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1. Imie i nazwisko: Agnieszka Wolinska
Adres stuzbowy: Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska
Instytut Biotechnologii
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Srodowisku
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II
ul. Konstantynéw 1 1, 20-708 Lublin
tel. 81 454 54 60, fax.: 81 44546 11

e-mail: awolin@kul.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

19.06.2001 - tytul magistra ochrony S$rodowiska uzyskany na Wydziale
Matematyczno-Przyrodniczym Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawta
II. Studia zakonczone wynikiem bardzo dobrym. Tytul pracy magisterskiej:
,» Wplyw wilgotnosci gleb na gesto$¢ strumienia tlenu''. Promotorem pracy byt dr
Andrzej Bieganowski, konsultantem $p. prof. dr hab. Ryszard Walczak, cztonek

korespondencyjny PAN.

28.09.2009 - tytul doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, uzyskany na
Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego
Jana Pawta II. Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Aktywno$¢ dehydrogenazowa
mikroorganizméow glebowych i dostepnosé tlenu w procesie reoksydacji
wybranych, mineralnych gleb Polski”. Promotorem byt §p. dr hab. Riccardo
Bennicelli, prof. KUL, a recenzentami: dr hab. Mieczystaw Blaszczyk, prof. SGGW
oraz prof. dr hab. Korneliusz Miksch (Politechnika Slaska)

3. Informacje o przebiegu pracy naukowej

2001-2010 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat
Matematyczno-Przyrodniczy (obecnie Wydzial Biotechnologii i
Nauk o Srodowisku), Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska,
asystent naukowo-dydaktyczny

2010—do Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat
chwili obecnej Biotechnologii i Nauk o Srodowisku, Katedra Biochemii i Chemii
Srodowiska, adiunkt naukowo-dydaktyczny
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach w zakresie

sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

"Biologiczne i metagenomiczne badania roéznorodnosci bakterii gleb
Lubelszczyzny w poszukiwaniu nowych wyznacznikéw ich biologicznej

degradacji'
a. autorzy, tytuly publikacji, rok wydania

Al. Wolinska Agnieszka™, Rekosz-Burlaga Hanna, Goryluk-Salmonowicz Agata,
Blaszczyk Mieczystaw, Stgpniewska Zofia. 2015. Bacterial abundance and
dehydrogenase activity in selected agricultural soils from Lublin region. Polish Journal

of Environmental Studies, 24 (6), 2677-2682.

IF 2015 0,790; IF 5 jerni: 0,888; punktacja MNiSW: 15; liczba cytowan (wg bazy Web of

Science): 5

A2. Wolinska Agnieszka®, Stepniewska Zofia, Pytlak Anna. 2015. The effect of
environmental factors on total soil DNA content and dehydrogenase activity. Archives

of Biological Sciences, 67(2), 493-501.

IF2015 0,718; punktacja MNiSW: 15; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 11

A3. Wolinska Agnieszka®, Szafranek-Nakonieczna Anna, Banach Artur, Blaszczyk
Mieczystaw, Stepniewska Zofia. 2016. The impact of agricultural soil usage on activity
and abundance of ammonifying bacteria in selected soils from Poland. Springer Plus, 5:

565, doi: 10.1186/540064-016-2264-8.

IF2016 0,982; punktacja MNiSW: 25; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 3

& autor korespondencyjny
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A4. Wolinska Agnieszka™, Gorniak Dorota, Zielenkiewicz Urszula, Goryluk-
Salmonowicz Agata, Kuzniar Agnieszka, Stepniewska Zofia, Btaszczyk Mieczystaw.
2017. Microbial biodiversity in arable soils is affected by agricultural practices.

International Agrophysics 31(2): 259-271.

1F2016 0,967; IF5 jemni: 1,197; punktacja MNiSW: 25; liczba cytowan (wg bazy Web of

Science): 2

A5. Wolinska Agnieszka®™, Kuzniar Agnieszka, Zielenkiewicz Urszula, Banach Artur,
Izak Dariusz, Stgpniewska Zofia, Btaszczyk Mieczystaw. 2017. Metagenomic analysis
of some potential nitrogen-fixing bacteria in arable soils at different formation process.
Microbial Ecology, 73, 162-176. doi 10.1007/s00248-016-0837-2. (opublikowana
online 31.08.2016)

IF2016 3,630; IF5 jemiz 3,752; punktacja MNiSW: 35; liczba cytowan (wg bazy Web of

Science): 0

A6. Wolinska Agnieszka™, Kuzniar Agnieszka, Zielenkiewicz Urszula, Izak Dariusz,
Szafranek-Nakonieczna Anna, Banach Artur, Btaszczyk Mieczystaw. 2017.
Bacteroidetes as a sensitive biological indicator of agricultural soil usage revealed by
culture independent approach. Applied Soil Ecology, 119, 128-137. doi
10.1016/j.aps0il.2017.06.009.

IF2016 2,768; 1F'5 jeniz 3,224; punktacja MNiSW: 35; liczba cytowan (wg bazy Web of

Science): 1

A7. Wolinska Agnieszka™, Fragc Magdalena, Oszust Karolina, Szafranek-Nakonieczna
Anna, Zielenkiewicz Urszula, Stepniewska Zofia. 2017. Microbial biodiversity of

meadows under different modes of land use: catabolic and genetic fingerprinting. World

= autor korespondencyjny
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Journal of Microbiology and Biotechnology, 33(8), 154. doi 10.1007/s11274-017-2318-
2.

IF2016 1,658; punktacja MNiSW: 20; liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 0

Sumaryczny wspoétczynnik oddzialywania czasopism, w ktorych ukazaty si¢ publikacje
wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania: 11,513
i/lub 12,419 (uwzgledniajac IFs jetmi)

Sumaryczna liczba punktow MNiSW za publikacje wchodzace w sklad osiagniecia
naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania: 170

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego do dnia
ztozenia wniosku (wg bazy Web of Science): 22

b. omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Osiggnigcie naukowe, stanowigce podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego stanowi 7 prac opublikowanych w latach 2015-2017, ujetych pod
wspllnym tytutem "Biologiczne i metagenomiczne badania réznorodnos$ci bakterii
gleb Lubelszczyzny - w poszukiwaniu nowych wyznacznikéw ich biologicznej
degradacji''. Wspomniane prace sg efektem realizacji w latach 2014-2016 projektu
SONATA finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Metagenomy glebowe
wskaznikiem degradacji bior6znorodnosci mikroorganizméw w glebach uzytkowanych
rolniczo na Lubelszczyznie” (DEC-2013/09/D/NZ9/02482), w ktérym petnitam funkcje
kierownika.

Ze wzgledu na fakt, ze Srodowisko glebowe stanowi najbardziej réznorodny i
najbardziej liczebny rezerwuar mikroorganizméw na Ziemi, wykorzystujac najnowsze
narzedzia biologii molekularnej, podjelam badania zwigzane z wyznaczeniem
metagenomow glebowych, mogacych sta¢ si¢ indykatorami degradacji biologicznej
gleb rolniczo uzytkowanych. Pomimo, ze badania bior6znorodnosci w glebach
prowadzone s3 od dawna, to jednak wcigz wigzg sg ze sporymi trudno$ciami
metodycznymi. Wiadomo juz, ze metody oparte na hodowli bakterii na sztucznych
podtozach w laboratorium, mimo ze wzbogacily wiedz¢ mikrobiologiczna, to jednak nie
stanowig petlnego obrazu bioréznorodnosci $wiata bakterii glebowych (Badura 2006),

limitujagc sfer¢ poznawcza do 1-3% bakterii hodowalnych, podczas gdy wigkszos¢
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bakterii glebowych (97-99%) pozostaje niechodowalna w warunkach laboratoryjnych.
Nie mniej jednak, dzigki szybkiemu w ostatnich 10-15 latach rozwojowi metod
metagenomicznych, mozliwe stalo si¢ pomini¢cie najbardziej nieefektywnego
poznawczo etapu hodowli laboratoryjnych i pozyskanie nieosiggalnej do niedawna
informacji na temat ogromnej populacji bakterii niehodowanych (z ang. VBNC, Viable
But Not Cultivable), zasiedlajacych srodowiska glebowe.

Dane literaturowe wskazujg, ze o ile w glebach nieuprawianych (nieuzytkach,
pastwiskach, tgkach) znajdujg si¢ tysigce genomoéw rdéznych bakterii, to w glebach
poddawanych wieloletniej uprawie ich liczba ulega znacznemu ograniczeniu
(Tscharntke 1 in., 2012; Bender i in., 2016; Zhang i in., 2017). Redukcja grup
filogenetycznych bakterii na skutek dziatalnosci rolniczej powoduje, ze gleby te
zawieraja zwykle znacznie mniej grup taksonomicznych przy duzej liczebnosci
komoérek. Ograniczenie réznorodnosci sprawia za$, ze gleby rolnicze nie podlegaja
cyklowi petnej regeneracji i nie przywracaja swojej zyznosci na dostatecznie wysokim
poziomie. Z tego punktu widzenia okreslenie aktywnos$ci drobnoustrojow glebowych
wraz z doktadnym opisaniem istniejagcych w danej glebie taksondéw bakteryjnych jest
szczegOlnie wazne.

Waga tego problemu zostata rozpoznana juz przez 10 krajow UE (Niemcy, Wielka
Brytania, Francja, Holandia, Szwajcaria, Nowa Zelandia, Czechy, Rosja, Austria,
Witochy), w ktérych analizy stanu mikrobiologicznej degradacji gleb sg systematycznie
prowadzone. Wytypowano do tego celu szereg wskaznikow mikrobiologicznych,
pozwalajacych uzyska¢ adekwatng odpowiedz, $wiadczaca o biologiczne] degradacji
srodowisk glebowych, w wyniku stosowanych praktyk rolniczych. Wskazniki
rekomendowane przez Organizacje Wspolpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD, ang.
Organisation for Economic Co-operation and Development) obejmuja ustalenie:
aktywnosci respiracyjnej, biomasy mikroorganizmow, poziomu enzymow glebowych
(dehydrogenaz, aktywnoS$ci argininy), procesy amonifikacji 1 nitryfikacji, analizy
biordznorodnosci z wykorzystaniem technik DGGE i/lub Biolog, liczebno$¢ bakterii
i/lub grzybow.

Nalezy w tym miejscu podkresli¢c, ze w Polsce analizy metagenomiczne gleb
rolniczych nie byly dotad prowadzone. Stad, wyniki uzyskane w toku realizacji
kierowanego przeze mnie projektu stanowia pierwsze tak kompleksowe zbadanie

bioréznorodnosci gleb rolniczo uzytkowanych w naszym kraju.
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Obszarem prowadzenia moich badan stala si¢ Lubelszczyzna, stanowigca jeden z
najwigkszych 1 najwazniejszych areatow rolniczych Polski, w ktérym reprezentowane
sg wszystkie, podstawowe i dominujgce w Polsce jednostki glebowe. Material glebowy

zostal pogrupowany w 3 giéwne grupy gleb z uwagi na genezg¢ ich powstania:

I. autogeniczne — wytworzone na utworach lessowych, reprezentowane przez
gleby ptowe typowe, ptowe zerodowane i1 czarnoziemy, stanowiace 77,5%
wojewOdztwa lubelskiego 1 obejmujace ok. 85% obszaru Polski.

