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Wykorzystanie DNA z probek srodowiskowych w badaniu ekosystemu ladowego Arktyki
eDNA (ang. environmental DNA) jest to DNA zaré6wno mikro-, jak i makroorganizmdw,
wyizolowany bezposrednio z probek srodowiskowych, takich jak gleba, osady denne, woda czy
odchody, bez wczesniejszego wyodrgbnienia danego organizmu. Tego typu podejscie opiera si¢ na
zatozeniu, ze kazdy organizm pozostawia po sobie §lad w postaci DNA, a uzyskany w ten sposob
materiat genetyczny jest mieszankg zarowno DNA jadrowego, jak i mitochondrialnego, co pozwala
na detekcje szeregu gatunkéw, niezaleznie od ich pochodzenia, stadium rozwoju czy pici. eEDNA
stanowi potencjalne narzedzie zaréwno do identyfikacji gatunku, jak i okreslenia jego
rozmieszczenia na danym obszarze czy oszacowywania wielkosci populacji, co moze przyczyni¢
sie¢ do lepszej ochrony zagrozonych gatunkéw i ekosystemow. Dzieki jego analizie mozemy
uzyska¢ wiele cennych informacji na temat badanych gatunkoéw, postugujac sie jedynie
podstawowymi technikami biologii molekularnej, takimi jak amplifikacja DNA metoda PCR,
elektroforeza w zelu agarozowym czy sekwencjonowanie, ktore czg¢sto wydaja si¢ by¢ tatwiejsze i
szybsze, niz tradycyjne podejscie oparte na obserwacji czy odtawianiu.

Ze wzgledu na brak mozliwos¢ hodowli w warunkach laboratoryjnych wigkszosci gatunkéw
bakterii, metagenomika wykorzystujaca analiz¢ materiatu genetycznego (eDNA), wyizolowanego
bezposrednio z probek $rodowiskowych, stata si¢ popularnym i uzytecznym narzgdziem
stosowanym w mikrobiologii. Pomimo tego, ze metagenomika jest dos¢ nowa dziedzing nauki,
przyczynita si¢ do opisania bioroznorodnosci mikroorganizméw w szeregu roznych srodowisk.
Dzigki niedawnym postgpom w rozwoju technologii sekwencjonowania NGS (ang. Next-
Generation Sequencing), technologie te staty sie uniwersalnym i niezbednym narze¢dziem biologii
molekularnej, zapewniajac dostep do materiatu genetycznego dowolnych mikroorganizméw,
rowniez tych ktorych wcigz nie udato si¢ wyhodowaé¢ w warunkach laboratoryjnych. NGS
umozliwia tatwiejszg i szybsza analize populacji bakteryjnych, bez koniecznosci klonowania
sekwencji DNA do wektora. Obecnie, metagenomika jest poteznym narzedziem stosowanym w
mikrobiologii, ktore taczac w sobie rozne techniki biologii molekularnej, umozliwia badanie
bior6znorodnosci  populacji mikroorganizméw oraz umozliwia lepsze zrozumienie roli
poszczegblnych bakterii w danym srodowisku, a takze poznanie nowych genow.

