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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 i tytule w zakresie sztuki:

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego,

Masywne sekwencjonowanie amplikonow genéw malej podjednostki rybosomu jako metoda
analizy zbiorowisk mikroorganizméw w srodowisku

b) autor/autorzy, tytu¥/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy,

Prezentowane osiggniecie naukowe sklada sie z cyklu trzech publikacji eksperymentalnych i jednej
przegladowej opublikowanych w czasopismach z listy JCR. Ich sumaryczny Impact Factor z roku
opublikowania wynosi 12,152, natomiast liczba cytowan wg Web of Science wynosi 100 (stan na 6
wrzesnia 2019). Liczba punktow MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 240, natomiast
zgodnie z rokiem opublikowania, ale bez uwzglednienia nowej punktacji 135.

Golebiewski M, Deja-Sikora E, Cichosz M, Tretyn A, Wrobel B. 2014. 16S rDNA
pyrosequencing analysis of bacterial community in heavy-metals polluted soils.
Microb Ecol, 67(3): 635-647. doi: 10.1007/s00248-013-0344-7. 1F,014=2,973,
punkty MNiSWoo14: 35, liczba cytowan wg WoS: 94.

Moj wklad w powstanie publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan,
wykonaniu wiekszosci eksperymentéw, calosci analiz bioinformatycznych i



statystycznych oraz przygotowaniu manuskryptu. Swoj udziat szacuje na 80%.

Golebiewski M, Calkiewicz J, Creer S, Piwosz K. 2017. Tideless estuaries in
brackish seas as a possible freshwater-marine transition zones for bacteria — the
case study of the Vistula estuary. Env Microbiol Rep, 9(2): 129-143. doi:
10.1111/1758-2229.12509. IF216=2,885, punkty MNISWy6: 35, liczba cytowan
wg WoS: 5.

Moj wkiad w powstanie publikacji polegat na udziale w opracowaniu koncepcji
badan, wykonaniu analiz bioinformatycznych i statystycznych, interpretacji
wynikow oraz spisaniu manuskryptu. Swoj udziat szacuje na 45%.

Golebiewski M, Tarasek A, Sikora M, Deja-Sikora E, Tretyn A, Niklinska M.
2019. Rapid successional changes during initial stages of pine litter
decomposition. Microb Ecol, 77(1): 56-75. doi: 10.1007/s00248-018-1209-x.
IF2016=3,611, punkty MNiSW16: 35, MNiSWag19: 100, liczba cytowan wg WoS: 1.

Moj wkiad w powstanie publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan,
koordynacji wykonania eksperymentéw, wykonaniu analiz qPCR oraz analiz
bioinformatycznych i statystycznych, interpretacji wynikow oraz spisaniu
manuskryptu. Swoj udziat szacuje na 65%.

Golebiewski M, Tretyn A. 2019. Generating amplicon reads for microbial
community assessment with next generation sequencing. J Appl Microbiol, doi:
101111/]am14380 IF2016:2,683, punkty MNiSWz()lGI 30, MNiSWzmgI 70, liczba
cytowan wg WoS: 0.

Moj wkiad w powstanie publikacji polegal na opracowaniu koncepcji pracy
przegladowej, dokonaniu przegladu literatury i spisaniu manuskryptu. Swoj udziat
szacuje na 90%.

c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omo6wieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wstep

W swojej dzialalnosci naukowej zajmuje sie zastosowaniem technik ,,omicznych” do
badania zbiorowisk mikroorganizméw w Srodowisku oraz zmian ekspresji genéw holobiomow w
odpowiedzi na bodzZce srodowiskowe. Cykl publikacji stanowigcy osiagniecie naukowe poswiecony
jest zastosowaniu sekwencjonowania amplikonow genéw matej podjednostki rybosomu (16S i 18S
rRNA) do analizy zbiorowisk mikroorganizméw w Srodowisku. Celem osiagniecia bylo z jednej
strony opracowanie metodologii umozliwiajacej badanie mikroorganizmow srodowiskowych,
a z drugiej odpowiedz na pytanie jakie czynniki srodowiskowe wplywaja na zbiorowiska
mikroorganizméw w réznych srodowiskach.

