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Bioroznorodnosc
w glebach Lubelszczyzny

Co wiemy o sktadzie ilosciowym i jakosciowym wspaélnoty mikroorganizmow
zasiedlajacych gleby uzytkowane rolniczo na terenie wojewodztwa lubelskiego?
Dzieki zastosowaniu w badaniach innowacyjnej techniki sekwencjonowania nowej
generacji w technologii lon Tarrent PGM naukowcy uzyskali cenne wyniki.

Konsultacje projektowe w SGGW w Warszawie - interdyscyplinarny zespét naukowy realizujgcy projekt (siedzg,
od lewej): dr Hanna Rekosz-Burlaga - SGGW, dr Agnieszka Kuzniar - KUL, dr Agnieszka Wolifska - KUL,

dr Agata Goryluk-Salmonowicz - SGGW, (stojg, od lewej) prof. Mieczystaw Btaszczyk - SGGW, dr hab. Urszula
Zielenkiewicz - IBB (fot. Artur Banach)

latach 2014-2016 w Katedrze Bio-

chemii i Chemii Srodowiska Instytu-
tu Biotechnologii KUL realizowany byt pro-
jekt pt. ,,Metagenomy glebowe wskaznikiem
degradacji bioréznorodnosci mikroorgani-
zméw w glebach rolniczo uzytkowanych na
Lubelszczyznie”, kierowany przez dr Agniesz-
ke Wolinska, finansowany w ramach konkur-
su Sonata przez Narodowe Centrum Nauki
(DEC-2013/09/D/NZ9/02482). Projekt miat
charakter interdyscyplinarny (KUL byt jego
liderem), a w jego realizacji oprocz naukow-
cOw z naszej Uczelni brali udziat réwniez mi-
krobiolodzy srodowiskowi ze Szkoty Gtow-
nej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
z prof. Mieczystawem Btaszczykiem na czele,
petnigcym role opiekuna merytorycznego,
oraz biolodzy molekularni z Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki PAN w Warszawie — grupa
badawcza dr hab. Urszuli Zielenkiewicz.

Cel projektu

Zasadniczym celem projektu byto roz-
poznanie aktualnego stanu bioréznorod-
nosci bakterii w glebach poddawanych od
wielu lat zabiegom uprawowym na tle gleb
nieuprawianych rolniczo, tak by pozyskaé

wiedze na temat ewentualnej degradacji
wspolnoty bakterii gleb rolniczych powodo-
wanej przez intensywne praktyki rolnicze.
Wyznaczony przez nas cel doskonale wpisat
sie w przyjetg przez Unie Europejskg ,Stra-
tegie ochrony réznorodnosci biologicznej na
okres do 2020 r.”. Pomimo ze analizy stanu
mikrobiologicznej degradacji gleb sg syste-
matycznie prowadzone przez 10 krajow UE
(m.in. Niemcy, Wielka Brytanie, Francje), to
w Polsce tego typu badania nie zostaty dotad
podjete. Fakt ten stat sie zatem inspiracja do
napisania zgtoszonego do konkursu Sona-
ta projektu, ktorego efektem jest pierwsze
tak kompleksowe zbadanie bioréznorodno-
Sci bakterii gleb rolniczych w Polsce. Obsza-
rem prowadzenia badan byta Lubelszczyzna,
stanowigca jeden z najwiekszych i najwaz-
niejszych areatéw rolniczych Polski. Ponadto
w wojewddztwie lubelskim reprezentowa-
ne sg wszystkie podstawowe i dominujgce
w Polsce jednostki glebowe.

Materiat badawczy

W projekcie przeanalizowano trzy
podstawowe grupy gleb: autogenicz-
ne — wytworzone na utworach lessowych,

reprezentowane przez gleby ptowe typowe,
ptowe zerodowane i czarnoziemy, stanowia-
ce tacznie 77,5% powierzchni wojewddztwa
lubelskiego; litogeniczne — wytworzone ze
skat wapiennych, reprezentowane przez re-
dziny, stanowigce 17,5% powierzchni woje-
wodztwa; hydrogeniczne — powstajace pod
wptywem wody stagnujacej, reprezentowa-
ne przez gleby murszowe, mady oraz czarne
ziemie, stanowiagce 5% powierzchni woje-
woédztwa. Proby do badan pobrano wcze-
sng wiosng (kwiecien 2014 r.) przed rusze-
niem wegetacji roslin i orka, tak aby wyeli-
minowac ich wptyw na strukture wspdlnot
bakterii.

