oraz
grasicy, masa tych narzagdow byta wieksza w 30°C niz w 23°C (F1,132=4,72; P = 0,03 oraz
Fi125 = 6,42; P = 0,01; Tabela 9). Istotna interakcja linia selekcyjna X temperatura
otoczenia pokazata, ze najwiekszg mase grasicy miaty matki z linii H-BMR w
temperaturze 23°C (F1,125 = 6,43; P = 0,01), ale masa brunatnej tkanki ttuszczowej
wieksza byta u matek z niskim BMR w temperaturze 30°C (F1,132 = 4,30; P = 0,04). Masa
narzgddéw wewnetrznych nie zalezata od immunizacji antygenem KLH (P > 0,4 we
wszystkich przypadkach; Tabela 8).

2-czynnikowa analiza wariancji ANCOVA wykonana w temperaturze 23°C i 30°C,
potwierdzita istotny wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej na mase wszystkich
narzgddéw wewnetrznych (P < 0,001 we wszystkich przypadkach), z wyjagtkiem masy
grasicy w 30°C (F1,59 = 0,28; P = 0,6; Rycina 37B). Masa brunatnej tkanki ttuszczowej, w
odrdznieniu od pozostatych narzaddéw, byta wieksza u matek z linii L-BMR w obu
temperaturach (Rycina 38). Immunizacja antygenem KLH nie miata wplywu na mase
narzgdéw wewnetrznych w obu temperaturach (P > 0,1 we wszystkich przypadkach),
interakcja linia selekcyjna x immunizacja takze nie osiggneta poziomu istotnosci

statystycznej (P > 0,07 we wszystkich przypadkach).

4.3. Dyskusja

Wyniki pokazaty, ze w temperaturze 23°C matki z linii H-BMR byty ciezsze niz samice z
linii o niskim BMR (Rycina 27A). Wieksza masa ciata samic z linii H-BMR
korespondowata z wyzszg konsumpcjg pokarmu w poréwnaniu do ich odpowiedniczek
z linii L-BMR (Rycina 30A), ale efektywnosc¢ trawienia pokarmu byta taka sama w obu
liniach selekcyjnych (Rycina 31A). Matki z wysokim BMR asymilowaty wiecej energii z
pokarmu w szczycie laktacji oraz produkowaty bardziej kaloryczne mleko niz matki z
niskim tempem metabolizmu (Rycina 32A i 34A), przy czym ich dzienne wydatki
energetyczne byty wyzsze w grupie matek immunizowanych antygenem KLH
(interakcja linia selekcyjna x immunizacja; Rycina 33A). Mimo wyzszej kalorycznosci

mleka produkowanego przez matki z linii H-BMR w szczycie laktacji, ich mioty nie byty
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ciezsze niz mioty matek z linii o niskim BMR w tym okresie (F1,63 = 0,08; P = 0,8; Rycina
35A). Obserwowany wysoki poziom DEE u immunizowanych matek z linii H-BMR takze
nie korespondowat z wyzszym poziomem przeciwciat anty-KLH IgM w surowicy matek
(Rycina 33A i 36A). W ostatnim dniu laktacji samice z przeciwnych linii selekcyjnych nie
réznity sie poziomem odpowiedzi immunologicznej (Rycina 36A; Tabela 8).

W temperaturze 30°C matki z linii o wysokim BMR miaty wyzszg mase ciata w
poréwnaniu do ich odpowiedniczek z linii L-BMR (Rycina 27B). Ekspozycja matek do
temperatury 30°C obnizyta konsumpcje pokarmu, przy czym nadal wiecej jadty matki z
linii H-BMR (Rycina 30B; Tabela 7). Strawnos¢ pokarmu byta lepsza w poréwnaniu do
temperatury 23°C, nadal to matki z linii L-BMR lepiej radzity sobie z trawieniem
pokarmu w poréwnaniu do matek z wysokim BMR (Rycina 31B; Tabela 7). Ekspozycja
matek do temperatury 30°C obnizyta asymilacje energii z pokarmu oraz dzienne
wydatki energetyczne w poréwnaniu do wartosci obserwowanych w 23°C (Rycina 32B i
33B; Tabela 8). W szczycie laktacji nadal lepiej asymilowaty energie matki z wysokim
BMR niz ich odpowiedniczki z linii L-BMR i tak, jak w 23°C, poziom DEE w tym okresie
byt taki sam u matek z obu linii selekcyjnych. Podobnie jak w 23°C, samice z wysokim
BMR produkowaty mleko o wyzszej kalorycznosci, przy czym poziom MEO byt taki sam
w obu temperaturach (Rycina 34B; Tabela 8). Mioty matek przyrastaty szybciej w 30°C
niz w warunkach kontrolnych (Tabela 7), jednak przyrost masy miotéow, podobnie jak w
23°C, nie zalezat od przynaleznosci do linii selekcyjnej (Rycina 35B). Matki z
przeciwnych linii selekcyjnych nie réznity sie takze poziomem przeciwciat anty-KLH IgM
(Rycina 36B) w ostatnim dniu laktacji.