Szacuje sie, ze tylko 0,1-50% mikroorganizméw z danego Srodowiska daje sie hodowa¢ w
warunkach laboratoryjnych, a co za tym idzie, mozliwe jest badanie ich metodami tradycyjnej
mikrobiologii (np. Steele i Streit, 2005). Z tego wzgledu, mozliwo$¢ badania organizméw nie
dajacych sie hodowac jest niezwykle wazna. Analize organizmow niehodowalnych umozliwia



zespot metod nazywanych metagenomika (Handelsman i wsp. 1998) metatranskryptomika
(Bashiardes i wsp., 2016) oraz metaproteomika (Klaassens i wsp., 2007). Opierajg sie one o analizy
molekularne kwaséw nukleinowych i bialek izolowanych bezposrednio ze srodowiska, bez
uprzedniej hodowli mikroorganizmow. Pojawienie sie metod sekwencjonowania nastepnej generacji
(NGS — Next Generation Sequencing), dzieki obnizeniu cen, umozliwito badania mikroorganizmow
niehodowalnych (ang. ‘unculturable’) na niespotykang dotad skale. Szybki rozw6j metod
sekwencjonowania  nastepowal rownolegle z  opracowywaniem metodologii analiz
bioinformatycznych. Z jednej strony pojawialy sie nowe algorytmy, z drugiej algorytmy te }aczono,
jak klocki, w zestawy umozliwiajace pelne analizy (ang. ‘pipelines’).

Centralne pytania ekologii mikroorganizméw: 'Kto tam jest?' i 'Jaka funkcje peini?'
wymagaja innych podejs¢ doswiadczalnych. Bezposrednia odpowiedZ na pierwsze pytanie mozna
uzyska¢ badajac fragmenty gendéw markerowych, takich jak geny RNA malej podjednostki
rybosomu (16S i 18S rRNA), natomiast odpowiedZ na drugie z pytan wymaga analizy wszystkich
genow kodowanych przez organizmy bytujace w badanym srodowisku, przy czym na poziomie
DNA uzyskujemy informacje o potencjalnych funkcjach, natomiast badanie RNA umozliwia
stwierdzenie ktore z nich ulegly ekspresji. Inaczej mowiac, sekwencjonowanie amplikonéw genow
markerowych jest dobra metoda do stwierdzenia jakie organizmy zyja w danej prébce, natomiast
okreslenie jakie funkcje moga one peli¢ wymaga zastosowania sekwencjonowania losowych
fragmentow DNA (ang. ‘shotgun sequencing’), natomiast okre$lenie, ktére z nich rzeczywiscie
zostaly wyrazone wymaga z kolei sekwencjonowania losowych fragmentéw RNA izolowanego ze
Srodowiska badZ badania biatek.

Analiza zbiorowisk mikroorganizmoéw za pomoca sekwencjonowania amplikonow genow
markerowych wymaga wziecia pod uwage wielu czynnikow mogacych zaburzy¢ jej wyniki. Z
jednej strony sa to kwestie doSwiadczalne, wymienione powyzej, a z drugiej analiza
bioinformatyczna. Niezwykle istotny jest dobdr odpowiedniej metodologii do analizowanego
problemu — wybor genu markerowego i pary primerow, oraz technologii sekwencjonowania
(Golebiewski i Tretyn, 2019). Poza powyzszymi kwestiami, bardzo wazna jest rowniez
optymalizacja planowanych eksperymentow.