Podejmowane dotad préby rozpoznania
mikroorganizmow glebowych zasiedlaja-
cych rézne typy gleb ograniczane byty gtdw-
nie dostepng dotychczas metodyka, skie-
rowang przede wszystkim na ich hodowle
na sztucznych podtozach laboratoryjnych,
co — jak juz dzis wiemy — ogranicza stre-
fe poznawcza do zaledwie 1-3% mikroor-
ganizmow faktycznie w danym srodowisku
wystepujgcych. Ogromna wiekszos¢ bakte-
rii glebowych (97-99%) jest niehodowalna
w warunkach laboratoryjnych. Dlatego tez
tak duzy nacisk potozono w projekcie na
zastosowanie innowacyjnych narzedzi me-
tagenomicznych, dzieki ktérym pomija sie
nieefektywny etap laboratoryjnej hodowli
bakterii, a tym samym mozliwe jest uzyska-
nie informacji na temat poteznej (97-99%)
grupy mikroorganizméw okreslanych jako
zywe, ale niehodowalne.

Fakt, ze gleba stanowi najlepsze srodowi-
sko zycia bakterii jest znany od dawna. Wy-
starczy sobie wyobrazi¢ (chociaz jest to bar-
dzo trudne), ze w zaledwie 1 gramie gleby
naturalnej znajduje sie srednio 108-10'° ko-
morek bakterii, 10° grzybéw strzepkowych,
106 glondw, 10° pierwotniakéw i 102 nicieni.
Na swiecie zyje obecnie prawie 7,5 miliarda
ludzi, czyli de facto mniej niz liczba komdrek
bakterii zasiedlajgcacych tylko 1 gram gleby.
A zatem réznorodnos¢ biologiczna w glebie
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jest niewyobrazalna i zdecydowanie wiek-
sza niz nad nig: w tyzeczce ziemi ogrodo-
wej moga istniec tysigce gatunkow bakterii,
miliony ich przedstawicieli i setki metrow
grzybni. Wedtug szacunkéw naukowcéw
okoto % wszystkich ziemskich gatunkéw zy-
je wtasnie w glebie. Istniejg tez szacunki,
ze biomasa mikroorganizméw na obszarze
1 ha wazy okoto 3000 kg, czyli moze stano-
wi¢ ekwiwalent wagi 6 krow lub 60 owiec.
Nikt zatem nie powinien juz mie¢ watpliwo-
sci, w ktorym srodowisku bioréznorodnos¢
organizmdw jest najwieksza oraz jak duzym
i ciekawym wyzwaniem z naukowego punk-
tu widzenia jest podjecie proby rozpoznania
tej bioréznorodnosci.

Hipoteza naukowa

W realizowanym projekcie postawiono
hipoteze, ze skfad ilosciowy i jakoSciowy
wspdlnoty mikroorganizmdw zasiedlajgcych
gleby (okreslany mianem bioréznorodnosci,
liczebnoscia gatunkow oraz iloscig osobni-
kéw reprezentujgcych gatunek) na terenach
uzytkowanych rolniczo jest odmienny niz
w glebach naturalnych (nierolniczych). Hi-
poteze udato sie potwierdzi¢ juz w pierw-
szym etapie naszych badan, kiedy to okre-
SlaliSmy podstawowe parametry pobranych
gleb, miedzy innymi odczyn (pH), zawartos¢
form wegla, azotu i fosforu, zasolenie, a tak-
ze prowadzilismy analizy mikrobiologiczne
i biologiczne (liczebnos$¢ bakterii, aktywnosé
enzymatyczna i oddechowa gleb). Okazato
sie bowiem, ze niezaleznie od typu gleby
roznice w wartosciach analizowanych para-
metrow s3 odmienne na stanowiskach rol-
niczo uzytkowanych oraz kontrolnych (nie-
uprawianych). Zabiegi rolnicze przyczynity
sie przede wszystkim do istotnego spadku
wartosci pH gleb (de facto ich zakwaszenia)
i zubozenia w wegiel organiczny oraz tzw. fa-
twodegradowalny, tj. bezposrednio dostep-
ny dla mikroorganizméw. Konsekwencjami
nizszego pH wraz z nizsza zawartoscia wegla
w glebach rolniczych byt z kolei spadek war-
tosci parametréw biologicznych. Gleby rol-
niczo uzytkowane cechowalty sie nizszg o 20-
44% aktywnoscig enzymatyczng i oddecho-
wa (respiracyjng) w pordwnaniu do gleb
kontrolnych. Zbadalismy ponadto wptyw ro-
dzaju uprawy (owies, pszenzyto) na aktyw-
nos¢ biologiczng gleb, wykazujac, ze upra-
wa pszenzyta w poréwnaniu z uprawg owsa
sprzyja utrzymywaniu sie istotnie wyzszych
wartosci biomasy mikroorganizméw. Ponad-
to gleby spod uprawy pszenzyta cechowaty
sie wyzszym pH, wyzszg zawartoscig form
wegla i azotu anizeli gleby, na ktérych upra-
wiano owies.

Etap analiz metagenomicznych prowa-
dzono w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie. Do okreslenia bioréznorod-
nosci w glebach Lubelszczyzny zastosowano

innowacyjng technike sekwencjonowania
nowej generacji w technologii lon Torrent
PGM (Life Technologies), dzieki ktdrej po-
zyskalismy informacje (dotad nieosiggalne)
o wszystkich populacjach bakterii zasiedla-
jacych badane gleby, niezaleznie od tego,
czy byty to gatunki hodowalne czy nieho-
dowalne w warunkach laboratoryjnych. Ta
innowacyjna technika zaowocowata otrzy-
maniem imponujacych wynikow.