Arktyka stanowi okoto 4.8% powierzchni ladu, zas jej ekosystem ladowy jest uwazany za mato
ztozony i charakteryzujacy sie niewielka iloscia gatunkow, krotkimi tancuchami pokarmowymi
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Arktyce, gtownie ze wzgledu na obserwowane, jak i przewidywane, nagte zmiany srodowiskowe,
zwigzane z globalnymi zmianami klimatu. W przypadku ekosystemow polarnych, gdzie obserwuje
si¢ okoto trzy razy szybszy wzrost temperatur, zwigzanych z globalnym ociepleniem, niz w innych
regionach $wiata, badanie i monitorowanie zmian zachodzacych w biordznorodnosci i
funkcjonowaniu ekosystemow Arktyki, na wszystkich poziomach troficznych, zarowno wsrod
mikro- jak i makroorganizméw jest bardzo wazne. Ciagly rozwéj narzedzi biologii molekularnej,
metagenomiki czy technik wykorzystujacych eDNA, umozliwia uzyskiwanie obszerniejszych i
doktadniejszych informacji na temat mikroorganizmow, roslin i zwierzat w oparciu wytacznie o
tatwo dost¢pne materiaty, takie jak gleba czy odchody. Metagenomika wraz z sekwencjonowaniem
NGS oraz technikami eDNA moga zosta¢ uzyte w celu poznania bioréznorodnosci Arktyki.
Archipelag Svalbard, ktorego najwigksza wyspa jest Spitsbergen, stanowi miejsce gniazdowania
dla wielu ptakow morskich, w tym takze dla najliczniejszego gatunku Arktyki, alczyka (Alle alle).
Populacja alczyka w Hornsundzie przekracza ponad milion osobnikow i stanowi jedng z
najwiekszych kolonii na $wiecie. Populacje ptakow morskich odpowiadaja za wzbogacanie ladowej
cze$¢ ekosystemu arktycznego, charakteryzujacego sie permanentnym deficytem substancji
odzywczych. Zerujace w morzu ptaki, rozradzajac sie na ladzie, transportuja wielkie ilosci materii
organicznej z morza na lad, poprzez depozycje, a nastepnie rozktad guana czy pozostawionych w
poblizu kolonii resztek pokarmu, skorup jaj, piér i martwych osobnikow. Tak duze poktady materii
organicznej pochodzenia morskiego wokot wielkich kolonii rozrodczych alczykéw przyczyniaja
si¢ do powstania rozlegtych obszaré6w tundry ornitogennej, ktora charakteryzuje si¢ bogactwem
zbiorowisk roslinnych. Bogata roslinnos¢ przyciaga populacje roslinozercéw, a w konsekwencji
rowniez powigzanych z nimi drapieznikoéw, padlinozercow oraz reducentow. Ich obecnos¢ moze
zosta¢ odnotowana poprzez pozostawione odchody czy resztki ofiar, ktore rowniez wzbogacaja
glebe w sktadniki odzywcze. Do tej pory przeprowadzono szereg badan pokazujacych wptyw
depozycji guana na wiasciwosci fizykochemiczne gleby, co wptywa na tworzenie sie gleby
ornitogenicznej i powiazanej z nig roslinnosci. Dotychczas, w ekosystemie arktycznym, nie badano
wplywu nawozenia gleby przez kolonie ptakow na strukture populacji mikroorganizmow.
Wiadomo jednak, ze pomimo trudnych warunkow srodowiskowych, gleba Arktyki, podobnie jak
gleba w innych rejonach $wiata, charakteryzuje si¢ rownie wysokg biordéznorodnoscia
mikroorganizmow.

Jednak nie tylko ptaki maja wptyw na ekosystem Arktyki. Duze ssaki, takie jak renifer swalbardzki
(Rangifer tarandus platyrhynchus), ktory jest najbardziej izolowanym podgatunkiem renifera, a do
tego endemicznym dla archipelagu Svalbard, rowniez moga ksztattowac srodowisko poprzez
zerowanie oraz depozycje odchodéw czy moczu. Renifer swalbardzki obserwowany jest w
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wieku, a jego populacja nie przekracza 20 osobnikéw. Zyje on pojedynczo lub w niewielkich
grupach i nie prowadzi sezonowych migracji. Okresowo zmienia obszar pastwiska oraz
réznicuje swoja diete. Latem, wickszos¢ czasu spedza na gromadzeniu ttuszczu, zywiac si¢
gtownie pozywnymi roslinami naczyniowymi rosngcymi w wilgotnych rejonach, w dolinach i
réwninach nizinnych, ale rowniez w poblizu duzych kolonii ptakow morskich.

Renifery to przezuwacze, ktorych proces trawienia uzalezniony jest od bakterii symbiotycznych
zasiedlajacych zwacz. Z tego powodu prowadzone badania flory bakteryjnej reniferoéw skupiaja
sie na analizie zawartosci zwaczy, czesto pobranej juz po smierci zwierzecia. Takie podejscie
uniemozliwia sledzenie zmian w mikrobiomie, wynikajacych zard6wno ze zmian sezonowych,
ekologicznych czy ze wzgledu na dostepnos¢ pozywienia. Konsekwentnie, szczegolnie w
przypadku dzikich populacji zwierzat bytujacych w dziewiczych rejonach prawie
niedostepnych dla ludzi, rozsadne wydaje si¢ zastosowanie nieinwazyjnych metod pobierania
prob, takich jak zbieranie odchodow.