Wydaje sie, ze w obu temperaturach matki z obu linii selekcyjnych daty priorytet
tylko opiece nad potomstwem. Tempo przyrostu masy miotdw, szybsze w
temperaturze 30°C, byto jednak takie same u matek z linii H-BMR i L-BMR. Co wiecej, w
obu temperaturach otoczenia, mioty matek golonych z obu linii selekcyjnych
(Eksperyment 3), przyrastaty w takim samym tempie jak mioty matek niepozbawionych
siersci, opisane w Eksperymencie 2 (interakcja linia x golenie: F1,113=2,97; P = 0,08 dla
23°C oraz Fi,107 = 1,70; P = 0,2 dla 30°C). W szczycie laktacji (miedzy 12 a 14 dniem)
dzienne wydatki energetyczne matek z przeciwnych linii selekcyjnych takze nie réznity
sie miedzy sobg. Nieznacznie wiekszy poziom DEE u matek immunizowanych z linii H-

BMR w 23°C, nie znalazt odzwierciedlenia w poziomie przeciwciat anty-KLH IgM.

113



W ostatnim dniu laktacji u matek z linii H-BMR w 23°C obserwowaftam wzrost
masy grasicy. Jak juz wspomniatam w poprzednim Rozdziale (Podrozdziat 3.3), moze
by¢ to sygnat wczesnego etapu budowania reakcji obronnej, zwigzany z intensywnym
naptywem prekursoréw limfocytéw T ze szpiku kostnego do grasicy, ktére po jej
opuszczeniu powinny stymulowaé limfocyty B do produkcji przeciwciat anty-KLH IgM
(Thapa i Farber 2019). Ekspozycja matek do temperatury 30°C spowodowata redukcje
masy nerek, serca, jelita cienkiego oraz watroby, w takim samym stopniu w obrebie
obu linii selekcyjnych. Co ciekawe, w Eksperymencie 2 (opisanym w Rozdziale 3), po
ekspozycji niegolonych matek do 30°C zaobserwowatam jedynie spadek masy nerek i
watroby. W zwigzku z tym, Zze redukcja masy kosztownych energetycznie narzaddéw
wigze sie z ograniczeniem ilosci produkowanego przez nie ciepta metabolicznego
(Schmidt-Nielsen 1997), wynik ten sugeruje, ze golenie nie uwalniato matek od
obcigzenia zwigzanego z wychowywaniem potomstwa i zastosowaniem immunizacji.
Ponadto, u samic z niskim BMR umieszczonych w 30°C nastgpit wzrost masy brunatnej
tkanki ttuszczowej (IBAT). Podobny efekt zaobserwowano w eksperymencie, w ktérym
samce z tego samego modelu badawczego byty poddane ekspozycji do temperatury
34°C (Ksigzek i Konarzewski 2016). Gtéwna funkcja IBAT zwigzana jest z
przeprowadzaniem  procesow termogenezy bezdrzeniowej, zachodzacej z
wykorzystaniem biatka rozprzegajgcego UCP1 (Cannon i Nedergaard 2004). Zatem
wzrost masy brunatnej tkanki ttuszczowej w wysokiej temperaturze otoczenia nie
koresponduje ze zwiekszonymi trudnosciami w rozpraszaniu metabolicznego ciepta. W
innych pracach, w ktérych oceniano efekt dziatania wysokiej temperatury otoczenia na
mase i parametry funkcjonalne IBAT u niegolonych zwierzat wykazano, ze chomiki
syryjskie poddane ekspozycji do 30°C redukowaty mase iBAT w poréwnaniu do
warunkéw kontrolnych (Garton i in. 1994), natomiast u myszoskoczkéw mongolskich
(Yang i in. 2013a) i myszy laboratoryjnych (Zhao i in. 2016) warunki otoczenia nie miaty
wptywu na zmiany masy brunatnej tkanki ttuszczowej.

W 23°C wyzszg temperature ciata miaty matki z linii L-BMR (Rycina 28A). Wynik
ten nie korespondowat jednak z szybszym przyrostem miotéw tych matek w
poréwnaniu do matek z linii H-BMR, nie byt tez odzwierciedleniem rozwoju odpowiedzi
immunologicznej w warunkach kontrolnych. W temperaturze 23°C zaobserwowatam