Whyniki badan

W glebach Lubelszczyzny zidentyfikowa-
lismy bakterie nalezace do 21 typow, 118
rodzin i 305 rodzajow. Okoto potowa uzyska-
nych sekwencji nalezata do typu Proteobac-
teria (42-58% wszystkich sekwencji bakte-
ryjnych znalezionych w tych badaniach).
Subdominantami byty bakterie nalezace do
typow: Bacteroidetes, Acidobacteria, Actino-
bacteria, Firmicutes i Elusimicrobia. Rzadziej
pojawiaty sie sekwencje nalezace do typow:
Chlorobi, Chloroflexi, Gemmatimonadetes,
Planctomycetes, Spirochaeta czy Verrucomi-
crobia. Generalnie mozna smiato stwierdzic,
ze bioréznorodnos¢ w glebach naszego wo-
jewddztwa jest duza. Dzieki wynikom z pro-
jektu wiemy tez, ze wspdlnoty bakterii gleb
rolniczych i nieuzytkdw rolnych nie réznig
sie istotnie co do struktury i procentowego
udziatu poszczegdlnych taksonéw w randze
typu i klasy. Roznice te dostrzegalne sg do-
piero na poziomie rodzin i rodzajow, wte-
dy tez notujemy istotny spadek liczebnosci
bakterii w glebach rolniczo uzytkowanych
w poréwnaniu do odpowiadajacych im sta-
nowisk kontrolnych (nieuprawianych). Nie-
watpliwie taki trend jest spowodowany od-
mienng zasobnoscig pokarmowa tych gleb
oraz faktem, ze gleby rolnicze majg zdecy-
dowanie kwasny odczyn. | tak w glebach
rolniczych zanotowalismy nizszg liczebnosé
nastepujacych rodzin: Acetobacteraceae,
Burkholderiaceae, Nitrosomonadaceae,

Przygotowanie glebowego DNA
do sekwencjonowania nowej generacji
(fot. Agnieszka Woliriska)
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Oxalobacteraceae i Xanthomonadaceae, na-
lezacych do Proteobacteria, oraz Clostridia-
ceae-1 i Lachnospirillaceae, nalezacych do
typu Firmicutes. Na poziomie rodzajéw od-
notowalismy spadek (w stosunku do gleb
kontrolnych) liczebnosci nastepujacych bak-
terii: Flavobacterium, Pelomonas, Ramlibac-
ter, Rhizobacter, Cellvibrio, Pseudomonas,
Steroidobacter, Halliangium.

Uzyskane wyniki wypetniaja luke infor-
macyjna z zakresu biordznorodnosci wspol-
not bakterii gleb rolniczych oraz ich reduk-
cji w efekcie stosowania zabiegdw uprawo-
wych. W skali Swiatowej badania dotyczace
roznorodnosci bakterii gleb rolniczych z za-
stosowaniem technik metagenomicznych sg
nadal nieliczne, zas wedtug naszej wiedzy
zadna z dotad opublikowanych prac nie za-
wiera wynikdéw otrzymanych w technologii
lon Torrent, ktdrg zastosowaliSmy w projek-
cie. Odzwierciedleniem realizacji projektu
i niejako potwierdzeniem atrakcyjnosci uzy-
skanych wynikéw jest szereg publikacji — 8
artykutéw naukowych w jezyku angielskim,
2 kolejne prace na etapie recenzowania.
Wyniki prezentowane byty takze w formie
referatow i posterow na 14 konferencjach
naukowych, zardwno zagranicznych, jak
i krajowych, gdzie wzbudzaty bardzo duze
i pozytywne zainteresowanie. Tym bardziej
ze nasza Uczelnia jest wcigz mato kojarzona
z naukami biologicznymi/biotechnologiczny-
mi czy eksperymentalnymi. Tak satysfakcjo-
nujacy efekt realizacji projektu jest takze wy-
nikiem wzorowej wspdtpracy z naukowcami
z SGGW i IBB w Warszawie, wspierajgcymi
nas swoja wiedzg, zaangazowaniem w reali-
zacje projektu i ogromnym doswiadczeniem
analitycznym, z ktdérego wszyscy wykonawcy
z KUL korzystali. Wiecej informacji na temat
projektu, uzyskanych wynikéw i ich prezen-
tacji mozna znalez¢ na stronie internetowej:
http://www.kul.pl/metagenomy-glebowe-
-strona-projektu,art_58678.html.

Pobieranie préb glebowych do analiz laboratoryjnych
w kwietniu 2014 r.: (od lewej) Andrzej Gérski - KUL
oraz prof. Mieczystaw Btaszczyk - SGGW

(fot. Agnieszka Woliriska)