II.  hydrogeniczne — powstate pod wptywem stagnujacej wody, reprezentowane
przez gleby murszowe, mady rzeczne i1 czarne ziemie, stanowigce 5%
powierzchni wojewddztwa lubelskiego 1 ok. 13% obszaru Polski.

III.  litogeniczne — wytworzone na podiozu wapiennym, reprezentowane przez
redziny (czarnoziemne 1 brunatne), stanowigce 17,5% powierzchni

wojewddztwa i ok. 2% obszaru Polski.

Niezwykle waznym pozostaje fakt, ze kazda z wykorzystanych lokalizacji pobierania
préb glebowych do badan nie byta przypadkowa ani dowolna. Kazda z nich zostata
bowiem skatalogowana w Banku Probek Glebowych, utworzonym w 1991 r. i
nalezacym do Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie (Glinski i in. 1991). Historia
dokumentacji, typologii i uprawy tych gleb obejmuje 27 lat, mozna zatem juz
wnioskowa¢ o ich ,zme¢czeniu”. Tym samym stanowity one dobrg matryce do
poszukiwania wskaznikéw, $wiadczacych o postgpujacej w nich biologicznej
degradacji, jako efekt dlugoletnich zabiegéw uprawowych. Material kontrolny
stanowity gleby nieuprawiane, sgsiadujace bezposrednio ze stanowiskami Banku Gleb i
nalezacymi do tego samego typu co gleby rolnicze.

Biorac pod uwage informacje przedstawione powyzej, podejmujac badania
sformutowatam hipoteze, Ze sktad ilosciowy i jakosciowy wspdlnoty mikroorganizméw
zasiedlajacych gleby (okreslany mianem bioréznorodnosci, liczebnos$cig operacyjnych
jednostek taksonomicznych - OTU [ang. Operational Taxonomic Unit]) na terenach

uzytkowanych rolniczo moze by¢ odmienny niz w glebach naturalnych (nierolniczych).
Zasadnicze cele badawcze postawione w moich badaniach naukowych dotyczyty:

» 7zbadania zalezno$ci pomigdzy czynnikami $rodowiskowymi a aktywno$cig
enzymatyczng i liczebnoscig bakterii w glebach rolniczych 1 nieuprawianych [A1,

A2, A3, A4, AS, A6]
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» rozpoznania aktualnego stanu bior6znorodnosci bakterii w glebach poddawanych od
wielu lat zabiegom uprawowym na tle gleb nieuprawianych rolniczo, tak by
pozyska¢ wiedz¢ na temat ewentualnej degradacji wspdlnoty bakterii gleb
rolniczych powodowanej przez zabiegi uprawowe [A4, AS, A6, A7],

» wyznaczenia nowych wskaznikdw metagenomicznych, S$wiadczacych o biologicznej
degradacji i zmeczeniu gleb rolniczo uzytkowanych oraz indykatoréw bakterii,
wykazujacych odporno$¢ na zabiegi uprawowe[AS, A6, A7]

» wykazania zr6znicowania metabolicznego i genetycznego gleb o réznym sposobie

ich uzytkowania [A7]

Wyznaczone cele badawcze doskonale wpisaty si¢ w przyjeta przez Uni¢ Europejska na

lata 2011-2020 ,,Strategi¢ Bior6znorodnosci”.

Weryfikacje postawionej hipotezy rozpocz¢tam od wyznaczenia wptywu rolniczego
uzytkowania gleb na parametry najszybciej reagujace na biologiczng degradacje, tj.:
catkowita liczebno$¢ bakterii hodowalnych, liczebnos$¢ kopio-i oligotroféw, a takze ich
aktywno$¢ dehydrogenazowg (AD) [Al], tak by potwierdzi¢, ze wtasciwosci
biologiczne gleb rolniczych i nieuzytkéw sg odmienne. Do badan wstgpnych wybratam
cztery jednostki glebowe (znajdujace si¢ w momencie pobrania pod uprawg owsa — by
wyeliminowac¢ efekt rodzaju uprawy na wlasciwosci biologiczne), reprezentujace gleby
autogeniczne (ptowa typowa, ptowa zerodowana), hydrogeniczne (gleba murszowa)
oraz litogeniczne (r¢dzina czarnoziemna). Wyznaczytam ponadto odczyn gleb (pH) oraz
ich zasobno$¢ w wegiel catkowity (TC). Juz sama analiza wspomnianych wyzej dwoch
parametrow chemicznych wykazata zréznicowanie miedzy stanowiskami rolniczo
uzytkowanymi a kontrolnymi. Gleby rolnicze cechowaly si¢ nizszymi wartosciami pH
(4,85-5,58) 1 nizszg zasobno$cig w wegiel (0,98-2,69%), podczas gdy w glebach
kontrolnych pH oscylowato w zakresie 5,30-7,40, zas TC wynosit 1,8-4,35%.
Zréznicowanie w chemizmie gleb pociagneto za soba roznice w ich wlasciwosciach
biologicznych, wyrazonych AD i og6lng liczebnos$cig mikroorganizméw. Niezaleznie
od typu gleby potwierdzitam nizszg (Srednio o 75%) liczebno$¢ bakterii i nizszg (o ok.
25%) aktywno$¢ dehydrogenaz w glebach pochodzacych ze stanowisk rolniczych w
porownaniu do gleb nieuprawianych [A1]. Wykazatam takze, ze w badanych glebach
dominuja hodowalne bakterie oligotroficzne (o niskich wymaganiach pokarmowych),

ktorych liczebno$¢ byta o 30-53% wyzsza w poréwnaniu do liczebnosci hodowalnych
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kopiotroféw. Wyznaczone wartosci wspotczynnika réwnowagi biologicznej, wyrazone
stosunkiem O:C (Oligotrofy:Kopiotrofy), pozwolity na klasyfikacje gleb pod wzgledem
ich podatnosci na biologiczng degradacje powodowang przez zabiegi rolnicze. Nizsze
wartosci O:C (0,81-1,53) odnotowatam w stosunku do gleb rolniczych, podczas gdy
wyzsze (1,02-2,40) cechowaly gleby kontrolne. Sposréd badanych typéw gleb
najbardziej podatng na biologiczng degradacje¢ okazata si¢ gleba ptowa zerodowana (z
grupy gleb autogenicznych), co potwierdzita najnizsza warto§¢ wspdiczynnika O:C
(0,81), natomiast gleba murszowa (z grupy gleb hydrogenicznych) okazata si¢
najbardziej odporna na biologiczng degradacje, o czym $wiadczy najwyzsza wartos¢
wspolczynnika O:C (1,53). W omawiane] pracy [Al] przeanalizowalam tez wplyw
odczynu i zawarto$ci wegla na biologiczne wilasciwosci gleb, wyznaczajac dodatnie
korelacje miedzy badanymi parametrami (za wyjatkiem wspoéizaleznosci AD i pH,
ktorej przypisano ujemng korelacje). Jak wiadomo, dehydrogenazy naleza do
wewnatrzkomorkowych  enzymoéw, wykazujagcych optimum w  warunkach pH
zblizonych do oboje¢tnego (Wilodarczyk 2000), stad w odniesieniu do badanych gleb
wykazujacych odczyn kwasny wyznaczona wspdizaleznos¢ miata odwrotnie
proporcjonalny charakter. W omawianej pracy potwierdzitam tez Scista wspotzaleznos¢
miedzy AD i liczebnoscig mikroorganizméw (r=0,928***), bezsprzecznie wskazujac na
mikrobiologiczny charakter dehydrogenaz, stanowigcych miar¢ aktywnosci zywych
mikroorganizméw w §rodowisku glebowym.

Kontynuacja badan zwigzanych z AD w roli czutego indykatora wrazliwosci gleb na
zabiegi uprawowe byta analiza wplywu potencjalu wodnego (pF) i zasobnosci gleb w
wegiel organiczny (TOC) zar6wno na aktywno$¢ enzymatyczng, jak i zawarto$¢ w nich
glebowego DNA [A2]. Glebg uzyta w do§wiadczeniu byta czarna ziemia (z grupy gleb
hydrogenicznych), powszechnie uznawana za jedng z najzyzniejszych gleb Polski, ktéra
pobratam z trzech warstw profilu glebowego: 0-20 cm, 2040 cm i1 40-60 cm.
Zrbéznicowanie glebokosci profilu czarnej ziemi miato na celu sprawdzenie czy zasadne
jest poszukiwanie indykatoréw biologicznej degradacji gleb poza jej warstwa
powierzchniowa. W celu wykazania duzej wrazliwosci dehydrogenaz na sposob
uzytkowania gleb wybralam dwa stanowiska badawcze, pozornie bardzo do siebie
podobne. Pierwsze, obejmowato glebe poddang umiarkowanym zabiegom rolniczym,
pobrang z terenu tgki koszonej (dwa razy w roku), nawozonej (N, P, K) i uzywanej
gtéwnie do wypasu bydla. Drugie stanowisko, sgsiadujgce bezposrednio z pierwszym,

obejmowato glebg pozbawiong ingerencji czlowieka, pobrang z terenu tgki niekoszonej

9
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1 nienawozonej, stanowigcej nieuzytek. W warunkach laboratoryjnych okreslitam
retencj¢ wodng badanych profili glebowych, doprowadzajac je do wilgotnosci w
zakresie pF 0 — pF 2.0, odpowiadajacej ilosci wody bezposrednio dostepnej dla korzeni
roslin (czyli najbardziej uzytecznej). Zréznicowanie wilgotnosci gleb pozwolito na
okreslenie jej wplywu na AD oraz zawartoS§¢ DNA glebowego. AD osiggneta
maksimum przy pelnej pojemnosci wodnej (pF 0) na obu badanych obiektach,
wykazujac o 55,5% wyzszy poziom w glebie nieuzytkowanej rolniczo.
Zaobserwowalam takze znaczacy (92-95%) spadek aktywno$ci enzymatycznej wraz ze
wzrostem glebokosci profilu czarnej ziemi, co potwierdzito zasadno$¢ prowadzenia
dalszych badan biologicznych w ograniczeniu do warstw powierzchniowych gleb.
Podobny trend zmian odnotowatam w odniesieniu do zawartosci DNA, ktérego stezenie
rowniez podlegalo wptywowi wilgotnosci (optymalny okazal si¢ punkt pF 1.0,
odpowiadajacy wilgotnosci 40% v/v) oraz gtebokosci gleby. Zawartos¢ DNA malata
wraz ze wzrostem glebokosci profilu glebowego czarnej ziemi, niezaleznie od sposobu
jej uzytkowania. Takze zasobno$s¢ w TOC okazala si¢ najwyzsza w warstwach
powierzchniowych (21-22,5%) i w sposob statystycznie istotny malata w glgbszych
warstwach profili, osiggajac minimalne wartosci (0,2-0,9%) na poziomie 40-60 cm.
Konsekwencja opisanych zmian stato si¢ wyznaczenie bliskich, statystycznie istotnych
wspotzaleznosci miedzy AD, DNA, pF, TOC i sposobem uzytkowania gleb.
Potwierdzitam tym samym wysoka wrazliwos¢ AD i DNA na zabiegi uprawowe,
wykazujac réznice w ich poziomie na obiektach pozornie do siebie podobnych. Oba
parametry biologiczne wykazywaly istotnie wyzsze wartosci w odniesieniu do czarnej
ziemi, nie poddawanej zadnej ingerencji czlowieka. Wyznaczona, istotna
wspotzaleznos¢ DNA i AD ponownie (jak w pracy Al) potwierdzita mikrobiologiczny
charakter dehydrogenaz. Ponadto, wykazalam duzg wrazliwo$¢ tego testu
enzymatycznego na nawet umiarkowane zabiegi uprawowe, co potwierdza wyzszy o
51,3% poziom AD odnotowany w powierzchniowej warstwie gleby nieuprawianej w
pordwnaniu do analogicznej warstwy czarnej ziemi umiarkowanie uzytkowanej
rolniczo.