Wsrdd czynnikdw eksperymentalnych najbardziej istotne to:

i) projekt eksperymentu - randomizacja, poziom replikacji, dlugos$¢ gradientu badanej zmiennej —
wplywajg na moc statystyczng, wybor metody sekwencjonowania — determinuje maksymalng
dlugos¢ sekwencjonowanego amplikonu i liczbe otrzymywanych odczytéw, a takze powoduje
konieczno$¢ wyboru dopasowanej metodologii obrébki odczytow,

ii) pobranie prob — nieodpowiedni rozmiar proby moze spowodowac niereprezentatywnosc,
nieprzestrzeganie rezimu czysto$ci moze da¢ w wyniku zanieczyszczone probki (zanieczyszczenie
krzyzowe, ang. ‘cross-contamination’ i zanieczyszczenie zewnetrznymi mikroorganizmami — ang.
‘bioburden’), transport i przechowywanie moga wywota¢ zmiany w badanych zbiorowiskach,

iii) izolacja kwasow nukleinowych — niekompletna liza komérek powoduje zmniejszenie proporcji
DNA trudnych do zlizowania organizmow, badz catkowity jego brak,

iv) dobor polimerazy i warunkow PCR — wplywa na czestos¢ btedow (substytucji i indeli) i chimer
oraz na proporcje poszczegolnych wariantow amplikonow (ang. ‘bias’),

v) metodologia przygotowania bibliotek — jezeli uzywany jest PCR, mozliwe problemy s takie
same, jak w punkcie powyzej; inne procedury (np. ligacja adapterow) rowniez moga powodowac
powstawanie artefaktow i zmiane proporcji amplikonéw w stosunku do proporcji matryc.



Metodologia analiz bioinformatycznych czeSciowo jest determinowana przez technologie
sekwencjonowania i wybor genu markerowego. Ogolnie mozna analize bioinformatyczng podzieli¢
na nastepujace etapy:

i) odszumianie (ang. 'denoising’) i ewentualne skladanie odczytow — wplywa na redukcje liczby
btedéw, dzieki czemu prowadzi do blizszych prawdzie oszacowan réznorodnosci, zaréwno alfa, jak
i beta

ii) dopasowanie sekwencji (ang. 'alignment') — wptywa na konstrukcje Operacyjnych Jednostek
Taksonomicznych (Operational Taxonomical Units - OTUs), a co za tym idzie na szacunki
réznorodnos$ci

iii) usuwanie chimer — usuniecie artefaktow skutkuje urealnieniem szacunk6w réznorodnosci
iv) konstrukcja OTU — wplywa na obserwowana réznorodnos$¢

v) klasyfikacje sekwencji — przypisanie im najbardziej prawdopodobnej pozycji taksonomicznej,
umozliwia rekonstrukcje skltadu badanych zbiorowisk

W sSrodowisku ekologow molekularnych zajmujacych sie mikroorganizmami istnieje coraz
wieksza Swiadomo$¢ koniecznosci prowadzenia analiz w sposéb z jednej strony minimalizujacy
ryzyko uzyskania zafalszowanych wynikéw, a z drugiej, umozliwiajacy poréwnywanie wynikow
wygenerowanych w rdéznych laboratoriach. Ze $wiadomosci tej wynika rosnacy nacisk na
standaryzacje procedur, zarowno laboratoryjnych, jak i bioinformatycznych oraz na umieszczanie w
publicznych bazach danych nie tylko sekwencji, ale rowniez metadanych obejmujacych wszystkie
aspekty eksperymentu, od pobierania prob, przez izolacje kwaséw nukleinowych, przygotowanie
bibliotek, do sekwencjonowania.

Wiadomym jest, ze sekwencjonowanie amplikonow gendéw markerowych moze by¢
stosowane do badania mikroorganizméw z dowolnego Srodowiska w ktoérym one wystepuja. Jednak
kazde z nich (Srodowisk) ma swoje cechy szczegolne, ktore powoduja, ze niezbedna jest
optymalizacja zaréwno procedur eksperymentalnych (przede wszystkim izolacji kwasow
nukleinowych i przygotowania biblioteki do sekwencjonowania), jak i bioinformatycznych. Chodzi
tu o rézne wiasciwosci fizykochemiczne Srodowiska oraz ro6znice w gestosci zasiedlenia (liczbie
komorek na jednostke masy/objetosci srodowiska) i skladzie zbiorowisk mikroorganizmow.
Dlatego tez osiaggniecie zalozonego celu naukowego wymagato przebadania réznorodnych
srodowisk. W prezentowanym cyklu publikacji badano glebe w réznym stopniu zanieczyszczong
metalami ciezkimi, wody rzeczne i stonawe oraz Sciotke lesna.