tez pozytywng korelacje miedzy masg wychowywanego miotu a temperaturg ciata
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matek (Rycina 29A), przy czym to matki z linii H-BMR, wychowujgce najciezsze mioty
miaty najwyzszg temperature ciata. Obserwacja ta nie wigzata sie jednak z
miedzyliniowymi rdznicami w tempie przyrostu masy miotow w Eksperymencie 3.
Zatem wzrost temperatury ciata u matek z wysokim BMR, wychowujgcych mioty o
duzej masie jest manifestacjg ich intensywnego wysitku rodzicielskiego. Ponadto, w
23°C matki z linii H-BMR miaty wieksze grasice niz ich odpowiedniczki z niskim BMR, a
po immunizacji najbardziej zwiekszyty swoje dzienne wydatki energetyczne (interakcja
linia selekcyjna x immunizacja; Rycina 33A oraz 37A). Wyniki sugerujg, ze pozbawione
sieréci matki z linii H-BMR daty priorytet reprodukcji, przesuwajgc budowanie
odpowiedzi immunologicznej na czas usamodzielnienia sie potomstwa. Z kolei u matek
w 30°C w obu liniach selekcyjnych przyrosty masy miotéow byty wieksze niz w 23°C,
jednak nie przektadato sie to na miedzyliniowe rdznice w temperaturze ciata, jak
rowniez w poziomie produkcji przeciwciat anty-KLH. Ponadto, mioty golonych matek z
obu linii selekcyjnych (Eksperyment 3) przyrastaty w obu temperaturach w takim
samym tempie jak mioty niegolonych matek z linii L-BMR i H-BMR w Eksperymencie 2.
Rezultaty te sugerujg, ze usuniecie siersci podczas realizacji dwdch energochtonnych
czynnosci, ufatwiajgc matkom rozpraszanie ciepta, by¢ moze naktada na nie
jednoczesnie dodatkowe koszty termoregulacji, zwigzane z koniecznoscig utrzymania
statej temperatury ciata.

Zgodnie z moim przewidywaniami, golone matki z linii L-BMR w obu
temperaturach otoczenia daty priorytet wytgcznie reprodukcji. Inaczej niz zaktadatam,
ich mioty przyrastaty w podobnym tempie jak mioty matek niegolonych z tej samej linii
(Eksperyment 2). Przeciwnie do moich zatozen, matki z linii H-BMR w obu
temperaturach otoczenia nie uruchomity reakcji obronnej, ale tempo przyrostu ich
miotdw rzeczywiscie okazato sie podobne do tempa przyrostu miotéw matek
niegolonych z wysokim BMR, opisanych w Eksperymencie 2. Uzyskane wyniki sugerujg
zatem, ze zastosowanie golenia nie utatwito laktujgcym i jednoczesnie
immunizowanym matkom rozpraszania ciepta w takim stopniu, jak sie spodziewatam.
Wbrew moim oczekiwaniom, usuniecie matkom warstwy izolacyjnej nie umozliwito im
realizacji dwdch kosztownych energetycznie funkcji. Zebrane dane nie dostarczajg

poparcia dla zatozen hipotezy HDL.
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4.4. Tabele i ryciny
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Tabela 7. Wyniki 3-czynnikowej analizy wariancji ANOVA/ANCOVA dla uktadow w powtdrzonymi pomiarami z przynaleznoscig do linii selekcyjnej, ekspozycja

do temperatury 30°C i immunizacjg antygenem KLH jako zmiennymi niezaleznymi oraz wptywem czasu trwania eksperymentu na zmiany masy ciata,

temperatury ciata, konsumpcji i strawnosci pokarmu oraz tempa przyrostu masy miotéw u golonych laktujgcych samic myszy laboratoryjnych (masa miotu

jako zmienna ciggta w analizie réznic w temperaturze ciata oraz liczba mtodych w miocie jako zmienna ciggta w analizie réznic w konsumpcji pokarmu i

przyroscie masy miotéw).

zmienne zalezne

masa ciata temperatura ciata konsumpcja pokarmu strawnos¢ pokarmu tempo przyrostu masy miotu
Faf P Fa P Fa P Faf P Faf P
lina 49,89,1,7 <0,0001(+) 13,09:5> 0,0007(-) 30,5411, <0,0001(+) 13,35;12; 0,0004(-) 1,031115 0,3
temperatura 1,051,127 0,3 72,14 .5, <0,0001 (+) 100,18;:12> <0,0001 (+) 50,471121 <0,0001(-) 21,861115 <0,0001 (-)
immunizacja 0,191,127 0,7 0,20 1,5 0,7 0,511,122 0,5 0,031,121 0,9 0,081,115 0,8
linia x temperatura 0,311,127 0,6 6,13 15 0,02 0,021,122 0,9 0,431,121 0,5 0,091,115 0,8
linia x immunizacja 0,231,127 0,6 2,95 15 0,09 0,661,122 0,4 0,691,121 04 2,661,115 0,1
immunizacja x temperatura 6,721,127 0,01 3,27 15 0,08 0,481,122 0,5 1,43:111 0,2 1,051,115 0,3
czas 19,997, <0,0001 2,596330 0,02 12,175610 <0,0001 143,005,605 <0,0001 0,385,575 0,9
czas x linia 5,596 <0,0001 0,346330 0,9 0,825610 0,5 3,05,605 0,01 1,345,575 0,2
czas x temperatura 2,506,762 0,02 2,396330 0,03 2,995,610 0,01 3,55,605 0,004 1,035,575 0,4
€zas X immunizacja 0,156 0,9 0,116330 0,9 0,275,610 0,9 1,75,605 0,1 0,665,575 0,6

Wartos$¢ P < 0,05 oznaczona jest pogrubiong czcionka.
Znak (+) przy wartosci P oznacza: H-BMR > L-BMR i 23°C > 30°C; natomiast znak (-) oznacza: L-BMR > H-BMR i 30°C > 23°C.