Wyniki uzyskane w pracy A3 pokazaty, ze adekwatnym indykatorem biologicznej
degradacji gleb rolniczych jest wyznaczenie NPL (najbardziej prawdopodobnej liczby)
bakterii amonifikacyjnych oraz ich aktywnos$ci amonifikacyjnej, wyrazonej szybkoscig
metabolizowania argininy. W tej pracy przeanalizowalam dziesi¢¢ jednostek

glebowych, reprezentujacych pie¢ typoéw gleb (plowa typowa, ptowa zerodowana,
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czarna ziemia, mada rzeczna, redzina) 1 takg samg liczbe gleb kontrolnych
(nieuprawianych). Charakterystyka stanowisk badawczych obejmowata wyznaczenie:
wilgotnosci, odczynu, wegla catkowitego (TC), wegla tatwo—degradowalnego; tj.
bezposrednio dostgpnego dla mikroorganizméw (POXC, ang. Permanganate
Oxidizable Carbon) oraz biogennych form azotu (NHs—N, NO3-N, NO>-N). Wyniki
badan (analogicznie do prac Al i1 A2) potwierdzily, ze chemizm gleb poddawanych
dtugoletniej uprawie rolniczej jest odmienny od stanowisk kontrolnych (nie
poddawanych ingerencji cztowieka), co wskazuje na fakt, ze dzialalno$¢ rolnicza jest
zasadniczym czynnikiem wptywajacym nie tylko na skiad konsorcjum bakterii 1 ich
aktywnos$¢, ale rowniez zabiegiem silnie modyfikujagcym jej wskazniki chemiczne.
Gleby rolnicze cechowaty si¢ kwasnym pH i nizszg zasobno$ciag w wegiel catkowity
(8,3-19,6 g kg') anizeli gleby nieuprawiane (14-34,9 g kg'). Jakkolwiek,
przedstawiona powyzej zasobnos¢ gleb w TC nie oznacza, ze w takiej ilosci jest on
dostgpny dla mikroorganizmdéw. Dzi¢ki oznaczeniu formy POXC wiadomo, ze zaledwie
niewielka jego pula jest bezpoérednio dostepna i wynosi 0,49-0,76 g kg w glebach
rolniczych i 0,55-1,10 g kg! w glebach nieuprawianych. Zaréwno spadek pH w
kierunku kwasnym jak i zubozenie w wegiel stanowia przestanki do wnioskowania o
degradacji gleb rolniczych w wyniku dziatalnosci cztowieka. Analiza form biogennych
azotu pozwolita na stwierdzenie, ze dominujacg jego formg w glebach jest azot
azotanowy, ktorego ilo$¢ byta o ponad 50% wyzsza w glebach rolniczo uzytkowanych,
a wigc 1 systematycznie nawozonych. Z kolei zawarto§¢ azotu amonowego i
azotynowego byla istotnie wyzsza w glebach kontrolnych. Warto podkreslic w tym
miejscu, ze zbyt intensywne nawozenie azotowe poglebia zakwaszenie gleb rolniczych
(Guo i in., 2010) i w konsekwencji przyspiesza ich degradacje. Amonifikacja argininy
(AA), stanowigca miar¢ aktywnos$ci amonifikacyjnej bakterii, byta znacznie nizsza w
glebach rolniczych (1,8-18 ug N g'! s m godz™) anizeli w kontrolnych (6,947 ug N g'!
s m godz'). Konsekwencja réznic w AA stala sie odpowiedz NPL bakterii
amonifikacyjnych, ktéra w pordwnaniu ze stanowiskami kontrolnymi byta nizsza nawet
o 93-98% w glebach rolniczo uzytkowanych. Bliska wspétzalezno$¢ parametrow
biologicznych (AA 1 NPL amonifikatorow) zostala potwierdzona testami
statystycznymi. W pracy A3 wykazalam ponadto, ze liczebnos¢ bakterii
amonifikacyjnych w glebach rolniczych jest zalezna od pH, wilgotnosci, puli wegla

zawartego w podtozu oraz azotu azotynowego.
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Rozpoznanie aktualnego stanu bior6znorodnosci bakterii w glebach poddawanych
od wielu lat zabiegom uprawowym na tle gleb nieuprawianych rolniczo rozpoczetam od
techniki DGGE (ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), ktorej wyniki
zamie$citam w pracy Ad4. Analizom poddanych zostalo 16 jednostek glebowych
rolniczo uzytkowanych oraz odpowiadajagce im gleby kontrolne. Dodatkowo
przeprowadzono analizy PCA (ang. Principal Component Analysis), CCA (ang.
Canonical Correspondence Analysis) oraz wyliczono wskazniki: bioréznorodnosci
Shannona—Weavera (H’), dominacji (//D) oraz r6znorodnosci (D) Simpsona. Wynikiem
analizy DGGE stata si¢ bezsprzeczna separacja prob na 2 klastry: gleby uprawiane
(zmegczone) oraz nieuprawiane (kontrolne), co stanowito wyrazng weryfikacje
postawionej hipotezy badawczej. Ponadto analiza profili DGGE wykazata znaczace
roznice w strukturze dominujacych fylotypéw badanych gleb. W glebach
nieuprawianych (kontrolnych) stwierdzono wyzsza liczbe dominujacych OTU (65),
anizeli w glebach dlugotrwale uzytkowanych rolniczo (47), co wskazuje na fakt, ze w
prébach gleb poddanych zabiegom agrotechnicznym nastgpuje zmniejszenie liczby
dominujagcych OTU o blisko 30% [A4]. Analiza bior6znorodnosci dominujacych
fylotypow dla poszczegblnych S$ciezek DGGE oceniana wskaznikiem Shannona-
Weavera wykazata co prawda nieznacznie wyzsza bior6znorodnos¢ fylotypow bakterii
w glebach uprawianych (H’=5,10) w poréwnaniu do gleb kontrolnych (H’=4,87).
Jednak analiza wykonana z wuzyciem wskaznika rdéznorodnosci Simpsona (D)
potwierdzita, ze w glebach rolniczych wystepuje wyraznie wiecej dominujgcych
spoteczno$ci w poréwnaniu do gleb kontrolnych, gdzie fylotypow o duzych
liczebno$ciach bylo mniej. Szczegdlnie zjawisko to uwidocznil wyliczony dla
wszystkich $Sciezek DGGE wskaznik dominacji  Simpsona (I/D), opisujacy
,odczuwalng” liczbe gatunkéw (ang. ,,Appreciable” the Number of Species”), ktory w
glebach uprawianych wynosit 1,22, podczas gdy w glebach pobranych ze stanowisk
kontrolnych byt blisko trzykrotnie wyzszy (3,38) [A4].

Poddanie  produktéw uzyskanych ~w analizie DGGE klonowaniu i
sekwencjonowaniu pozwolito na wstgpne rozpoznanie réznic w strukturze bakterii
zasiedlajacych gleby uprawiane i nie poddawane zabiegom uprawowym. W pracy A4
zamie$citam tylko te sekwencje, ktére wykazywaly podobienstwo na poziomie 99—
100% z sekwencjami zdeponowanymi w bazie NCBI. W glebach rolniczych ze 100%
podobienstwem stwierdzitam dominacj¢ niehodowalnych przedstawicieli bakterii,

nalezagcych do rzgdu Mpyxococcales, jak réwniez reprezentujacych rodzaj
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Mucilaginibacter. Obecno$¢ rodziny Xanthomonadaceae a takze rodzajow:
Gammaproteobacterium, Sphingomonas, Rhodanobacter, Arthrobacter 1
Bradyrhizobium zostata wykazana z 99% podobienstwem. Z kolei w glebach
nieuprawianych dominowaty bakterie nalezace do typdw Firmicutes (100%) i
Gemmatimonadetes (99%) oraz przedstawiciele rodzin Acidobacteriaceae (100%) i
Hyphomicrobiaceae (99%). Potwierdzitam takze obecnos¢ niehodowanych bakterii z
rzg¢du Caulobacterales (99%) oraz reprezentujacych rodzaje: Alphaproteobacterium,
Rhodoplanes, Mesorhizobium (99%). Niektore typy bakterii (np. Firmicutes,
Acidobacteria) okazaty si¢ by¢ wspolnymi typami, wystepujacymi zaréwno w glebach
rolniczych jak i kontrolnych. Dzigki analizie CCA wyznaczono wplyw najwazniejszych
parametrow $rodowiskowych (wilgotnosci, pH, Eh, TC, biogennych form N i P) na
wspOlnoty mikroorganizméw, wykazujac, ze ich oddziatywanie nierozerwalnie iaczy
si¢ ze sposobem uzytkowania gleb. W glebach rolniczych najwigkszy wplyw na
bior6éznorodnos$¢ odgrywaja: potencjal oksydoredukcyjny i azot azotanowy, za§ w
glebach kontrolnych: wilgotno$¢, pH, TC i biogenne formy azotu azotanowego i
azotynowego oraz fosforu.

Zagadnienie zwigzane z formami azotu i ich zasobnoscig w glebach rozwingtam w
pracy A5, w ktorej rOwniez dzigki zastosowaniu narzedzi metagenomicznych,
scharakteryzowatam bakterie potencjalnie wigzace azot (PNF - ang. Potential
Nitrogen—Fixing), zasiedlajace gleby Lubelszczyzny i mogace stanowi¢ nowy indykator
ich biologicznej degradacji. Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji (ang. Next
Generation Sequencing) wykonane zostalo w technologii wysokoprzepustowego
sekwencjonowania Ion Torrent’™ (Life Technologies) w wyspecjalizowanych
pracowniach IBB w Warszawie. Ponadto w pracy podjetam probe wyznaczenia
wspotzaleznosci czynnikdw chemicznych gleb i OTU, odpowiadajacych grupie bakterii
PNF. Odnotowana za$ zasobno$¢ gleb w poszczegdlne formy azotu odnosi si¢ do jego
puli pozostatej po poprzednim roku wegetacyjnym (2013), albowiem proby do badan
metagenomicznych pobrano wczesng wiosng 2014 r., przed ich wiosennym
nawozeniem. Wszelkie rozwazania odno$nie zawartosci azotu w glebach sg niezwykle
wazne, gdyz pozwalaja na zoptymalizowanie ich wymagan pod wzgledem nawozenia.
Wyniki prezentowane w pracy AS jasno pokazuja, ze w rolniczo wykorzystywanych
glebach autogenicznych (ptowych, czarnoziemnych), czyli tych, ktére dominujg w
Polsce, w wyniku zabiegéw rolniczych nastepuje znaczacy (ok. 60%, p=0,0000) wzrost

azotu azotanowego w porownaniu z glebami nieuprawianymi oraz blisko 3—krotnie
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spadek formy azotu azotynowego i amonowego. W glebach hydrogenicznych (czarnych
ziemiach, madach, murszowych) réwniez notowano wzrost azotu azotanowego i
amonowego w poréwnaniu z odpowiadajagcymi im glebami kontrolnymi, jakkolwiek
zmiany te nie miaty charakteru istotnosci statystycznej (p>0,05). Sposéb uzytkowania
silnie modyfikowat zasobnos¢ w azot gleb litogenicznych (redzin), ktore cechowaty sie
o okoto 80% wyzszym poziomem azotu azotanowego i amonowego w porOwnaniu ze
stanowiskami kontrolnymi.