Omoéwienie wynikow

1. Publikacja ,,16S rDNA pyrosequencing analysis of bacterial community in heavy-
metals polluted soils”

Jest to pierwsza publikacja, w ktorej zajalem sie badaniem wplywu czynnikéw
Srodowiskowych (metali ciezkich) na roznorodno$¢ mikroorganizméw. W badaniach uzyto
technologii pirosekwencjonowania firmy 454 (przejetej przez Roche) do badania zbiorowisk
bakterii w glebach zanieczyszczonych metalami ciezkimi z okolic Olkusza i Alwerni.
Sekwencjonowano fragment V3-V4 bakteryjnego genu 16S rRNA (para primeréw B356f, B786r)
amplifikowany na matrycy DNA metagenomowego izolowanego z probek gleb. Dzieki
opracowaniu ulepszonej wersji primera B786r udato sie stworzyC system, ktory, jak wskazuja



analizy bioinformatyczne, powinien efektywnie namnazac sekwencje powyzej 90% bakterii ktérych
16S rRNA obecne jest w najnowszej wersji bazy SILVA i obejmuje badany region. Opracowano
rowniez metodologie analiz  bioinformatycznych  umozliwiajaca  obrobke  wynikow
pirosekwencjonowania. Chcialbym podkresli¢, ze w metodologii tej po raz pierwszy wzieto pod
uwage problem mozliwego zafalszowania wartoSci estymatoréw rdéznorodnoSci z powodu
jednokrotnego prébkowania (ang. ‘rarefying’/’subsampling’), koniecznego do ich poréwnywania.
Opracowalem metodologie usredniania macierzy OTU, co umozliwia lepsze oszacowanie
réznorodnosci, dzieki usrednieniu losowych fluktuacji liczebno$ci poszczegélnych OTU. Zblizona
metodologie niezaleznie i w tym samym czasie opracowat réwniez zespot dra Patricka Schlossa z
Uniwersytetu Stanu Michigan, zostata ona pdzniej wlaczona do popularnego programy MOTHUR.
Opracowatem rowniez ulepszong definicje tzw. “podstawowego mikrobiomu” (ang. 'core
microbiome'), czyli zestawu organizmow, o ktorych sagdzimy na podstawie ich powszechnosci, ze
pelnia najistotniejsza role w badanych zbiorowiskach. Definicja ta zaklada, Ze oprocz
powszechnosci, ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia btednego przypisania odczytow do probek i
innych artefaktéw, nalezy zalicza¢ do podstawowego mikrobiomu te OTU, ktére stanowia mniej
wiecej takq samgq frakcje zbiorowiska we wszystkich probkach. Ma to szczegdlne znaczenie w
przypadku, kiedy liczba sekwencji na prébke nie jest wysoka.

Stwierdzono, ze w badanych glebach stezenie cynku bylo najistotniejszym czynnikiem
determinujacym zaréwno roznorodnos¢ bakterii jak i sktad zbiorowiska, podczas gdy inne metale
(przede wszystkim otow i kadm) nie wptywaly istotnie na te parametry. Prawdopodobnie wynik ten
spowodowany by} réznicq stezen i toksycznoSci analizowanych metali. Nie zaobserwowano
rowniez korelacji miedzy r6znorodnoscig zbiorowiska roslinnego, a bakteryjnego. Oba powyzsze
fakty mogly by¢ spowodowane zbyt matg mocq statystyczna, dlatego wyniki te nalezy traktowac z
ostroznoscig. Niestety, nie bylo w owym czasie mozliwosci zbadania wiekszej liczby probek.