Zebrana proba odchoddéw potencjalnie stanowi cenne zrodto informacji na temat populacji
renifera swalbardzkiego. Wyizolowany z takiej proby material genetyczny, moze dostarczy¢
informacji na przyktad na temat obecnosci patogennych bakterii Escherichia coli
produkujacych toksyny Shiga (STEC, ang. Shiga toxin producing Escherichia coli). Za jeden z
gtownych naturalnych rezerwuaréw tych gendéw uwaza Si¢ wihasnie przezuwacze, gtownie
bydto, ktore jest bezobjawowym nosicielem tych bakterii. Toksyna Shiga jest biatkiem
kodowanym przez geny stx, a ha podstawie sekwencji aminokwasowej, mozemy wyrozni¢ dwa
gtowne rodzaje tego biatka: Stx1 i Stx2. Biatko Stx1 produkowane przez szczepy STEC jest
identyczne z biatkiem Shigella dysenteriae 1. Zas biatko Stx2 wykazuje homologi¢ wzgledem
biatka Stx1 na poziomie 55% dla podjednostki A i 57% dla podjednostki B. Ponadto, w oparciu
0 wyizolowany materiat genetyczny, mozemy uzyska¢ informacje na temat samego renifera.
Cenng informacjag w kontekscie dalszych analiz mikrobiologicznych, moga okaza¢ si¢ dane
odnosnie ptci analizowanego osobnika.

Izolujac materiat genetyczny z odchodow mozna rowniez analizowac roznorodnosé bakterii
symbiotycznych. Do tej pory w badaniach mikrobiomu zamieszkujacego przewod pokarmowy
reniferéw, stosowano jedynie klasyczne techniki biologii molekularnej oraz tradycyjne metody
mikrobiologiczne, oparte na hodowli, ktore umozliwiaty poznanie od 10 do 20% catej populacji
bakteryjnej. Niedawny rozwoj technologii sekwencjonowania umozliwit analize zaroéwno
gatunkéw bakterii, ktérych hodowla w warunkach laboratoryjnych w chwili obecnej jest
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Gléwnym celem mojej pracy doktorskiej byto poznanie bioréznorodnosci gleby arktycznej oraz
wptywu, jaki na t¢ bior6znorodnos¢ ma kolonia lggowa alczykow, z wykorzystaniem metod
biologii molekularnej. Ponadto, chciatam zbada¢ mikrobiom przewodu pokarmowego renifera
swalbardzkiego i roznice w mikrobiomie pomiedzy poszczegdlnymi osobnikami w stadzie. W
przeprowadzonej analizie zastosowatam zaro6wno klasyczne metody biologii molekularnej, jak
amplifikacja DNA metoda PCR, elektroforeza w zelu agarozowym czy tradycyjne
sekwencjonowanie, jak i nowoczesne metody biologii molekularnej: metagenomika oraz
sekwencjonowanie NGS. Klasyczne metody umozliwiaja szybka identyfikacje poszukiwanych
sekwencji DNA, a dzieki klasycznemu sekwencjonowaniu szybkg detekcje potencjalnych
roznic. Analiza materiatu genetycznego wyizolowanego z probek srodowiskowych, umozliwia
detekcje poszczegdlnych gatunkéw, z pominigciem obserwacji czy schwytania osobnika,
dodatkowo umozliwiajac zdefiniowanie jego cech. Natomiast meteganomika umozliwia
badanie bior6znorodnosci mikroorganizméw, z pominieciem hodowli w warunkach
laboratoryjnych. Tego typu podejscie umozliwia uzyskanie informacji réwniez O
mikroorganizmach, ktérych nie potrafimy hodowa¢ w warunkach laboratoryjnych, a ktére
moga stanowi¢ nawet 99% catej populacji [1-4].

Podjete cele zostaty zrealizowane poprzez analize metagenomiczng DNA, wyizolowanego
zaro6wno z probek gleby, jak i odchodow renifera swalbardzkiego, obejmujaca fragment V3-V4
genu 16S rRNA z zastosowaniem NGS. W tym celu przeprowadzono poréwnanie struktury
genetycznej populacji bakterii w probach gleby pochodzacych z dwoch topograficznie
podobnych obszaréw: pod duzg kolonig planktonozernych ptakéw morskich — alczykow oraz
probe kontrolng poza obszarem kolonii ptakow. Obie proby zostaly pobrane w potnocnej czgsci
fiordu Hornsund na poczatku sierpnia 2013 roku [2].