W wyniku NGS, wykonanego na 31 prébach glebowych i po ich doktadnej obrébce
bioinformatycznej otrzymano 358,289 odczytow tacznie w glebach rolniczych i
nieuprawianych. Analizy metagenomiczne pozwolity potwierdzi¢ postawiong hipoteze,
iz sktad ilosciowy i jakosciowy wspdlnoty mikroorganizméw, zasiedlajacych gleby na
terenach uzytkowanych rolniczo jest odmienny niz w glebach naturalnych. Otrzymano
bowiem
21,366 OTU w odniesieniu do mikrobiomu gleb rolniczych oraz 22,664 OTU w
odniesieniu do mikrobiomu gleb nieuprawianych (kontrolnych). W badanych glebach
zidentyfikowano nastepujace typy bakterii:  Proteobacteria,  Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Elusimicrobia, Chlorobi, Chloroflexi,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Spirochaeta i Verrucomicrobia.

Sposrdéd  calo$ci  otrzymanych danych bioinformatycznych, stanowigcych o
biord6znorodnosci badanych gleb wybratam te OTU, ktére mozna sklasyfikowac jako
grupe bakterit PNF, mogacych sta¢ si¢ nowym indykatorem biologicznej degradacji
gleb rolniczo uzytkowanych. Analizujac wyniki NGS w calym zbiorze badanych gleb
zidentyfikowatam osiem rodzajow bakterii grupy PNF, sposrdd ktérych cztery
zdecydowanie dominowaly: Devosia, Mesorhizobium, Burkholderia i Cupriavidus.
Subdominantami byty bakterie PNF z rodzajow: Rhizobium, Microvirga,
Methylobacterium oraz Phyllobacterium. Co istotne, wyzsza liczebno$¢ bakteryjnych
OTU z rodzajéw: Burkholderia, Cupriavidus 1 Microvirga stwierdzitam na
stanowiskach rolniczo uzytkowanych, co wskazuje na ich oporno$¢ na zabiegi
uprawowe (Indykatory Opornosci Rolniczej, ang. Agricultural Resistance Indicators). Z.
kolei zdecydowany spadek OTU, nalezacych do rodzajow: Devosia i Methylobacterium
w glebach rolniczych wskazuje na ich wrazliwo$¢ na dziatalnos¢ rolnicza cztowieka i
sugeruje, ze moga sta¢ si¢ metagenomami rekomendowanymi jako indykatory
biologicznej degradacji i1 zmg¢czenia gleb rolniczych. Bakterie z rodzajow

Mesorhizobium 1 Rhizobium cechowala podobna liczebno$¢ zaréwno na stanowiskach
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uprawowych, jak i kontrolnych. Obecno$¢ za$ rodzaju Phyllobacterium stwierdzono
tylko w glebach nieuprawianych, co wskazuje na jego wrazliwos¢ na dzialalnos¢
rolniczg i klasyfikuje do nowych indykatoréw biologicznej degradacji gleb rolniczych.

W pracy A5 wykazatam réwniez, ze struktura bakterii PNF zalezy nie tylko od
sposobu uzytkowania gleb ale réwniez od genezy jej powstania. Gleby autogeniczne
stanowity srodowisko najche¢tniej zasiedlane przez bakterie PNF. Na drugim miejscu
znalazty si¢ gleby hydrogeniczne, za$§ najmniej preferowang niszg ekologiczng bakterii
PNF okazaty si¢ by¢ gleby litogeniczne. Preferencje bakterii w zasiedlaniu gleb o rézne;j
genezie formowania znalazty odzwierciedlenie w ich wrazliwosci na zabiegi uprawowe,
bowiem bakterie PNF zasiedlajace gleby hydrogeniczne 1 litogeniczne byly szczegdlnie
wrazliwe na zabiegi uprawowe, co potwierdzaty spadki OTU w stosunku do
odpowiadajacych im stanowisk kontrolnych. Z kolei mikroorganizmy nalezace do f-
Proteobacteria i Cyanobacteria, zasiedlajace gléwnie gleby autogeniczne okazaly si¢
wskaznikami opornosci bakterii na rolnicze uzytkowanie, jako ze liczba ich OTU byta
wyzsza na stanowiskach uzytkowanych rolniczo w poréwnaniu z ich kontrolami.
Wyznaczone wspotzaleznosci parametréw chemicznych z OTU bakterii PNF pozwolity
na okreslenie ich wymagan srodowiskowych. Wykazatam, ze bakterie PNF preferuja
gleby: o pH obojetnym lub lekko alkalicznym; przewodnictwie elektrolitycznym (EC)
na poziomie przynajmniej okoto 0,08 mS cm™ oraz dostepnoséci wegla (EDC) >1300 mg
kg!. Wymiernym efektem pracy A5 jest réwniez wykazanie potrzeby dodatkowego
nawozenia azotowego gleb litogenicznych w ktoérych liczba OTU PNF bakterii byta
najnizsza.

Wpltyw genezy gleb na bior6znorodnos$¢ bakterii przedstawitam w pracy A6, w
ktoérej rekomendowatam réwniez typ Bacteroidetes jako nowy indykator rolniczego
uzytkowania gleb i tym samym ich biologicznego zmegczenia. Podobnie jak we
wczesnie] wspomnianych pracach, rOwniez w tej przeanalizowalam wptyw parametrow
srodowiskowych na OTU nalezace do Bacteroidetes. Wykazalam, ze Bacteroidetes
stanowig subdominujacy typ w strukturze bakterii w glebach rolniczych i kontrolnych
Lubelszczyzny, znajdujac si¢ na drugim miejscu po dominujagcym w $rodowisku
glebowym typie Proteobacteria. Trzecie miejsce w strukturze bakterii nalezato do typu
Actinobacteria. W wyniku analiz metagenomicznych otrzymano 2516 OTU
sklasyfikowanych jako typ Bacteroidetes w glebach kontrolnych oraz 1568 (czyli o
37,67% mniej) w glebach rolniczych. Analogicznie do grupy bakterii PNF [AS5],

réwniez w odniesieniu do Bacteroidetes wykazatam ich preferencje do zasiedlania gleb
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autogenicznych, nast¢pnie hydrogenicznych za§ najmniej preferowanym srodowiskiem
zycia okazaly si¢ by¢ gleby litogeniczne. W obrebie typu Bacteroidetes dominujacym
rodzajem w glebach Lubelszczyzny bylo Flavobacterium, ktérego liczebnos$¢ plasowata
si¢ na istotnie nizszym (Srednio o 30—40%) poziomie w glebach uprawianych (p<0.05),
co wskazuje, ze moze stanowi¢ on indykator swiadczacy o zmegczeniu gleb rolniczych.
Co ciekawe, rodzaj Flavobacterium kojarzony bywa gtéwnie ze srodowiskiem wodnym
(Stevens i in., 2005; Thomas i in., 2011), podczas gdy analizy metagenomiczne
wykonane na glebach Lubelszczyzny, jednoznacznie wskazuja, ze rodzaj ten stanowi
ok. 20% wszystkich bakteryjnych glebowych OTU. Podobny trend zmian (redukcja
liczebnos$ci w glebach rolniczych) wykazaty dwa subdominujace rodzaje: Pedobacter i
Mucilaginibacter, jakkolwiek notowany spadek ich liczebnosci nie mial charakteru
istotnego statystycznie (p>0.05). W pracy [A6] opisano takze wyniki analizy beta—
réznorodno$ci Bacteroidetes, w celu wykazania ilo$ci wspdlnych i r6znicujacych OTU
zarbwno w glebach uprawianych, jak 1 stanowigcych ich kontrole. Ilos¢ OTU
wspolnych plasowala si¢ na poziomie (6,67-17,91%) $rednio 12,6%, co potwierdza
postawiong hipoteze badawcza, iz mikrobiom gleb uzytkowanych rolniczo jest
odmienny od mikrobiomu gleb nie poddawanych zabiegom uprawowym (naturalnych).
Ponadto wykazatam, ze poza rolniczym uzytkowaniem i geneza gleb rowniez
parametry chemiczne stanowig istotny czynnik w odniesieniu do analizowanej grupy
bakterii. Badane gleby rolnicze cechowato pH w zakresie odczynu kwasnego, wyzsze
przewodnictwo elektrolityczne 1 zawarto$¢ azotu azotanowego w porOwnaniu do
stanowisk kontrolnych. Jednoczesnie gleby rolnicze wykazywaty nizsza w pordwnaniu
z kontrolami zawarto$¢ wegla i azotu azotynowego. Sposréd analizowanych
pierwiastkow stwierdzitam, ze Fe (21-30 mg kg'), K (17-25 mg kg'!) i Na (3-16 mg
kg!) wystepuja w najwyzszych stezeniach, za§ najmniej gleby Lubelszczyzny byly
zasobne w Mg (0,2-2 mg kg!), Zn (<0,25 mg kg!) oraz Cu (<0,1 mg kg!). Dodatnie
korelacje wyznaczytlam pomig¢dzy ogélng liczba OTU Bacteroidetes oraz rodzajami:
Flavobacterium 1 Pedobacter a przewodnictwem elektrolitycznym (EC) oraz
zasobno$cig w Na w glebach hydrogenicznych. Zasadniczo gradacje analizowanych
czynnikow chemicznych pod wzgledem ich wptywu na bakterie typu Bacteroidetes
mozna przedstawi¢ nastepujgco: EC > pH > Na > Zn > Mn > Ca > POs-P, jakkolwiek
wpltyw parametréw chemicznych jest Sci§le zalezny od genezy gleby. Jako, ze
srodowiskowe Bacteroidetes sa uwazane za typ bakterii wyspecjalizowanych w

degradacji materii organicznej w tym: licznych zwiazkéw polimerycznych, pestycydow,
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insektycydow (Church 2008; Thomas 1 in., 2011) oznaczanie ich liczebnosci w glebach
rolniczych jest uzasadnione, tym bardziej, ze jednoczes$nie dostarczy informacji na
temat ich biologicznej degradacji. Natomiast stwierdzony istotny spadek liczby ich
OTU w nastepstwie dlugoletnich praktyk rolniczych jednoznacznie wskazuje, ze typ
Bacteroidetes jest wrazliwym indykatorem zmgczenia biologicznego gleb rolniczych.