117



Tabela 8. Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej, ekspozycji do temperatury 30°C oraz immunizacji antygenem KLH na dzienne spozycie energii (DEI; Daily
Energy Intake), ilos¢ energii brutto pobieranej z pokarmu (GEl; Gross Energy Intake), zawarto$¢ energii w odchodach (GEteaces; Gross Energy of feaces), ilos¢
energii asymilowanej z pokarmu (MEI; Metabolisable Energy Intake), dzienne wydatki energetyczne (DEE; Daily Energy Expenditure), kalorycznosé mleka
(MEO; Milk Energy Output) oraz poziom przeciwciat anty-KLH IgM u golonych laktujgcych samic myszy laboratoryjnych. Wartosci przedstawione w tabeli
wyrazone sg jako $rednie wartosci najmniejszych kwadratéw z 3-czynnikowej analizy wariancji ANOVA/ANCOVA + SE (btad standardowy) i korygowane o

przyrost masy miotow miedzy 12 a 14 dniem laktacji (z wyjatkiem poziomu przeciwciat anty-KLH IgM).

zmienne niezalezne

linia selekcyjna temperatura otoczenia manipulacja
H-BMR L-BMR 23°C 30°C KLH PBS
DEI 190,48 + 4,03 162,16 £ 4,58 187,42 + 4,89 166,53 + 4,21 179,76 £ 4,67 174,27 +4,93
GEI 246,64 £ 5,50 205,20+ 6,91 244,16 + 6,80 209,54 + 6,14 231,49+6,41 222,05+ 7,34
GEfeaces 55,41 +1,80 45,29+ 1,99 56,74 + 2,07 44,75+ 1,58 51,73 +1,86 49,52 + 2,16
MEI 183,33 +4,01 160,847 + 3,73 184,42 + 4,15 162,21 + 3,68 173,41+ 4,36 172,35 +4,30
DEE 107,63 + 3,00 104,26 + 3,08 115,29 + 2,89 97,55+ 2,46 105,75+ 2,78 106,34 + 3,27
MEO 75,71 +3,29 56,59 + 2,40 69,13 + 3,89 64,66 + 2,76 67,66 + 2,80 66,01 + 3,75
anty-KLH IgM 0,31+ 0,02 0,27 £0,02 0,30+ 0,02 0,29 +0,01 0,28 + 0,02 0,31+0,02
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Tabela 9. Wptyw przynaleznosci do linii selekcyjnej, ekspozycji do temperatury 30°C oraz immunizacji antygenem KLH na mase narzgdéw aktywnych
metabolicznie i limfatycznych u golonych laktujgcych samic myszy laboratoryjnych. Wartosci przedstawione w tabeli wyrazone sg jako Srednie wartosci
najmniejszych kwadratéw z 3-czynnikowej analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy) i korygowane o mase matki w 14 dniu laktacji pomniejszong o

mase tresci jelitowe] i mase analizowanego narzadu.

zmienne niezalezne

linia selekcyjna temperatura otoczenia manipulacja
H-BMR L-BMR 23°C 30°C KLH PBS
nerki 0,501 + 0,008 0,399 £ 0,006 0,489 £ 0,010 0,442 £ 0,011 0,472 + 0,011 0,461+ 0,010
jelito 2,497 £+ 0,051 1,844 + 0,047 2,314 + 0,062 2,113+ 0,061 2,209 + 0,065 2,215+0,061
serce 0,164 £ 0,002 0,140 £ 0,002 0,158 £ 0,002 0,149 £ 0,002 0,155 £ 0,002 0,152 £ 0,002
watroba 2,183 + 0,039 1,773 +£0,028 2,067 + 0,046 1,936 + 0,038 2,016 + 0,042 1,988 + 0,043
IBAT 0,032 £ 0,001 0,054 + 0,002 0,040 £ 0,002 0,044 £ 0,002 0,041 £ 0,002 0,043 £ 0,002
grasica 0,032 + 0,001 0,024 + 0,001 0,026 + 0,001 0,031 + 0,002 0,028 + 0,002 0,028 + 0,001
$ledziona 0,310+0,013 0,147 £ 0,005 0,238 £ 0,015 0,247 £0,015 0,245 + 0,017 0,241 +0,013
wezty chtfonne 0,012 + 0,001 0,006 + 0,001 0,009 + 0,001 0,009 + 0,001 0,009 + 0,001 0,009 + 0,001
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Rycina 26. Schemat przebiegu Eksperymentu 3, w ktérym pozbawione siersci laktujgce samice myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR poddane byty

ekspozycji do temperatury 30°C i immunizowane antygenem KLH. Opis ryciny znajduje sie w teks$cie (Rozdziat 4).
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Rycina 27. Zmiany masy ciata laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C i immunizowanych
antygenem KLH. Wszystkim samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Zmiany masy ciata wyrazone sg jako wartosci absolutne z analizy

wariancji ANOVA * SE (btagd standardowy) dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami.