Przeprowadzone analizy fizykochemiczne prob gleby wykazaty wyrazne zréznicowanie w
stezeniu jondéw i przewodnictwie gleby, a takze zawartosci suchej masy oraz wartosci pH [2].
Przy pomocy komercyjnego zestawu FastDNA® SPIN Kit for Soil z wykorzystaniem
instrumentu FastPrep® (MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornia) wyizolowano materiat
genetyczny z obu prob gleby, po 3 powtdrzenia dla kazdej proby. Uzyskane w ten sposob DNA
zostatlo wystane do komercyjnego serwisu w celu sekwencjonowania amplikonow
obejmujacych fragment VV3-V4 genu 16S rRNA, ktory uwaza Si¢ za najbardziej odpowiedni w
analizach taksonomicznych przy zastosowaniu urzadzenia MiSeq firmy llumina. Uzyskane
wyniki sekwencjonowania zostaty poddane analizie z wykorzystaniem programu Qiime (z ang.
Quantitative Insights Into Microbial Ecology) wersja 1.8.0 przy zachowaniu odpowiednich
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Taksonomiczna, z ang. Operational Taxonomic Unit) zostato przeprowadzone na poziomie
97% podobienstwa sekwencji DNA, a przydzielenie do grup taksonomicznych przy uzyciu
bazy GreenGenes v13 5. Dodatkowo wyliczono wartosci wskaznikow bioroznorodnosci dla
populacji bakteryjnych: Chaol, Shannon i Simpson, ktére sg odpowiednie w analizach
ekologicznych a uzyskane dane zostaly zdeponowane w ogolnodostepnej bazie ENA (z ang.
European Nucleotide Archive) [2].

Analiza danych wykazala, ze dla proby spod kolonii ptakéw uzyskano 230253 dobrej jakosci
odczytow sekwencji genu 16S rRNA, za$ dla proby kontrolnej 279122 odczytéw. W probie
spod kolonii ptakow stwierdzono obecnos¢ 3600 OTU, zas w probie kontrolnej znaleziono ich
4844. Obie proby dzielg 2822 wspolnych OTU. Podczas analizy taksonomicznej w obu probach
udato sie¢ dopasowac 99,97% wszystkich uzyskanych sekwencji genu 16S rRNA na poziomie
typu. Ponadto w obu probach gleby wystepowaty 34 typy bakterii, z czego az 32 byty takie
same w obu badanych probach [2]. W probie spod kolonii ptakow dominujacymi typami
bakterii byly Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria oraz Chloroflexi, ktore tacznie
stanowity ponad 72,5% badanej populacji bakterii. W probie kontrolnej wyraznie dominujacym
typem Dbyly Actinobacteria, a w nastepnej kolejnosci Chloroflexi, Proteobacteria,
Acidobacteria, ktore wspolnie stanowity ponad 79% catkowitej populacji bakterii [2]. Analiza
rarefakcji (rozrzedzenia) roznorodnosci gatunkowej wykazata, ze w badaniach uzyto wydajnej
metody ekstrakcji DNA [2].

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pomimo znacznych réznic w parametrach fizykochemicznych
migdzy dwoma badanymi probami gleby, nie stwierdzono istotnych réznic w populacjach
bakterii na poziomie typu. Populacje bakterii w obu probach wykazuja podobienstwo na
poziomie 78%, zas analiza testu chi-kwadrat nie wykazata statystycznie znaczacych réznic
pomiedzy nimi [2]. Wyniki te sugeruja, ze pomimo znaczacego wptywu kolonii ptakow
morskich na wtasciwosci fizykochemiczne gleby, sasiedztwo takowej kolonii nie wptywa na
catkowitg strukture populacji bakterii glebowych na wyzszym poziomie taksonomicznym.
Jednak roznice we wihasciwosciach fizykochemicznych gleby moga mie¢ wptyw na liczebnosé¢
tylko niektorych typow bakterii, chociazby takich, jak Actinobacteria czy Proteobacteria.
Redukcja liczebnos¢ typu Actinobacteria, ktore sg zdolne do efektywnego wigzania azotu, w
glebie w sasiedztwie kolonii alczyka, wydaje si¢ by¢ naturalng konsekwencja wynikajaca z
wysokiej zawartosci azotu w glebie zwiagzanej z depozycja guana [2].

Nastepnie przeprowadzono, w sposob analogiczny do prob gleby, analize struktury populacji
bakterii odchodéw renifera swalbardzkiego z fiordu Hornsund. Przeanalizowano 10 prob w
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nieinwazyjne metody probkowania [3]. Proby zostaly zebrane w potnocnej czgsci fiordu
Hornsund na poczatku sierpnia 2013 roku [3].

Przy pomocy komercyjnego zestawu GeneMATRIX Faecal DNA Purification Kit (Eurx Ltd.)
z wykorzystaniem instrumentu FastPrep® (MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornia)
wyizolowano materiat genetyczny z prob odchodéw i wystano do sekwencjonowania NGS
amplikonow obejmujacych fragment V3-V4 genu 16S rRNA [3].