W celu znalezienia innych metagenomicznych wyznacznikéw degradacji gleb oraz
wykazania r6znic w ich profilu zaré6wno genetycznym, jak i metabolicznym, w kolejne;j
pracy [A7] powrdcitam do dwoéch stanowisk badawczych, pozornie do siebie bardzo
podobnych (1aki koszonej 1 umiarkowanie nawozonej oraz niekoszonej, nienawozonej i
traktowanej jako pastwisko), analizowanych w pracy A2. Laczac ze sobg dwie
nowoczesne techniki: metagenomiczng: 454—pirosekwencjonowania (Illumina) z
réznorodnoécia funkcjonalng bakterii: Biolog EcoPlate™ uzyskatam kompleksowy
obraz bior6znorodnosci bakterii w powierzchniowej warstwie czarnej ziemi o réznym
sposobie jej uzytkowania. Technika NGS zaowocowata uzyskaniem 31 368 odczytow w
odniesieniu do proby glebowej (czarnej ziemi), pochodzacej z taki niekoszonej (NK)
oraz 24 062 odczyty sekwencji w odniesieniu do proby pobranej z tgki koszonej (K).
Wszystkie odczyty nalezaly do domeny Bacteria. Zaréwno liczba otrzymanych OTU,
jak 1 wyznaczone wspotczynniki réznorodnosci (ACE, Chaol, H', 1/D) potwierdzity
wyzszg bioréznorodnos¢ w glebie nie poddawanej zadnym zabiegom uprawowym (NK)
anizeli w glebie umiarkowanie uzytkowanej rolniczo (K) [A7]

Analizujgc strukture bakterii wykazatam na obu stanowiskach dominacje typu
Proteobacteria, w obrebie ktérego najwyzsza liczebno$¢ cechowata przedstawicieli
klasy Alphaproteobacteria (52 1 38% sekwencji w odniesieniu do K i NK, p<0,05) oraz
Gammaproteobacteria (26 1 22% sekwencji, odpowiednio w prébie K i NK, p<0,05).
Bakterie nalezace do klas Beta- i Deltaproteobacteria pozostawaty na podobnym
poziomie (10% w odniesieniu do K i 17-20% w odniesieniu do NK, p<0.05). Wyniki
analizy na poziomie taksonomicznym klas Proteobacteria wskazaly na bezsprzeczny
wpltyw sposobu uzytkowania gleby na jej bior6znorodnos¢, albowiem Alpha- i
Gammaproteobacteria dominowaty na obszarze K, podczas gdy wyzsza liczebno$¢
OTU Beta- i Deltaproteobacteria wystapita na terenie NK. Subdominujacymi typami
bakterii byty Acidobacteria (18-20%) oraz Actinobacteria (7-8%), ktérych liczebnos¢
wyzsza (p>0,05) byta na stanowisku NK. Sekwencje przypisane do typu Bacteroidetes i
Gemmatimonadetes stanowilty ok. 5%, za$ Planctomycetes 3%. Liczebno$¢ Chloroflexi

pozostawata na poziomie 1-2%, podczas gdy Chlorobi, Firmicutes i Verrucomicrobia
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nie przekroczyly 1%. Poréwnujac strukture bakterii migdzy stanowiskami K 1 NK
wykazalam, ze najwyzsze zréznicowanie wywotane sposobem uzytkowania gleb
dotyczy Delta- i1 Betaproteobacteria, a ponadto takze Firmicutes, Chlorobi,
Actinobacteria i Chloroflexi.

Poszukujac wskaznikéw szybko reagujacych na rolnicze uzytkowanie gleb badz
wykazujacych tolerancje 1 oporno$¢ wobec stosowanych zabiegéw uprawowych
przeanalizowalam nizszy poziom taksonomiczny - rzedy bakterii [A7].
Zaobserwowatam, ze indykatoréw biologicznej degradacji gleb niekoniecznie trzeba
poszukiwa¢ wsréd dominujgcych rzeddéw bakterii, bowiem liczebno$¢ nie zawsze
swiadczy o wrazliwosci na zabiegi uprawowe. Sposrdd Alphaproteobacteria
wskaznikiem wrazliwym na rolnicze uzytkowanie gleb okazat si¢ by¢ najmniej licznie
(3% wszystkich bakteryjnych sekwencji) reprezentowany rzad Rickettsiales, za$
sposrdd  Gammaproteobacteria rzad Pseudomonadales. Wrazliwo$¢ na zabiegi
uprawowe (okreslong istotnym spadkiem OTU na stanowisku K versus NK) wykazaty
roOwniez nast¢pujace bakteryjne rzedy: Desulfuromonadales i1 Bdellovibrionales (z
Deltaproteobacteria),  Nitrosomonadales  (z  Betaproteobacteria);  bakteryjni
reprezentanci Holophagae 1 subgrupy 22 (z Acidobacteria), Anaerolineae (z
Chloroflexi), przedstawiciele rodziny Cytophagaceae (z Bacteroidetes) oraz rzedu
Flavobacteriales (z Bacteroidetes), Selenomonadales 1 Erysipelotrichales (z
Firmicutes) oraz bakterie z grupy OPB35 (z Verrucomicrobia).

Przeprowadzona analiza metagenomiczna [A7] pozwolita réwniez na
zarekomendowanie indykatorow §wiadczacych o opornosci bakterii na rolnicze
uzytkowanie gleb (w tym przypadku notowano wzrost liczy OTU na stanowisku K
versus NK). Metagenomy, ktére moga by¢ rekomendowane jako wskazniki opornosci
na  zabiegi uprawowe to  przedstawiciele rzgedoéw:  Legionellales  (z
Gammaproteobacteria), Desulfobacterales (z Deltaproteobacteria), Burkholderiales (z
Betaproteobacteria), Sphingobacteriales i Paludibacter (z Bacteroidetes), Chlorobiales
i Ignavibacteriales (z Chlorobi), Clostridiales i Bacillales (z Firmicutes) oraz
Chthoniobacterales (z Verrucomicrobia). Podobny trend zmian (wzrost OTU na
stanowisku K) wykazali bakteryjni przedstawiciele Actinobacteria i Thermoleophilia,
Ktedonobacteria (z Chloroflexi), Planctomycetacia i Phycisphaerae (z Planctomycetes).

Opisane powyzej réznice w strukturze bakterii migdzy stanowiskiem K i NK
znalazty odzwierciedlenie w réznorodnosci metabolicznej, wyznaczonej w systemie

BIOLOG®, wykorzystujagcym zasade tzw. ,,metabolicznego odcisku palca” (ang.
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"metabolic fingerprint”). Bakterie wykazuja bowiem zréznicowanie w szybko$ci i
intensywnosci asymilacji r6znych substratow weglowych (Gryta i in. 2013). Analizy w
systemie Biolog EcoPlate™ pozwolity mi stwierdzi¢, ze bakterie zasiedlajace czarna
ziemi¢ (K) cechujg si¢ szybszym tempem degradacji zrédet wegla w poréwnaniu z
mikroflorg bakteryjng ze stanowiska NK. Wykazatam, ze sposrod pigciu dostepnych na
ptytce Biolog zrédet wegla (weglowodanow, kwasow karboksylowych, aminokwasow,
amin i amidoéw, polimeréw) bakterie glebowe najbardziej preferowaty aminokwasy, zas$
najmniej chetnie metabolizowaly weglowodany. Kolejnos¢ wykorzystania zrodet wegla
byla nastgpujaca: aminokwasy > kwasy karboksylowe > polimery > aminy i amidy >
weglowodany. Przeprowadzone badania [A7] udowodnily, ze nawet umiarkowane
zabiegi rolnicze znajdujg odzwierciedlenie w sktadzie konsorcjum bakterii i ich
aktywno$ci metabolicznej. Uzasadnione s3 zatem badania nakierowane na
poszukiwanie nowych wskaznikow metagenomicznych, swiadczacych, z jednej strony,
o zmeczeniu gleb rolniczych, z drugiej zas strony, wykazujacych odpornos¢ na zabiegi

uprawowe.

Podsumowanie:

W pracach A1-A7 wlaczonych do osiggnigcia naukowego potwierdzitam
postawiong hipoteze badawcza, iz mikrobiom gleb uzytkowanych rolniczo jest
odmienny od mikrobiomu gleb nie poddawanych zabiegom uprawowym (naturalnych).
Wykazatam, ze dziatalnosc¢ rolnicza jest zasadniczym czynnikiem silnie modyfikujagcym
chemizm gleb i wplywajacym na ich wtasciwosci biologiczne.

Za najwazniejsze osiggni¢cia ww. prac uwazam:

» Kompleksowe zbadanie, po raz pierwszy w Polsce, rdéznorodnosci
taksonomicznej wspolnot bakterii gleb rolniczych 1 naturalnych z
wykorzystaniem najnowszych narzedzi metagenomicznych, pozyskujac tym
samym dotad nieosiggalng informacj¢ na temat ogromnej (97-99%) grupy tzw.
zywych ale niechodowanych bakterii glebowych.

» Wykazanie, ze konsekwencja r6éznic w chemizmie gleb rolniczych i
nieuprawianych jest obnizenie ich wtasciwosci biologicznych (aktywnosci
enzymatycznej, liczebnosci bakterii), co §wiadczy o postepujacym w glebach
rolniczo uzytkowanych procesie degradacji biologicznej i w konsekwencji ich

zmeczeniu.
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» Wykazanie, ze najbardziej podatne na biologiczng degradacj¢ sa: gleby ptowe
zerodowane (O:C 0,81) > redziny brunatoziemne (O:C 1,27) > gleby ptowe
typowe (O:C 1,40) > gleby murszowe (O:C 1,53).

» Udokumentowanie mikrobiologicznego charakteru dehydrogenaz glebowych,
ich Scistej korelacji z ekstrahowanym z gleb DNA oraz wskazaniem, ze
stanowig czuly wskaznik wrazliwy na rolnicze uzytkowanie gleb 1 ich
zmeczenie.

» Wykazanie wrazliwosci grupy bakterii potencjalnie wigzacych azot (PNF) wraz
z rozpoznaniem ich struktury oraz bakterii amonifikacyjnych wraz z ich
aktywnos$cia wyrazong tempem amonifikacji argininy na rolnicze uzytkowanie
gleb.

» Wyznaczenie wplywu  najwazniejszych  parametréw  Srodowiskowych
(wilgotnosci, pH, Eh, TC, biogennych form N 1 P) na wspodlnoty
mikroorganizméw, wykazujac, ze ich oddziatywanie nierozerwalnie faczy si¢ ze
sposobem uzytkowania gleb i ich geneza.

» Zaproponowanie nowych wskaznikéw metagenomicznych §wiadczacych o

zmeczeniu gleb rolniczych, reprezentowanych przez: typ Bacteroidetes wraz z

rzgdem Flavobacteriales i rodzajem Flavobacterium; rodzaje bakterii: Devosia,
Methylobacterium i Phyllobacterium (z grupy bakterii PNF); bakterie z rzgdow:
Rickettsiales, Pseudomonadales, Desulfuromonadales, Bdellovibrionales,
Selenomonadales, Erysipelotrichales, Nitrosomonadales; bakteryjni
reprezentanci  Holophagae 1 subgrupy 22; przedstawiciele rodziny

Cytophagaceae oraz bakterie z grupy OPB35.