121



A 384 B 384
23°C 30°C
O 380 & 38,0
© 8
© o
8 2
€ 376 € 376
> =
T ©
—
5 OOl e {J\\ ]
£ o” © £
o 37,2 o 37,2 O L-BMR PBS
—
+ @ L-BMRKLH
H-BMR PBS
H-BMR KLH
36,8 36,8
2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
czas trwania eksperymentu (dni) czas trwania eksperymentu (dni)
P unia = 0,0003 P czas=0,001

Rycina 28. Zmiany temperatury ciata laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Wszystkim
samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Temperatura ciata wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratow z analizy wariancji

ANCOVA #+ SE (btad standardowy) dla uktadéw z powtérzonymi pomiarami (korygowane o mase miotu).
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Rycina 29. Korelacja miedzy masg miotu a $rednig temperaturg ciata obserwowana w 14 dniu laktacji u samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w
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Rycina 30. Zmiany w konsumpcji pokarmu laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Wszystkim
samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Konsumpcja pokarmu wyrazona jest jako srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy

wariancji ANCOVA = SE (bfad standardowy) dla uktadéw z powtérzonymi pomiarami (korygowane o liczbe mtodych w miocie).
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Rycina 31. Zmiany strawnosci pokarmu u laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Wszystkim
samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Strawnos¢ pokarmu wyrazona jest jako wartosci absolutne z analizy wariancji ANOVA + SE (btad

standardowy) dla uktadéw z powtdérzonymi pomiarami.
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Rycina 32. Wptyw immunizacji antygenem KLH na ilo$¢ energii metabolizowanej (MEI; Metabolisable Energy Intake) przez laktujgce samice myszy
laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Warto$¢ MEI oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Wszystkim
samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Warto$¢ MEI wyrazona jest jako srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji

ANCOVA + SE (btad standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem laktacji.
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Rycina 33. Wptyw immunizacji antygenem KLH na dzienne wydatki energetyczne (DEE; Daily Energy Expenditure) laktujacych samic myszy laboratoryjnych z
linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Wartos$¢ DEE oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji. Wszystkim samicom
usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Warto$¢ DEE wyrazona jest jako srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji ANCOVA * SE

(btad standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem laktacji.
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Rycina 34. Wplyw immunizacji antygenem KLH na kaloryczno$¢ mleka (MEO; Milk Energy Output) produkowanego przez laktujgce samice myszy
laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Warto$¢ MEO oszacowano dla okresu miedzy 12 a 14 dniem laktacji.
Wszystkim samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Wartos¢ MEO wyrazona jest jako srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy

wariancji ANCOVA = SE (btad standardowy), korygowane o przyrost masy miotu miedzy 12 a 14 dniem laktacji.
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Rycina 35. Zmiany tempa przyrostu masy miotow laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C.
Wszystkim samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Przyrost masy miotdow wyrazony jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z

analizy wariancji ANCOVA + SE (btagd standardowy) dla uktadéw z powtdrzonymi pomiarami (korygowane o liczbe mtodych w miocie).
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Rycina 36. Poziom przeciwciat anty-KLH u laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Wszystkim

samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Poziom przeciwciat wyrazony jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratéw z analizy wariancji
ANOVA + SE (btad standardowy).
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Rycina 37. Wptyw immunizacji antygenem KLH na mase grasicy laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w temperaturze (A) 23°C oraz
(B) 30°C. Wszystkim samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci sierSci. Masa grasicy wyrazona jest jako Srednie wartosci najmniejszych kwadratow z

analizy wariancji ANCOVA + SE (btagd standardowy), korygowane o mase ciata matki w 14 dniu laktacji pomniejszong o mase grasicy.
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Rycina 38. Wptyw immunizacji antygenem KLH na mase brunatnej tkanki ttuszczowej laktujgcych samic myszy laboratoryjnych z linii L-BMR i H-BMR w
temperaturze (A) 23°C oraz (B) 30°C. Wszystkim samicom usunieto warstwe izolacyjng w postaci siersci. Masa brunatnej tkanki ttuszczowej wyrazona jest

jako srednie wartosci najmniejszych kwadratow z analizy wariancji ANCOVA + SE (btad standardowy), korygowane o mase ciata matki w 14 dniu laktacji

pomniejszong o mase brunatnej tkanki ttuszczowe;.
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5. Dyskusja ogodlna