W nastepnej kolejnosci, analogicznie do wczesniej przeprowadzonych analiz prob gleby,
uzyskane wyniki sekwencjonowania zostaty poddane analizie z wykorzystaniem programu
Qiime (z ang. Quantitative Insights Into Microbial Ecology) wersja 1.8.0 przy zachowaniu
odpowiednich standardow jakosci w tego typu analizach [3]. Rownoczesnie wyliczono wartosci
wskaznikéw biordznorodnosci dla populacji bakteryjnych: Chaol, Shannon i Simpson.
Uzyskane dane zostaly zdeponowane w ogdlnodostgpnej bazie ENA (z ang. European
Nucleotide Archive) [3].

Analiza danych wykazata, ze tacznie uzyskano 380849 dobrej jakosci odczytow sekwencji genu
16S rRNA, w zakresie od 22997 do 54042 odczytow dla pojedynczych osobnikow.
Przeprowadzona analiza rarefakcji (rozrzedzenia) réznorodnosci gatunkowej wykazata, ze
uzyto wydajnej metody ekstrakcji DNA [3]. Podczas analizy taksonomicznej, na poziomie
typu, udato si¢ dopasowac wszystkie uzyskane sekwencje genu 16S rRNA. Ponadto analiza
wykazata, ze mikrobiom przewodu pokarmowego renifera swalbardzkiego, w oparciu o proby
odchodow, sktada sie z 14 typow bakterii, 30 klas, 46 rzedow, 94 rodzin oraz 141 rodzajow [3].
Dominujacymi typami bakterii byty Firmicutes i Bacteroidetes, ktore tacznie stanowity ponad
95% badanej populacji bakterii. Dominacja tych typow bakterii jest dos¢ powszechna wsrod
przezuwaczy, co zwigzane jest dieta bogata w rosliny naczyniowe. Pozostate 5% populacji
sktada si¢ z nastepujacych typoéw: Tenericutes, Cyanobacteria, TM7, Actinobacteria,
Proteobacteria,  Verrucomicrobia,  Elusimicrobia,  Planctomycetes, Fibrobacteres,
Spirochaetes, Chloroflexi, oraz Deferribacteres [3].

Analiza mikrobiomu prébek odchodow, pochodzacych od 10 osobnikoéw renifera
swalbardzkiego, wykazata brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy analizowanymi
probami. Testowane populacje bakterii wykazuja podobienstwo na poziomie az 92%, co
prawdopodobnie wynika z niskiej liczebnosci populacji renifera, niewielkiej powierzchni
zerowania, braku migracji a takze filopatrii samic [3]. Biorac pod uwage trudne warunki
srodowiskowe oraz brak migracji, wysoka rdéznorodnos¢ symbiotycznych bakterii jest
naturalna, ewolucyjna strategia przezycia umozliwiajacg szybkie przystosowanie do
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analiza prob odchodéw, moze stanowi¢ nieinwazyjng alternatywe dla prob pozyskiwanych ze
zwaczy [3].

Materiat genetyczny, wyizolowany z odchodoéw renifera oraz gleby, postuzyt w dalszych
analizach do detekcji genow stx w izolowanym srodowisku Arktyki. W Arktyce, kontakty
rodzimej fauny z ludzmi i domowymi zwierzetami Sg znaczaco ograniczone, dlatego tez,
prawdopodobienstwo transmisji bakterii przenoszacych geny stx ze zrodet ludzkich, a nawet od
innych rodzimych ssakéw, ze wzgledu na niski poziom zagegszczenia, jest minimalne. Tego
typu analizy moga dostarczy¢ cennych informacji na temat wyst¢powania drobnoustrojow
produkujacych toksyny Shiga, w odlegtych i izolowanych obszarach o trudnych warunkach
srodowiskowych. Nalezy zauwazy¢, ze obecnosé¢ gendéw stx niekoniecznie swiadczy o
obecnosci bakterii produkujacych toksyny Shiga, ale moze to oznacza¢ naturalne Zzrodito
wystepowania tych gendw [4].