» Zaproponowanie nowych wskaznikdw metagenomicznych, $§wiadczacych o

oporno$ci bakterii na zabiegi uprawowe, reprezentowanych przez: rzad

Burkholderiales wraz z rodzajami: Burkholderia, Cupriavidus i Microvirga (z
grupy bakterii PNF); Legionellales, Sphingobacterales, Paludibacter,
Chlorobiales, Ignavibacteriales, Clostridiales, Desulfobacterales, Bacillales,
Chthoniobacterales,  Actinobacteria, = Thermoleophilia,  Ktedonobacteria,

Planctomycetacia i Phycisphaerae.

LITERATURA

Badura L. 2006. Rozwazania nad rolg mikroorganizméw w glebach. Zeszyty Naukowe
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu 546: 13-23.

20



dr Agnieszka Wolinska, Zatgcznik nr 2

Bender S.F., Wagg C., van der Heijden M.G.A. 2016. An underground revolution:
biodiversity and soil ecological engineering for agricultural sustainability. Trends in
Ecology & Evolution 31(6): 440-452.

Church M.J. 2008. Resource control of bacterial dynamics in the sea, in: Microbial
Ecology of the Oceans, 2" Ed, D. L. Kirchman (Hoboken, NJ: Wiley & Sons), 335—
382.

Glinski J., Ostrowski J., Stgpniewska Z., Stgpniewski W. 1991. Bank prébek glebowych
reprezentujacych gleby mineralne Polski. Problemy Agrofizyki 66: 1-61.

Gryta A., Frac M., Oszust K., Bilinska N. 2013. Wykorzystanie systemu Biolog
EcoPlate do monitorowania stanu ekotoksykologicznego osadow $ciekowych. Acta
Agrophysica 20(3): 385-397.

Stevens H., Stubner M., Simon M., Brinkhoff T., 2005. Phylogeny of Proteobacteria
and Bacteroidetes from oxic habitats of a tidal flat ecosystem. FEMS Microbioogy
and Ecology 54, 351-365.

Thomas F., Hehemann J.H., Rebuffet E., Czjzek M., Michel G. 2011. Environmental
and gut Bacteroidetes: the food connection. Frontiers in Microbiology 2 (93), 1-16.

Tscharntke T., Clough Y., Wanger T.C., Jackson L., Motzke 1., Perfecto 1., Vandermeer
J., Whitbread A. 2012. Global food security, biodiversity conservation and the future
of agricultural intensification. Biological Conervation 151: 53-59.

Wiodarczyk T. 2000. Some aspects of dehydrogenase activity in soils. International
Agrophysics 14(3): 365-376.

Zhang H, Wang R, Chen S, Qi G, He Z, Zhao X. 2017. Microbial taxa and functional
genes shift in degraded soil with bacterial wilt. Scientific Reports 7: 39911.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Osiagni¢cia w pracy badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

W latach 1996-2001 studiowatam Ochrone Srodowiska na Katolickim
Uniwersytecie Lubelskim Jana Pawta II. Prace magisterska pt: ,,Wplyw wilgotnosci
gleb na gesto$¢ strumienia tlenu" wykonatam w Instytucie Agrofizyki Polskiej
Akademii Nauk w Lublinie pod kierunkiem dr Andrzeja Bieganowskiego i $p. prof. dr
hab. Ryszarda Walczaka — w roli konsultanta merytorycznego. Efektem realizacji pracy
magisterskiej byta moja pierwsza publikacja naukowa przygotowana wspélnie z
promotorem pracy dr Andrzejem Bieganowskim [Zal. 4: A33], w ktorej okreslono
warto$ci wilgotnos$ci krytycznej w glebie ptowej i ilastej przy ktorej nastepuje zerwanie
btonki wodnej na powierzchni elektrody platynowej, co stanowi czynnik limitujacy

aplikacyjnos¢ metod woltamperometrycznych.

Po ukonczeniu studidéw i uzyskaniu tytutu magistra ochrony srodowiska w 2001 roku
rozpoczetam prace na stanowisku asystenta naukowo-dydaktycznego w Katedrze
Biochemii i Chemii Srodowiska kierowanej przez prof. dr hab. Zofi¢ Stgpniewska.

Poczatkowo kontynuowatam tematyke badawcza zwigzang z wykonang pracg
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magisterska, a wiec rozpoznaniem efektu powodowanego przez zr6znicowany potencjat
wodny na dostepnos¢ tlenu dla korzeni ro$lin 1 mikroorganizméw, wyrazong
wspotczynnikiem ODR (ang. Oxygen Diffusion Rate). Wyniki moich badan
opublikowalam w pracach [Zal. 4: A35, A36, A41] rozpoznajac optymalng strefe
natlenienia 1 uwilgotnienia dla korzeni roslin w réznych typach gleb oraz

zaprezentowalam je na migdzynarodowej konferencji we Freiburgu [Zal. 4: I1IB3].

Rownolegle wiaczytam si¢ w badania zapoczatkowane juz wczesniej w Katedrze
przez prof. dr hab. Zofi¢ Stepniewska, zwigzane z odpowiedzig aktywnosci
enzymatycznej (dehydrogenazowej, fosfatazowej i1 katalazowej) na zanieczyszczenie
gleb zwigzkami chromu (III 1 VI) oraz pestycydami [Zal. 4: A8, A10, A32, A37-A39,
A42]. Wykazatam inhibicje aktywnosci enzymatycznej pod wptywem zwigzkéw Cr.
Inhibicja ta byta silniejsza w przypadku Cr (III), powszechnie uwazanego za mniej
szkodliwg forme anizeli kancerogenny Cr (VI), jednak w $rodowisku glebowym to Cr
(ITI) jest tatwiej akumulowany i z reguty wystepuje w wyzszych stg¢zeniach anizeli Cr
(VI). Wyniki te zaprezentowatam roéwniez w formie referatu ustnego na Ogolnopolskie;j
Konferencji w Polanczyku [Zal. 4: 1IK1], jak réwniez w formie posterOw na
konferencjach migdzynarodowych na Wegrzech — w Debreczynie i Budapeszcie oraz
we Wtoszech — w Viterbo [Zal. 4: I1IB1, I1IB2, ITIB7]. Rowniez pestycydy (fonofos i
glifosat) skutkowaty obnizeniem aktywnos$ci dehydrogenazowej o $rednio 5-44%
(fonofos) 1 16-80% (glifosat). Tematyk¢ t¢ =zaprezentowatam na konferencji
mi¢dzynarodowej we Lwowie [Zal. 4: I1IB4]. Badajagc wptyw pestycydéw na emisje
gazéw cieplarnianych z gleb [Zal. 4: A8, A44], wykazatam wzrost emisji NoO i CO, w

nastepstwie stosowania pestycydow w glebie torfowo—murszowej oraz madzie rzecznej.

Znajomo$¢ techniki Atomowej Spektrometrii Absorpcyjnej (ang. Atomic Absorption
Spectrometry) pozwolita mi na zajgcie si¢ badaniami dotyczagcymi wyznaczania
zawartosci metali ciezkich w ré6znych prébach srodowiskowych. Dzigki tej technice
analitycznej okreslitam zawarto$¢ chromu na poddanym rekultywacji terenie dawnego
sktadowiska odpadéw garbarskich w Sernikach k/Lubartowa [Zal. 4: A43], badajac tym
samym skuteczno$¢ zastosowanych zabiegow rekultywacyjnych, jak rowniez
wyznaczytam zawarto§¢ metali cigzkich w zerodowanych glebach ptowych,
pochodzacych z doliny rzeki Ciemiegi [Zal. 4: A9]. Wyniki uzyskanych badaniach
zaprezentowalam tez na migdzynarodowym sympozjum w Kazimierzu Dolnym [Zal. 4:

ITIIB6].
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Wiaczajac si¢ w inng tematyke Katedry realizowang przez prof. dr hab. Riccardo
Bennicelli, zwigzang z badaniami nad potencjalem paprotki wodnej Azolla caroliniana
do usuwania metali ciezkich ze $ciekow wyznaczatam ich zasobno$¢ w Pb i Cd
(technikg FAAS, ang. Flame Atomic Absorption Spectrometry), potwierdzajac tym
samym jej zdolnosci fitoremediacyjne. Otrzymane wyniki zostaly opublikowane w

dwoch pracach [Zal. 4: A31, A40].

Zdobyte doswiadczenie w oznaczaniu aktywnosci enzymatycznej gleb jak rowniez
okreslaniu  mikrodyfuzji tlenu (ODR) umozliwito mi przygotowanie kilku
podrozdziatbw metodycznych do podrgcznika pt. ,,Wybrane metody badan
gleboznawczych, wydanego dla studentéw Wydzialu Matematyczno Przyrodniczego

KUL [Zal. 4: A34].

Efekt moich zainteresowan naukowych zwigzanych z zagadnieniami aktywnosci
enzymatycznej gleb oraz ich aeracja i potencjalem wodnym doprowadzit do wylonienia
tematu pracy doktorskiej, w ktorej skoncentrowatam si¢ na udowodnieniu hipotezy, iz
aktywno$¢ dehydrogenazowa (AD) mikroorganizméw glebowych moze by¢
zastosowana jako swoisty indykator zarOwno niedoboru tlenu w glebie (hipoksja i
anoksja glebowa), jak réwniez powrotu do stanu normoksji, a wigc optymalnego
natlenienia. Autorem wspomnianych poje¢, opisujacych stan aeracyjny w srodowisku
glebowym byl promotor mojej pracy doktorskiej $p. prof. dr hab. Riccardo Bennicelli.
Poprzez obserwacje zmian zachodzacych w glebie w szerokim zakresie uwilgotnienia —
od jej pelnej pojemnosci wodnej (pF 0), do punktu bedacego miarg wody dostepnej dla
korzeni roslin — pF 3,2, mozliwe stalo si¢ rozpoznanie w obrebie zjawiska reoksydacji
gleb. Badania tego typu w literaturze z reguly opisywano jako ,,odpornos¢
oksydoredukcyjng gleb”, jednakze bez wiaczenia udzialu mikroorganizméw w
tworzeniu tej odpornosci. Realizacja badah byla mozliwa dzigki uzyskaniu
finansowania podjetego tematu przez MNiSW w ramach grantu promotorskiego (N 305

009 32/0514).

5.2. Osiagniecia w pracy badawczej po uzyskaniu stopnia doktora (nie wchodzace
w sklad osiagniecia naukowego)

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam moje zainteresowania w zakresie
badania procesu reoksydacji gleb i zmian jakie zjawisko to powoduje w ich

wlasciwosciach biologicznych. Wyniki uzyskane w toku realizacji pracy doktorskiej
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opublikowatam w formie monografii naukowej [Zal. 4: A25] oraz zaprezentowatam na

konferencjach migdzynarodowych, m.in. w Wiedniu 1 Bari [Zal. 4: IIIBS, IIIB11].