Celem badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej byto testowanie zatozen
hipotezy o ograniczeniach w rozpraszaniu ciepta, przy czym w badaniach stworzytam
warunki do ujawniania sie kompromiséw energetycznych (trade-offs). Zaktadatam, ze
jesli budzety energetyczne laktujgcych samic sg ograniczane przez ich zdolnosci do
rozpraszania metabolicznego ciepta, jednoczesne obcigzenie matek kosztami opieki
rodzicielskiej i budowania odpowiedzi immunologicznej powinno doprowadzi¢ do
ujawniania sie kompromiséw pomiedzy tymi funkcjami. W badaniach wykorzystatam
model zwierzecy, jakim sg samice myszy laboratoryjnych selekcjonowane w kierunku
niskiego (L-BMR) i wysokiego (H-BMR) tempa metabolizmu podstawowego. Model ten
idealnie wpasowuje sie w zatozenia hipotezy HDL, gdyz oprécz genetycznie
uwarunkowanych réznic w tempie przetwarzania energii i produkcji ciepta, zwierzeta z
przeciwnych linii selekcyjnych nie rdznig sie przewodnoscia cieplng (Gebczynski i in.
2005). Aby zweryfikowaé stuszno$é¢ postawionych we Wstepie hipotez,
przeprowadzitam trzy komplementarne eksperymenty rdznigce sie miedzy sobg
zastosowanymi manipulacjami.

Eksperyment 1 (Rozdziat 2; Rycina 1) opierat sie na zastosowaniu procedury
golenia siersci u laktujgcych samic przed szczytem laktacji. Spodziewatam sie, ze
usuniecie warstwy izolacyjnej u matek poddanych ekspozycji do temperatury 30°C
utatwi im rozpraszanie metabolicznego ciepta, a w konsekwencji podniesie ich wysitek
rodzicielski w sposéb zalezny od indywidualnego tempa metabolizmu. Zgodnie z moimi
zatozeniami, matki z przeciwnych linii selekcyjnych réznity sie odpowiedzia na
zastosowang manipulacje. Ekspozycja samic z linii H-BMR do 30°C ograniczyfa ich
wysitek rodzicielski, jednak wptyw golenia na tempo przyrostu masy miotdw matek z
tej linii selekcyjnej istotny byt jedynie w temperaturze 23°C (Rycina 10). Wbrew moim
zatozeniom, mioty matek z linii o niskim BMR przyrastaty szybciej w 30°C niz w
warunkach kontrolnych. Co wiecej, w temperaturze 30°C ich wysitek reprodukcyjny byt
wyzszy w poréwnaniu do matek z wysokim BMR, nawet bez efektu golenia.

Gtéwnym zatozeniem Eksperymentu 2 (Rozdziat 3; Rycina 12) byta ocena reakcji

matek na jednoczesne obcigzenie ich budzetdow energetycznych opieka rodzicielskg i
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rozwojem reakcji obronnej. Zaktadatam, ze u laktujgcych samic ujawnig sie zalezne od
osobniczego tempa metabolizmu kompromisy miedzy tymi funkcjami. Zgodnie z moimi
przewidywaniami, matki z przeciwnych linii selekcyjnych inaczej radzity sobie z
jednoczesng realizacjg obu czynnosci. Inaczej, niz zaktadatam, matki z linii L-BMR
laktujgce w obu temperaturach otoczenia daty priorytet wytgcznie reprodukcji, nie
obserwowatam u nich wzrostu poziomu przeciwciat po podaniu antygenu KLH (Rycina
21 i 22). Ponadto, w 30°C ich mioty w szczycie laktacji (miedzy 12 a 14 dniem)
przyrastaty szybciej niz mioty matek z linii H-BMR (F1,46 = 7,69; P = 0,007). Matki z
wysokim BMR prébowaty budowaé odpowiedZz na podany antygen, ale ich reakcja
rozwijata sie zaleznie od warunkéw otoczenia. W temperaturze 23°C, w ostatnim dniu
laktacji, samice z tej linii uruchomity juz produkcje przeciwciat anty-KLH IgM (Rycina
22A), ich mioty w poréwnywalnym okresie przyrastaty w takim samym tempie jak
mioty matek z niskim tempem metabolizmu (Fi55 = 3,67; P = 0,06; Rycina 21A).
Natomiast w temperaturze 30°C matki z wysokim BMR daty poczgtkowo priorytet
reprodukcji, przy czym w ostatnim dniu laktacji, kiedy tempo przyrostu masy ich
miotdw byto wolniejsze (Rycina 21B), obserwowany wzrost masy grasicy i weztéw
chtonnych (Rycina 24B i 25B) moze sugerowal ujawnianie sie kompromisu miedzy
opieka rodzicielska a reakcjg obronna.

Eksperyment 3 (Rozdziat 4; Rycina 26) takze testowat okolicznosci ujawniania sie
kompromisdw miedzy opieka rodzicielskg a odpowiedzig immunologiczng, ale matki z
przeciwnych linii selekcyjnych pozbawione byty warstwy izolacyjnej. Spodziewatam sie,
ze eksperymentalne zniesienie limitdw w rozpraszaniu ciepta utatwi matkom realizacje
dwéch kosztownych funkgji fizjologicznych w stopniu wiekszym niz w Eksperymencie 2.
Wyniki pokazaty jednak, ze matki z przeciwnych linii selekcyjnych w obu temperaturach
otoczenia daty priorytet wytacznie reprodukcji, nie uruchamiajgc produkcji przeciwciat
(Rycina 35 i 36). Przeciwnie do moich zatozen, mioty matek golonych z obu linii
selekcyjnych w Eksperymencie 3 nie przyrastaly szybciej w poréwnaniu do miotdw
matek niegolonych z linii H-BMR i L-BMR w Eksperymencie 2 (interakcja linia selekcyjna
x golenie: F1,113=2,97; P = 0,08 dla 23°C oraz F1,107=1,70; P = 0,2 dla 30°C).