W glebie o najwyzszym stezeniu Zn alfa rdéznorodnos¢ bakterii byla najnizsza,
obserwowano rowniez znaczaco mniej promieniowcéw i alfaproteobakterii, natomiast liczba
odczytéw gammaproteobakteryjnych byla najwyzsza. Prawdopodobnie stezenia innych metali (Cd i
Pb) byly zbyt niskie, aby mozna bylo stwierdzi¢ ich wplyw przy niewielkiej liczbie prob.
Zidentyfikowano tzw. podstawowy mikrobiom badanych prébek. Dla poziomu 97% podobienstwa
byly to cztery OTU, dwa z nich nalezaly do Alphaproteobacteria (Holospora i Sphingomonas),
jedno do Chloroflexi KD4-96, jedno natomiast do Acidobacteria. Dla OTU skonstruowanych przy
90% podobienstwie ‘core microbiome’ obejmowal 21 OTU, w wiekszosci nalezacych do
Proteobacteria. Pod wzgledem liczby odczytéw dominowaly natomiast OTU nalezace do
Sphingobacteriales. Fakt, ze najliczniejsze OTU nie wystepuja w obu glebach i 'core' OTU sq mato
liczne, mozna uzna¢ za przemawiajacy przeciwko stynnej frazie Beijerincka i Baas Beckinga -
“alles is overall, maar het millieu selectert” (wszystko jest wszedzie, ale srodowisko selekcjonuje).
Nalezy podkresli¢, ze w omawianej pracy po raz pierwszy stwierdzono istnienie podstawowego
mikrobiomu w probkach gleby. Z perspektywy czasu, uwazam ten wynik za najistotniejszy w tej
publikacji. Mimo ograniczen technologicznych i nieduzej liczby badanych préb, uzyskane wyniki
byly bardzo ciekawe, co zainspirowalo mnie do dalszego zajmowania sie tym tematem. Poniewaz
byla to jedna z pierwszych publikacji przedstawiajacych kwestie wplywu metali ciezkich na
zbiorowiska mikroorganizmow glebowych przy pomocy sekwencjonowania nastepnej generacji,
zostala ona do dzisiaj zacytowana ponad 90 razy (wg. WoS, stan na 9 wrzesnia 2019 r.).

Przeprowadzenie badan, ktérych wyniki zostaly zamieszczone w opisywanej publikacji
pozwolilo mi na opanowanie podstaw warsztatu, zarowno od strony eksperymentalnej, jak i
bioinformatycznej, wlaczajac opanowanie jezyka R i metod ekologii numerycznej. Umiejetnosci te,
pbézniej poglebiane, pozwolily na stworzenie zespolu zajmujacego sie molekularng ekologia
mikroorganizméw, co zaowocowato wspolpraca zarowno w obrebie Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska UMK, jak réwniez z jednostkami zewnetrznymi (UJ, AGH, Morski Instytut Rybacki),
wieloma wnioskami o granty (i przyznanymi grantami) oraz publikacjami. Rozwo0j technik



sekwencjonowania i bioinformatyki wymusit poglebienie znajomosci tematyki, co pozwolitlo na
kontynuowanie badan i eksploracje innych srodowisk.

Podsumowanie:
- opracowano wlasna metodologie analiz bioinformatycznych, umozliwiajaca szybka i prosta
obrobke odczytow uzyskanych w technologii pirosekwencjonowania (454) — skrypt w jezyku
bash wywolujacy odpowiednie narzedzia z odpowiednimi parametrami,
- cynk, ale nie kadm, czy olow, jest czynnikiem, ktory wplywa na roznorodnosc¢ i strukture
taksonomiczna zbiorowisk bakterii w badanych glebach,
- po raz pierwszy zidentyfikowano mikrobiom podstawowy w zestawie prébek gleb.