Podczas procesu reoksydacji w naturalny spos6b zmianie ulegaja wartosci
parametrow glebowych, opisujacych jej stan aeracyjny (potencjal oksydoredukcyjny —
Eh, dostepnos$¢ tlenu dla mikroorganizméw i korzeni roslin — ODR, porowato$¢
powietrzna — Eg). Znajomo$¢ tych zmian pozostaje niezwykle istotna w aspekcie
rozpatrywania stresOw wodnych i ich skutkéw w srodowisku glebowym, jak rowniez w
rozpoznaniu optymalnych warunkéw wodno — aeracyjnych wobec mikroflory glebowe;]
[Zal. 4: A16]. Efektem moich badan nad AD, liczebnoscig bakterii hodowalnych
(wyznaczang poczatkowo z zastosowaniem hodowli ptytkowych) oraz zjawiskiem
reoksydacji stalo si¢ zebranie wynikow polaczone z analiza danych literaturowych w
formie dwoch rozdziatdéw w recenzowanych ksigzkach [Zal. 4: A27, A28], w postaci
publikacji naukowej [Zal. 4: A12] oraz referatu wygloszonego na mig¢dzynarodowej

konferencji w Lublinie [Zal. 4: IIK4].

Doktadny pomiar AD jest tez niezwykle istotny z punktu widzenia biotechnologii,
gdyz test z wykorzystaniem sztucznego substratu chlorku 2,3,5—trifenylotetrazoliowego
(TTC) stanowi szybki i adekwatny wyznacznik ogolnej aktywnosci mikrobiologicznej
gleb, stanowigcych potencjalne zrédto mikroorganizméw, mogacych znalezé
biotechnologiczne zastosowanie. Podczas wykonywania testu na AD, ktéry potwierdza
obecnos¢ zywych mikroorganizméw w badanym srodowisku, modyfikujace dziatanie
na wynik oznaczenia moze wywiera¢ zjawisko sorpcji zardwno substratu — TTC (2,3,5—
chlorku trifenylotetrazoliowego), jak 1 produktu reakcji - TPF (1,3,5-
trifenyloformazanu) na koloidach glebowych. Wspomniane zagadnienie wcigz nie
zostato doktadnie rozpoznane w literaturze. Podobnie jak nadal niewiele wiadomo na
temat optymalnej dawki TTC, ktéra warunkuje taka jego koncentracje, by zwigzek mogt
wnikng¢ do wewnatrzkomérkowych struktur mikroorganizméw, wykazujacych
aktywno$¢ dehydrogenazowg a jednoczes$nie by nie dziatal jeszcze toksycznie na
mikroorganizmy i nie powodowal zbednych zaktécen podczas analiz. Dlatego tez
nasuwa si¢ zalecenie, by nie stosowac jednego st¢zenia TTC do wszystkich rodzajéw
gleb. Podjetam wigc probe oszacowania poziomu redukcji TTC, zachodzacej na drodze
chemicznej, ktéra moze znacznie zakt6ci¢ wyniki biologicznego testu na aktywnos¢
mikrobiologiczng srodowiska glebowego. Na przykladzie szesciu typoéw gleb: czarnej

ziemi, gleby brunatnej, bielicowej, torfowej, lessowej oraz mady rzecznej wyznaczytam
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optymalne dawki substratu (TTC) [Zal. 4: AS53]. Eksperymentalnie wykazatam, ze AD
wyznaczana w warunkach laboratoryjnych jest w ponad 93% pochodzenia
biologicznego, tworzg ja zywe mikroorganizmy i stanowi ona rzetelny test na
wykazanie ich obecnos$ci w materiale glebowym. Zakres za$ chemicznej redukcji

substratu (TTC) wynosi ok. 2,3—7,6% i jest uzalezniony od typu gleby.

Roéwnolegle z wyznaczaniem AD, analizowatam aktywnos¢ respiracyjng (AR)
mikroorganizméw  glebowych, ktéra stanowi wrazliwy indykator stresOw
srodowiskowych (w tym stresu wodnego). Dlatego tez wyznaczylam jej zmiany
zachodzgce w nastepstwie zjawiska reoksydacji w trzech profilach glebowych:
czarnoziemie, glebie ptowej 1 torfowo-murszowej [Zal. 4: Al14]. Wykazatam
maksimum aeracji w warstwach powierzchniowych gleb (0-30 cm) i ich spadek o ok.
65-98% w warstwach podpowierzchniowych (30-60 cm) i podglebiu (60-100 cm).
Potwierdzitam tez bezposredni wptyw parametréw aeracyjnych (pF, ODR, Eh, Eg) na
AR.

Ponadto w ramach badan nad zjawiskiem reoksydacji zajmowatam si¢ rozpoznaniem
struktury bakterii zasiedlajacych gleby przechowywane w stanie powietrznie suchym
(19 lat), ktére nastepnie nawodniono i doprowadzono do wilgotnosci w zakresie pF 0 —
pF 3,2 [Zal. 4: A17]. Stwierdzitam odrodzenie si¢ zycia biologicznego i aktywacje
bakterii ze stanu u$pienia. Molekularna identyfikacja bakterii wskazala, ze w pierwszej
kolejnosci uaktywniajg si¢ rodzaje bakterii, takie jak: Pseudomonas, Nitrosomonas,
Nitrosospira 1 Delftia (z klasy f-Proteobacteria) oraz Clostridium i Ruminococcus (z

Firmicutes).

Waznym aspektem moich badan byty tez analizy molekularne bakterii glebowych
poprzedzone trudnym etapem efektywnego wyekstrahowania DNA z gleby. Gleba, ze
wzgledu na swoja heterogenno$¢ stanowi jednoczes$nie najbardziej fascynujace
(ogromna bior6znorodnos$¢) ale tez najtrudniejsze (obecno$¢ zanieczyszczen i
inhibitor6w) srodowisko do badan. Poczatkowo efektywna izolacja glebowego DNA
byl praktycznie niemozliwa do przeprowadzenia. Otrzymywany izolat glebowy
zawierat bowiem zbyt wiele zanieczyszczen, co uniemozliwialo poprawne
przeprowadzenie reakcji PCR. Przeglad technik molekularnych, dedykowanych
analizom prob glebowych, jak rowniez sposobéw izolacji glebowego DNA, zawierajacy

rowniez moje doswiadczenia i obserwacje laboratoryjne zawarlam w monografii
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anglojezycznej [Zal. 4: A26] oraz w polskojezycznym rozdziale w monografii [Zal. 4:

A29].

Moje zainteresowanie naukowe objelo roéwniez aspekt wspotzaleznosci
wyizolowanego z gleby DNA =z innymi jej cechami biologicznymi: biomasg
mikroorganizméw [Zal. 4: A45], aktywno$cig dehydrogenazowa 1 cechami
fizykochemicznymi (pF, ODR, Eh, TOC, Mg, Ca) [Zal. 4: A46] oraz obecnoscig
zanieczyszczeh w postaci metali cigzkich [Zal. 4: AS50], czy sposobem uzytkowania
gleby [Zal. 4: A48]. Potwierdzitam bliska, wprost proporcjonalng wspéizaleznos¢ DNA
zarbwno z biomasg mikroorganizméw (BM) glebowych, jak i ich AD. W celu
wykazania zaleznosci st¢zenia izolowanego bezposrednio z gleby DNA od parametrow
fizykochemicznych przeanalizowatam profil (0-80 cm) gleby lessowej, co pozwolito
jednoczes$nie rozpozna¢ rozmieszczenie DNA na réznych glebokosciach profilu
glebowego. Zawarto$¢ glebowego DNA malata wraz ze wzrostem glebokosci (o ok.
63%), analogicznie do przestrzennej stratyfikacji mikroorganizméw w glebach i ich
preferencji do zasiedlania warstw powierzchniowych bogatych w substrat weglowy.
Tematyka ta zostala tez przeze mnie zaprezentowana w formie referatow podczas

mig¢dzynarodowych konferencji [Zal. 4: TIK2, ITK3, IIK5].

Kontynuowatam takze tematyke zwigzang z wyznaczaniem zawartosci metali
ciezkich technika AAS. W ramach wspoélpracy z Katedrg Biologii Komoérki Instytutu
Ochrony  Srodowiska KUL  (obecnie  Pracownia  Stresu  Oksydacyjnego
Interdyscyplinarnego Centrum Badan Naukowych) wyznaczalam zawartos¢ wanadu i
chromu we krwi szczurow metoda GFAAS (ang. Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry), co zaowocowato wspdlng publikacjg [Zal. 4: A11] oraz przyczynito si¢
do rozpoznania wplywu wspomnianych metali na aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych. Wykazatam tez utrzymujace si¢ st¢zenie Cr w glebach, wodach i
roslinach pobranych z terenu nie eksploatowanego juz od wielu lat sktadowiska
odpadéw garbarskich, co wskazato na niedostateczng skuteczno$¢ przeprowadzonej
rekultywacji terenu [Zal. 4: A47] oraz Mn w glebach torfowych [Zal. 4: A13].
Okreslitam réwniez wptyw metali cigzkich (Pb, Cd, Zn, Cr, Fe, Cu) na aktywnos¢
biologiczng i zawartos¢ DNA w glebie pochodzacej z otoczenia huty metali Szopienice
na Slasku [Zal. 4: A23, AS50], identyfikujac réwniez bakterie metalofilne,
reprezentujace klas¢ p-Proteobacteria oraz rodzaje m.in. Bortadella 1 Acidovorax

(znane z tolerancji Cd); Rhodoferax (redukujaca Fe); Polaromonas, Comamonas,
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Thaurea, Alcaligenes, Azovibrio, Chitinomonas. Wyniki te zaprezentowatam podczas
sesji posterowe] na migdzynarodowej konferencji w Putawach [Zal. 4: IIIB16]. Analizy
systemem Biolog Eco Plate umozliwity rozpoznanie r6znic w aktywnosci metaboliczne;j

bakterii metalofilnych, zasiedlajagcych gleby skazone metalami ci¢zkimi [Zal. 4: A23].

Zaangazowalam si¢ takze w gtéwng tematyke badawcza realizowang w Katedrze
Biochemii i Chemii Srodowiska pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Stepniewskiej,
zwigzang z okreslaniem aktywnosci metanotroficznej 1 identyfikacja bakterii
metanotroficznych zasiedlajacych skaly przyweglowe, jak rowniez skaty pobrane z
Kopalni Soli w Wieliczce. Wtaczajac si¢ w prace identyfikacyjne metanotroféw
wykonatam analize FISH (ang. Fluorescence in Situ Hybridization) z préb skat
pochodzacych z  kopalni  Jastrzgbie-Moszczenica [Zal. 4: Al5] oraz
scharakteryzowatam parametry fizykochemicznie materialu skalnego z Goérnoslaskiego
i Lubelskiego Zaglebia Weglowego [Zal. 4: A18] oraz z Kopalni Soli w Wieliczce
[Zal. 4: A22]. Uzyskane wyniki zaprezentowalam na miedzynarodowej konferencji
mikrobiologicznej] w Maastricht (Holandia) [Zal. 4: IIIB27]. Prowadzac hodowle
bakterii metanotroficznych na dedykowanym im podtozu NMS (ang. Nitrate Mineral
Salt) okreslitam jego zasobnos¢ w skladniki pokarmowe oraz przeanalizowatam

preferencje metanotroféw do pobierania tych sktadnikéw z podioza [Zal. 4: A21, A30].