Zebrane przeze mnie dane nie potwierdzajg hipotezy 1 i 2 (postawionych we
Wstepie rozprawy), tylko czesciowo korespondujg z zatozeniami hipotezy 3. Zgodnie z

moimi przewidywaniami, reakcja matek na fgczny efekt laktacji i stresu obronnego
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zalezna byfa przede wszystkim od osobniczego tempa metabolizmu podstawowego,
jednak radzity sobie one w sposéb odmienny niz zaktadatam. Samice z niskim BMR daty
priorytet wytgcznie reprodukcji, nie rozpoczynaty produkcji swoistych przeciwciat, nie
obserwowatam tez zmian w narzadach limfatycznych mogacych $wiadczy¢ o
poczatkowych etapach rozwoju reakcji obronnej w obu temperaturach otoczenia (Roitt
2000, Gotab i in. 2004, Thapa i Farber 2019). Wynik ten jest zbiezny z rezultatami pracy
Yang i wspétautorow (2013b), ktérzy testujgc ujawnianie sie kompromisow miedzy
opieka rodzicielskg a odpowiedzig immunologiczng u myszoskoczkédw mongolskich nie
zaobserwowali zwiekszonej produkcji specyficznych przeciwciat po immunizacji, jak
rowniez wzrostu masy narzgdow limfatycznych u matek laktujgcych zaréwno w 21°C i
30°C. Jak pokazaty moje wyniki, niepozbawione siersci matki z linii H-BMR
(Eksperyment 2) byly w stanie taczy¢ wychowywanie potomstwa z produkcjg
specyficznych przeciwciat (w szczycie laktacji). Podobny wynik data praca, w ktorej
samice nornika Brandta, laktujgce w 21°C, mimo obcigzenia zwigzanego z
wychowywaniem potomstwa, nie sttumity produkcji swoistych przeciwciat w
odpowiedzi na immunizacje antygenem KLH (Xu i in. 2012). Ponadto, matki z wysokim
BMR laktujgce w temperaturze 30°C (Eksperyment 2) daty priorytet reprodukcji, a
kiedy mtode stawaty sie troche bardziej samodzielne (14 dzien laktacji) powiekszaty sie
ich narzady limfatyczne, co jak mozna przypuszcza¢, byto wstepem do rozwoju reakcji
obronne;j.

We wszystkich trzech eksperymentach ekspozycja matek z obu linii selekcyjnych
do temperatury 30°C skutkowata szybszym przyrostem masy miotéw, w poréwnaniu
do temperatury 23°C, jednak nie wigzata sie z produkcjg mleka o wyzszej zawartosci
energii w szczycie laktacji. Wyniki ten nie pokrywa sie z wynikami innych prac
testujgcych zatozenia hipotezy HDL z wykorzystaniem tej samej manipulacji.
Przyktadowo, ekspozycja laktujgcych samic nornika zwyczajnego (Simons i in. 2011),
chomika stepowego (Huang i in. 2020) oraz myszy laboratoryjnych szczepu Swiss (Zhao
i in. 2016) i MF1 (Krél i Speakman 2003b) do temperatury 30°C skutkowata nizszg
kalorycznosciag mleka oraz wychowywaniem mniejszych miotéw w pordwnaniu do
warunkéw kontrolnych. Z kolei umieszczenie samic chomika syryjskiego i nornika

Brandta w temperaturze 30°C obnizyto kalorycznos¢ produkowanego przez nie mleka,
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jednak nie wywarto wptywu na tempo, w jakim przyrastaty ich mioty (Wu i in. 2009,
Ohrnbergeriin 2018).