2. Publikacja “Tideless estuaries in brackish seas as a possible freshwater-marine
transition zones for bacteria — the case study of the Vistula estuary”

Kolejnym czynnikiem Srodowiskowym, ktorego wplyw na zbiorowiska bakterii badalem
bylo zasolenie. We wspotpracy z Morskim Instytutem Rybackim w Gdyni zajalem sie wplywem
zasolenia na zbiorowiska bakterii w Srodowisku stonawowodnym — estuarium Wisty. Badania
obejmowaly cztery pory roku i trzy strefy zasolenia: wody rzeczne (0 PSU), strefe mieszania (3-4
PSU) oraz wody Zatoki Gdanskiej (7-8 PSU). Dzieki oparciu analiz na amplifikacji 16S rRNA z
cDNA uzyskanego z catkowitego RNA izolowanego z pobranych prob, badano aktywne czesci
zbiorowisk. Amplikony zostaly zsekwencjonowane przy uzyciu GS-FLX (454, Roche).
Metodologia obrdébki bioinformatycznej uzyskanych odczytéw byla rozwinieciem uzywanej
poprzednio. Modyfikacje polegaly na dodaniu dodatkowego etapu 'odszumiania' (denoising) oraz
trzystopniowym usuwaniu chimer przy pomocy dwoch algorytméw de novo (UCHIME i
PERSEUS) oraz jednego uzywajacego bazy sekwencji zaufanych (Chimera Slayer). Oprocz tego z
danych usuniete zostaly sekwencje wystepujace tylko jedno- i dwukrotnie (tzw. singletony i
dubletony), co pozwolito obnizy¢ czesto$¢ bledow do 6,28 x 10° bledu/zasade. Dzieki niskiej
czestosSci bledow mozliwa byla konstrukcja tzw. subOTU (konstruowanych przy uzyciu progu
podobienstwa 99%) z sekwencji sktadajacych sie na standardowe OTU konstruowane przy uzyciu
progu podobienstwa 97%.

Stwierdzono, ze =zasolenie i sezonowoSC sg istotnymi czynnikami ksztaltujgcymi
zbiorowiska bakterii w badanych wodach, a wplyw zbiorowisk z wéd Wisty na wody Zatoki
Gdanskiej rézni sie w zaleznosci od pory roku i jest najwiekszy zima, najmniejszy natomiast latem.
Zbiorowiska rzeczne réznily sie istotnie od tych w wodach Zatoki, natomiast te w strefie mieszania
byly zdecydowanie bardziej zblizone do zbiorowisk rzecznych - nie bylo miedzy nimi istotnych
réznic (PERMANOVA, p>0.05). Potwierdzono réwniez, ze r6znorodno$¢ bakterii nie jest zgodna z
krzywa Remane, tj. nie jest najnizsza w strefie mieszania, a wrecz odwrotnie, co sugeruje, ze
wzorce alfa i beta réznorodnosci mikroorganizméw determinowane sa przez inne czynniki, niz w
przypadku makroorganizmow. Zastosowanie subOTU pozwolito stwierdzi¢, ze niektore populacje
bakterii skladaja sie z subpopulacji specyficznych dla okre$lonych warunkéw (temperatury i
zasolenia) niosacych rézne warianty 16S rRNA, ktore mogq byC sprzezone z cechami
umozliwiajacymi dostosowanie do konkretnych warunkéw Srodowiskowych - mozna wiec
powiedzie¢, ze przylapaliSmy ewolucje na gorgcym uczynku. Zaobserwowano, ze do 15% liczby
stodkowodnych OTU daje sie zaobserwowaC w probkach z Zatoki Gdanskiej, co wskazuje na
mozliwos¢ ich przystosowania sie do warunkow stonawowodnych. Z drugiej strony, niewielkie
podobienstwo zbiorowisk rzecznych i stonawowodnych wskazuje na niska czesto$¢ tego typu
przystosowan.

Badania, ktorych wyniki przedstawiono w omawianej publikacji pozwolity mi rozwinac¢
metodologie bioinformatycznej obrobki odczytow z sekwencjonowania oraz spowodowaty
koniecznos¢ glebszego zrozumienia zagadnien ekologii mikroorganizméw i opanowania nowych
technik obliczeniowych stosowanych w tej dziedzinie. Utwierdzilty mnie rowniez w przekonaniu, ze



dopiero badanie réznorodnych Srodowisk pozwala z jednej strony rozwing¢ warsztat, a z drugiej

umozliwia szersze spojrzenie na zjawiska zachodzace w zbiorowiskach mikroorganizmow.
Podsumowanie:

- udalo sie opracowac¢ metodologie pozwalajaca na wykrywanie jednonukleotydowych roznic

miedzy sekwencjami odczytow z pirosekwencjonowania,

- czynnikiem determinujagcym roznorodnos¢ i strukture taksonomiczng zbiorowisk

bakteryjnych w estuarium Wisly jest zasolenie oraz sezonowos¢,

- roznorodno$¢ bakterii nie jest zgodna z krzywa Remane, tj. nie jest najnizsza w strefie

mieszania,

- przypadki przystosowania organizmoéow slodkowodnych do srodowiska slonawowodnego

zdarzaja sie, ale sa rzadkie, jednak czestsze, niz przystosowania organizmow slonawowodnych

do Srodowiska rzecznego,

- niektore populacje bakterii skladaja si¢ z subpopulacji specyficznych dla okreslonych

warunkow (temperatury i zasolenia) niosgcych rézne warianty 16S rRNA,

- wplyw zbiorowisk rzecznych na zbiorowiska slonawowodne jest najwiekszy zima, a

najmniejszy latem.

3. Publikacja “Rapid successional changes during initial stages of pine litter
decomposition”

Srodowisko lesne jest jednym z najciekawszych i najwazniejszych $rodowisk ladowych —
lasy zajmujg ok. 30% powierzchni ladéw. Dekompozycja zachodzaca w Scidlce lesnej jest zatem
niezwykle istotnym procesem umozliwiajgcym domkniecie cykli biogeochemicznych i
wplywajacym na rownowage miedzy weglem uwalnianym do atmosfery, a immobilizowanym, a co
za tym idzie, na temperature Ziemi. Od strony metodologicznej Sciotka, szczegéOlnie z drzew
iglastych, stanowi wyzwanie dla metod izolacji DNA, ze wzgledu na duza zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych, ktore utrudniaja uzyskanie czystych preparatbw DNA. Z tego tez wzgledu,
pierwszym celem badan byto opracowanie zoptymalizowanej metodologii izolacji i zbadanie, czy
wstepne trawienie enzymami atakujacymi S$ciany komorkowe mikroorganizmow (lizozym,
achromopeptydaza, chitynaza) spowoduje zwiekszenie iloSci izolowanego DNA i r6znorodnosci
organizméw obserwowanych w wynikach sekwencjonowania. Drugim celem bylo zbadanie jak
wyglada i jak zmienia sie w czasie sklad zbiorowisk mikroorganizmow (archeonow, bakterii i
eukaryontow) w pierwszych stadiach rozkladu $ciétki sosnowe;j.

Probki wystandaryzowanej sciotki sosnowej byly pakowane w woreczki o 1 mm oczkach
siatki (metoda 'litterbags’) i inkubowane w lesie, z ktérego pochodzily przez 3 badz 8 miesiecy. Z
probek Scidkki (to — nieinkubowana, t; — 3 miesigce inkubacji, t, — 8 miesiecy) izolowano DNA i
amplifikowano fragmenty bakteryjnego i archaealnego genu 16S rRNA oraz 18S rRNA. Ponownie
zastosowano pirosekwencjonowanie. Wyniki sekwencjonowania uzupeiniono o analizy przy uzyciu
techniki qPCR, pokazujace dynamike liczebnoSci bakterii i grzybow. Metodologia analiz
bioinformatycznych byta bardzo podobna, jak w poprzednio omawianej publikacji.

Stwierdzono, ze enzymatyczne trawienie Scian komorkowych przed izolacja DNA nie
zwieksza ani jego iloSci, ani réznorodnosci genéw 16S/18S rRNA, a co za tym idzie nie ma
potrzeby uzupehiania procedury o ten etap. DNA sosny jest praktycznie nieobecne juz po trzech
miesigcach dekompozycji, liczba kopii bakteryjnego genu 16S rRNA jest wieksza po trzech
miesigcach, niz w probkach nieinkubowanych w lesie, a p6Zniej sie nie zmienia, natomiast liczba
kopii grzybowych sekwencji ITS jest wyzsza dopiero po oSmiu miesigcach inkubacji. Co
interesujace, nie stwierdzono obecnosci Archaea w badanych probkach. Zmiany zachodzace w
$ciotce byly bardzo wyrazne, zaré6wno na poziomie alfa réznorodnosci (indeks Shannona,
rownomierno$¢, miary bogactwa gatunkowego), jak i struktury taksonomicznej zbiorowisk, przy
czym bakterie zachowywaly sie inaczej niz eukaryonty. Alfa réznorodno$¢ bakterii (H') i