Nawigzanie wspotpracy z dr hab. Mieczystawem Btaszczykiem z Samodzielnego
Zaktadu Biologii Mikroorganizméw SGGW w  Warszawie zaowocowato
przygotowaniem projektu naukowego SONATA, zwigzanego z rozpoznaniem roznic w
mikrobiomie gleb uzytkowanych rolniczo z mikrobiomem gleb nieuprawianych. Na
podstawie otrzymanych w toku realizacji projektu wynikow (wylaczajac prace
omoOwione jako cykl publikacji habilitacyjnych), potwierdzitam biologiczng degradacje
gleb rolniczo uzytkowanych [Zal. 4: A49], jak réwniez zasugerowatam, ze role
biologicznego wskaznika wrazliwosci gleb na zabiegi uprawowe, a jednocze$nie
wskazujgcego na tzw. mikrobiologiczne ,hot spot’, moze pelni¢ forma wegla
tatwodegradowalnego (ang. Easily Degradable Carbon — EDC) [Zal. 4: A24]. Wplyw
rosliny uprawowej (pszenica, owies) na aktywnos¢ biologiczng gleb przedstawitam w
odrebnej pracy [Zal. 4: A52], wykazujac ze uprawa pszenicy korzystniej wptywa na
utrzymanie wtasciwosci biologicznych anizeli uprawa owsa, co potwierdzity wyzsze
wskazniki: AD, AR, MB i DNA odnotowane na stanowiskach gdzie uprawiano

pszenice. Ponadto stwierdzilam, ze uprawa pszenicy w poréwnaniu z uprawg owsa
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sprzyja utrzymywaniu si¢ w glebach wyzszych wartosci odczynu i wyzszej zasobnosci
w wegiel 1 pierwiastki biogenne (N i P). Tematyka ta przedstawiona zostata przeze mnie
na migdzynarodowym kongresie mikrobiologicznym, odbywajacym si¢ w Maastricht w
Holandii [Zal. 4: IIIB25]. Przeanalizowatam takze wptyw rolniczego uzytkowania gleb
na ich zasobnos¢ w fosfor [Zal. 4: AS1], ktory stymuluje ukorzenianie si¢ roslin,
zwigksza aktywno$¢ biologiczng gleby, powodujac lepsze wykorzystanie innych
sktadnikow pokarmowych. Zwigksza tez mrozoodpornos¢ a takze odpornos¢ roslin na

niedobory wody i na choroby.

Kolejny temat zwigzany z biotechnologicznym wykorzystaniem gleb, ktéry wzbudzit
moje zainteresowanie naukowe obejmowal zastosowanie zasiedlajagcych glebe
mikroorganizméw do konstrukeji tzw. Mikrobiologicznych Ogniw Paliwowych (MOP),
generujacych bioenergie. Dodajac do gleby rézne zrédta wegla (glukoze, stome) oraz
modyfikujac wilgotnos¢ gleb (petna pojemnos$¢ wodna, zalanie) skonstruowatam cztery
r6zne kombinacje MOP [Zal. 4: A19]. Zaobserwowatam, ze réznice w pozyskaniu
bioenergii zalezg zarwno od zastosowanego substratu, jak i poziomu uwilgotnienia
gleby. Wykonanie obserwacji w skaningowym mikroskopie elektronowym (SEM)
pozwolito na uwidocznienie zasiedlajgcych MOP mikroorganizméw 1 wykazato
istnienie swoistej ,,siatki potgczen” migdzy nimi, ktéra umozliwia transport elektronow.
Opublikowanie tej pracy zaowocowalo nawigzaniem wspOtpracy z prof. Claudio
Avignone Rossa z Uniwersytetu w Survey w Wielkiej Brytanii, ktéry wiaczyt mnie do
tworzonego konsorcjum naukowego na potrzeby projektu pt. ,,Bio-electrochemical
systems for product recovery from spent solid coffee waste” i powierzyt kierownictwo

naukowe wyodrgbnionego zadania badawczego [Zal. 4: 1TIA2].

Nowy obszar moich zainteresowan stanowi takze zmienno$¢ mikroflory
autochtonicznej, zasiedlajacej gleby zanieczyszczone substancjami ropopochodnymi
(benzyng, olejem napedowym, olejami samochodowymi). Wstgpne rozpoznanie
struktury bakterii przeprowadzone po inkubacji gleb z wprowadzonymi do nich
substancjami ropopochodnymi wykazalo obecnos¢ licznej mikroflory, zdolnej do
wykorzystania zanieczyszczen jako zrodla wegla [Zal. 4: A20]. Struktura bakterii
determinowana byta rodzajem substancji ropopochodnej. W kombinacjach
zanieczyszczonych benzyng bezotowiowg i olejem napgdowym (dieslem) dominowaty
bakterie z rodzaju Rhodococcus. Kombinacja z dodatkiem fabrycznie nowego oleju

samochodowego zasiedlona byta przez bakterie z rodzajow: Micrococcus 1
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Mesorhizobium, podczas gdy w kombinacji z dodatkiem oleju przepracowanego (po

przebiegu 10 000 km) stwierdzitam obecno$¢ rodzajow: Bacillus i Paenibacillus.

W trakcie mojej pracy naukowej podjetam wspodtprace z Zaktadem Badan Systemu
Gleba—Roslina oraz Zakladem Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego Instytutu
Agrofizyki PAN w Lublinie; Zaktadem Mikrobiologii Rolniczej Instytutu Uprawy
Nawozenia 1 Gleboznawstwa w Putawach; Katedrg Nauk o Srodowisku Glebowym oraz
Samodzielnym Zakladem Biologii Mikroorganizméw Szkoty Gloéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie; Zaktadem Biochemii Drobnoustrojéw Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie oraz Zaktadem Mikrobiologii Uniwersytetu Warminsko—

Mazurskiego w Olsztynie [szczegbty Zal. 4].

Bytam kierownikiem 1 projektu i wykonawca w 5 projektach naukowych [Zal. 4: 11
I]. Potwierdzeniem aktywnos$ci naukowej jest tez mdj czynny udziat w licznych (43)
konferencjach naukowych, zaré6wno krajowych, jak 1 miedzynarodowych, gdzie
prezentowalam wyniki badan w formie referatow i posterdw [szczegdty Zal. 4]. Jestem
wspotorganizatorem 2 Sympozjéw Naukowych pt. "Metagenomy réznych $rodowisk",
zas w czerwcu 2018 organizuje III Sympozjum z tego cyklu na Katolickim
Uniwersytecie Lubelskim Jana Pawta II. Wspotorganizowatam konferencje naukowa pt.
,Biotechnologia - energia jutra” (19-20.10.2017). Bylam tez wilaczona do dwoch
Komitetow Naukowych [szczegdty Zal. 4].

Bedac asystentem na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Instytutu Ochrony
Srodowiska w latach 2001-2009 opracowywatam i prowadzitam szereg éwiczen i
wyktadéw dla studentéw Ochrony Srodowiska [szczegdty Zat. 4]. Od 2009 r. prowadze
zajecia (wyklady i ¢wiczenia) dla studentéw Biotechnologii (I i II stopnia) w nowo
utworzonym Instytucie Biotechnologii na Wydziale Biologii i Nauk o Srodowisku KUL

[szczegoty Zal. 4].

Jestem promotorem 4 prac licencjackich, wykonanych na seminarium i pracowni
dyplomowej z Bioprocesow s$rodowiskowych prowadzonej przeze mnie w latach
2011/12 1 2012/13. Bylam opiekunem studentéow Biotechnologii (lata 2011-2016),
obecnie (od biezacego roku akademickiego 2017/18) jestem opiekunem I roku

studentéw Biotechnologii w jezyku angielskim.
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Pelitam funkcje recenzenta w 19 pracach licencjackich oraz 17 magisterskich.
Zrecenzowalam ponadto 72 publikacje naukowe, w tym 31 z listy A czasopism
MNiSW, m.in. International Journal of Plant and Soil Sciences, Journal of Agricultural
Sciences and Technology, Polish Journal of Microbiology, Frontiers in Microbiology,
Ecological Engineering, Applied Microbiology and Biotechnology, Letters in Applied
Microbiology, Biology and Fertility of Soils, Water Air and Soil Pollution [szczegoty
Zal. 4].

Oprécz dziatalnosci naukowo—dydaktycznej angazowatam si¢ rdwniez w prace na
rzecz Uniwersytetu i Wydziatu. W latach 2013-2016 uczestniczylam w pracach
Uniwersyteckiej Komisji Dyscyplinarnej ds. Studentéw i1 Doktorantéw, zas w roku
akademickim 2016/17 bylam przedstawicielem Wydziatu do Uniwersyteckiej Komisji
ds. Jakosci Ksztalcenia. Jestem tez cztonkiem Wydzialowej Komisji ds. Jakosci
Ksztatcenia a takze bralam czynny udzial w opracowywaniu efektow ksztalcenia oraz
programu studiow Biotechnologii I i II stopnia w ramach uczestnictwa w pracach
Komisji ds. Programu 1 Efektow Ksztalcenia. Jestem takze ekspertem w Zespole
Opiniodawczo-Doradczym Rektora do spraw zwigkszania skutecznosci w pozyskiwaniu

grantdw naukowo-badawczych [szczegoty Zal. 4].

Od 2011 roku bior¢ czynny udzial w Lubelskim Festiwalu Nauki, tacznie
zrealizowatam 18 projektow, jak réwniez wiaczam si¢ (od 2014 roku) w Noc Biologéw,
gdzie przedstawilam 14 projektow. W latach 2015-16 prowadzitam tez zajecia dla
dzieci w ramach Uniwersytetu Otwartego KUL, gdzie zaprezentowatam 5 pokazdéw
potaczonych z wykladami multimedialnymi. W ramach promocji kierunku
Biotechnologia w 2011 roku wzigtam udziat w nagraniu programu pt. "Kolory

Biotechnologii", realizowanym przez TVP3 Lublin [szczegoty Zal. 4].

Naleze¢ do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, Polskiego Towarzystwa
Gleboznawczego (petni¢ funkcj¢ cztonka zarzadu oddziatu lubelskiego) oraz

Miedzynarodowej Unii Towarzystw Gleboznawczych.
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6. Podsumowanie dorobku i dane bibliometryczne

6.1. Publikacje i konferencje

Typ

1. Przed doktoratem

2. Po doktoracie

Suma (1+2)

publikacji

Liczba

Ika

publikacji

Punkty
MNiISW

Liczba | IF ..

publikacji

IF Punkty
MNiSW

5 letni

Liczba | IF IF
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Punkty
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czasopisma z
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22 25,866
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based) na swoich stronach internetowych (szczegdty znajduja si¢ w Zataczniku nr 4)

6.2. Cytowania* i indeks Hirscha
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llos¢ cytowan* 125/114" 171 358 314
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