Jednoznacznego poparcia dla zatozed hipotezy HDL nie dostarczyto takze
zastosowanie procedury usuwania siersci laktujgcym samicom. Zgodnie z wynikami
innych prac, w ktdrych takze stosowano te manipulacje (Krdl i in. 2007, Sadowska i in.
2016, Ohrnberger i in. 2020), golenie matek z linii H-BMR (Eksperyment 1) umozliwito
im wychowywanie wiekszych miotow w porédwnaniu do matek niegolonych w
temperaturze 23°C. Z kolei przeciwnie do zatozen hipotezy HDL, matki z linii L-BMR
poddane procedurze golenia w tej samej temperaturze w Eksperymencie 1, nie
podnosity swojego wysitku rodzicielskiego w pordwnaniu do matek niegolonych.
Ponadto, niezgodnie z zatozeniami hipotezy HDL, usuniecie siersci matkom z linii H-
BMR i L-BMR, ktérych budzety energetyczne zostaty obcigzone kosztami reprodukgji i
budowania odpowiedzi immunologicznej (Eksperyment 3), nie utatwito im
jednoczesnej realizacji obu kosztownych energetycznie funkcji.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze usuniecie warstwy izolacyjnej matkom z linii L-BMR,
wychowujagcym mtode w temperaturze 23°C nakfadato na nie dodatkowe koszty
termoregulacji, zwigzane z koniecznoscig utrzymania statej temperatury ciata. Efekt ten
byt szczegdlnie zauwazalny u samic z niskim BMR w Eksperymencie 1, ktérych mioty w
warunkach kontrolnych przyrastaty stabiej niz mioty ich odpowiedniczek z wysokim
BMR (Rycina 10A). Obserwacje te ttumaczy¢é mogg wyniki ostatnich badan
prowadzonych na tym samym modelu zwierzecym. Jak sie okazuje, myszy z réznym
BMR mogg roézni¢ sie najnizszg temperaturg krytyczng (ang. Lower Critical
Temperature; LCT), determinujgcy dolng granice strefy termoneutralnej zwierzat. O ile
w przypadku linii H-BMR temperatura 23°C miesci sie w granicach strefy
termoneutralnej, myszy z linii L-BMR majg LCT nizszg o okoto 9°C (Gebczyniski; dane
nieopublikowane). Obserwacja ta jest dodatkowo poparta wynikami badan Sadowskiej
i wspétautorow (2019), gdzie wykazano, ze golone matki z linii L-BMR wychowywaty
najmniejsze mioty w pordwnaniu do matek niegolonych z obu linii selekcyjnych oraz
golonych matek z wysokim BMR w temperaturze 23°C.

We wszystkich trzech eksperymentach obserwowatam pozytywng korelacje
miedzy masg wychowywanego przez matki miotu a ich temperaturg ciata. W dwdch

pierwszych doswiadczeniach efekt ten dotyczyt matek laktujgcych w 30°C, przy czym w
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Eksperymencie 1 najwyzszg temperature ciata miaty matki z linii L-BMR, a w
Eksperymencie 2 matki z linii H-BMR, wychowujgce w tych temperaturach najwieksze
mioty (Rycina 4B i 15B). Natomiast w Eksperymencie 3 wyzsza temperatura ciata
obserwowana byta u matek z linii H-BMR, wychowujgcych mioty o najwiekszej masie w
warunkach kontrolnych (Rycina 29A). Obserwacja ta moze by¢ istotna w kontekscie
zachodzgcych obecnie zmian klimatycznych. Zgodnie z danymi przedstawionymi w
raporcie IPCC z 2022 roku, dotychczasowy sredni wzrost globalnej temperatury
otoczenia obserwowany jest na poziomie okoto 1,1°C. Stale rosngca temperatura
otoczenia pocigga za sobg zwiekszone ryzyko wystepowania niekontrolowanych
zjawisk atmosferycznych, wsréd ktoérych szczegdlng role odgrywajg ekstremalne upaty.
Zgodnie z zatozeniami hipotezy HDL, wzrost temperatury otoczenia, moze utrudniac
zwierzetom rozpraszanie ciepfa i naktadac¢ na nie fizjologiczne ograniczenia, redukujgce
poziom opieki rodzicielskiej. Zatem w obliczu zmian, zwigzanych z ocieplaniem sie
klimatu, obserwowana w moich badaniach podwyzszona temperatura ciata matek
wychowujgcych duze mioty moze prowadzic do zmian w geograficznym
rozmieszczeniu gatunkow, ale takze do zwiekszonej $Smiertelnos$ci, co juz zostato
potwierdzone w przypadku niektérych gatunkéw zwierzat (Thomas i in. 2004, Levinsky

iin. 2007, Welbergen i in. 2007, Deng i in. 2020, Mentesana i Hau 2022).

Podsumowujgc, laktujgce samice myszy laboratoryjnych réznigce sie BMR inaczej
radzity sobie z trudnosciami zwigzanymi z obcigzeniem ich budzetow energetycznych
kosztami opieki rodzicielskiej i rozwoju reakcji obronnej. Matki charakteryzujace sie
niskim BMR dawaty priorytet wytgcznie reprodukcji, odktadajgc budowanie odpowiedzi
immunologicznej w czasie. Mimo wyzszych kosztéw utrzymania organizmu (w
porownaniu do matek z linii L-BMR), matki z linii H-BMR byty w stanie budowac
kompromis miedzy opieka rodzicielska a odpowiedzig immunologiczng, jednak w
sposdb zalezny od temperatury otoczenia. Usuwanie warstwy izolacyjnej nie
sprawdzito sie jako sposéb na uwalnianie matek od limitdw w rozpraszaniu
metabolicznego ciepta, przynajmniej w wykorzystanym przeze mnie w pracy modelu
badawczym. Wynik ten moze sugerowac, ze siers¢ nie stanowi najwiekszej przeszkody
W rozpraszaniu ciepta u samic myszy laboratoryjnych o réznym BMR. Zebrane dane nie

dostarczajg jednoznacznego poparcia dla zatozen hipotezy HDL.
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