Uzyskany materiat genetyczny z probek odchodéw renifera swalbardzkiego i gleby [2—4] zostat
wykorzystany w amplifikacji, z zastosowaniem zaréwno metody PCR, jak i nested PCR, genow
stx1 i stx2 [4]. Otrzymane produkty amplifikacji byty analizowane na zelu agarozowym w celu
potwierdzenia wielkosci produktu, a nastepnie wystane do sekwencjonowania. Wyniki
sekwencjonowania zostaty przeanalizowane za pomoca programu MEGA (wersja 6), zas
porownanie sekwencji zostalo wykonane przy pomocy BLASTN (NCBI / BLAST).
Dodatkowo, przeprowadzono poréwnanie sekwencji aminokwasowej biatka Stx2 przy pomocy
BLASTP (NCBI / BLAST) [4]. W celu wsparcia prezentowanych wynikow 1 uzyskania
dodatkowych informacji odnosnie endemicznej populacji renifera swalbardzkiego,
przeprowadzono identyfikacje pici z uzyciem narzg¢dzi biologii molekularnej. Podczas prac
terenowych udato sie ustali¢ pte¢ tylko niektoérych osobnikoéw, a amplifikacja DNA z
zastosowaniem starterow specyficznych dla przezuwaczy, umozliwita czesciowe uzupetnienie
brakujacych informacji [4].

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze gen stx1 byt obecny w przewodzie pokarmowym u 9,
zas$ gen stx2 byt obecny u 5 na 10 badanych osobnikow. W kazdej probie w ktorej wykryto gen
stx2, wykryto rowniez gen stx1, zas w jednej probie nie wykryto ani genu Stx1 ani stx2 [4].
Ponadto, w glebie, w sasiedztwie kolonii alczyka, nie wykryto badanych genow, za$ w glebie
zZ rejonu nie objetego zadng kolonig ptakow, wykryto gen stx1. Szczegdtowa analiza sekwencji
genow Stx1 i stx2, zarowno z odchodow reniferow, jak i prob gleby, nie wykazata roznic migdzy
sekwencjami [4]. Dodatkowo analiza sekwencji aminokwasowej biatka Stx2 wykazata, ze
sekwencja ta jest tozsama z podtypem C toksyny Shiga [4]. Pomimo, ze w przeprowadzonych

analizach przetestowano niewielka ilo§¢ prob, badania te stanowig dowdd na to, ze dzika i



izolowana populacja renifera swalbardzkiego, ktora ma ograniczony kontakt z cztowiekiem i
zwierzgtami gospodarskimi, jest nosicielem gendéw stx. Obecnos¢ genow stx w tak duzym
odsetku populacji renifera prawdopodobnie wynika z matego obszaru pastwiska, co utatwia
transmisje miedzy osobnikami [4]. Ponadto, detekcja genu stx1 jest znaczaco czestsza niz stx2,
CO sugeruje, ze bakterie niosace gen stx1 sa dominujace w populacji. Dodatkowo, obecnos¢
genu stx1 w glebie z rejonu nie objetego zadng kolonig ptakoéw, sugeruje naturalng obecnosé
tego genu w srodowisku arktycznym. Ponadto doswiadczenia zrealizowane w ramach tych
badan wykazaty ze startery DBY7 i DBY8 moga by¢ wykorzystywane w identyfikacji pici
renifera swalbardzkiego z uzyciem narzedzi biologii molekularnej [4].

Oryginalne doniesienia, ktore staty si¢ podstawa niniejszej pracy, poszerzyty zakres wiedzy na
temat roznorodnosci biologicznej mikroorganizméw zwigzanych z ekosystemem ladowym
Arktyki. Przeprowadzone badania w oparciu wytgcznie o tatwo dostepne materiaty, takie jak
gleba czy odchody, przy uzyciu metod biologii molekularnej, umozliwity uzyskanie wysokiej
jakosci danych o mikro- i makroorganizmach, przy minimalnej ingerencji w lokalne
srodowisko. Pomimo tego, ze przeprowadzone badania ograniczaja si¢ do stosunkowo
niewielkiego obszaru fiordu Hornsund, udato si¢ udowodni¢ wystgpowanie gendéw Stx na
badanym obszarze, sugerujac naturalne wyst¢powanie bakterii niosgcych geny stx w
srodowisku arktycznym. Prezentowane wyniki zawarte w mojej pracy doktorskiej pokazuja, ze
techniki biologii molekularnej stanowia potencjalnie uzyteczne narzedzie w prostym i szybkim
monitorowaniu zmian zachodzacych w ekosystemie Arktyki, jest to szczegélnie istotne ze
wzgledu na to, ze region ten charakteryzuje si¢ znaczaco szybszym wzrostem temperatury niz
w innych regionach $wiata, co moze istotnie wptyna¢ na dynamike zmian w ekosystemie tego
obszaru.
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