roéwnomierno$¢ (E) nie roznity sie istotnie w probkach o r6znym stopniu dekompozycji, natomiast
miary bogactwa gatunkowego (obserwowana liczba OTU i indeks Chaol) byly najwyzsze w
probkach t,. W przypadku zbiorowisk eukaryotycznych, widoczny byt odwrotny trend, tj. bogactwo
gatunkowe, rownomiernos¢ i réznorodno$¢ w probkach oSmiomiesiecznych byly najnizsze. W
zbiorowiskach bakteryjnych dominowaty proteobakterie, a eukaryotyczne byly zdominowane przez
grzyby, jednak w préobkach t, znaczacy udzial mialy nicienie z gromady Chromadorea. W obu
przypadkach zbiorowiska w nieroztozonej $cidtce przypominaty te z fyllosfery sosny (Carrell i
Frank, 2014; Millberg i wsp., 2015), inkubacja zmieniata jednak ich sklad — organizmy typowe dla
fyllosfery byly zastepowane innymi, typowymi dla danego stadium dekompozycji. Swiadczy to o
istotnym wplywie skladu chemicznego Scidtki na zbiorowiska mikroorganizmow, gdyz wiadomo,
ze sklad ten zmienia sie¢ w czasie. Bezposrednio udato sie wykry¢ wplyw cynku i sodu na
zbiorowiska bakterii oraz C/N, Zn i Mn na eukaryonty. Bardzo ciekawym wynikiem bylo

stwierdzenie (za pomoca analizy ko-korespondencji - CoCA), ze istotnym czynnikiem
ksztaltujagcym zbiorowiska bylo oddzialywanie miedzy zbiorowiskami bakteryjnymi a
eukaryotycznymi.

Analiza przy pomocy pakietu PICRUSt (Langille i wsp., 2013) umozliwila poréwnanie
potencjalnych mozliwosci metabolicznych badanych zbiorowisk bakteryjnych. Zaobserwowane
zmiany mozliwosci metabolicznych badanych zbiorowisk sga zgodne z powszechnie przyjetym
modelem dekompozycji (Berg i Matzner, 1997): najpierw zuzywane s drobnoczasteczkowe, latwo
rozpuszczalne zwiazki i tatwo degradowalne polimery takie jak np. amyloza, pozniej zachodzi
degradacja celulozy, a po jej wyczerpaniu degradowana jest lignina.

Omawiana publikacja prezentuje wyniki powstale w (kontynuowanej) wspoélpracy z
Instytutem Nauk o Srodowisku UJ. Zastosowana metodologia obrébki odczytéw jest ostatnim
punktem rozwoju technik stosowanych do opracowywania odczytow wygenerowanych w
technologii pirosekwencjonowania (454). W omawianej pracy rozwinieta zostala metodologia
analiz ekologicznych, po raz pierwszy zastosowalem metode analizy ko-korespondencji (Co-
Correspondence Analysis; Ter Braak i Schaffers, 2004) do zademonstrowania wptywu zbiorowiska
bakteryjnego na eukaryotyczne i vice versa.

Podsumowanie:

- Enzymatyczne trawienie scian komorkowych bakterii i grzybow w trakcie izolacji DNA nie
powoduje zwiekszenia ilosci izolowanego materiatu, ani spektrum organizméw, z ktérych ono
pochodzi — a zatem nie jest konieczne,

- Zmiany zbiorowisk bakteryjnych i eukaryotycznych sa szybkie i zgodne z powszechnie
przyjetym modelem rozkladu S$cioltki — organizmy bytujace w fyllosferze sa szybko
zastepowane przystosowanymi do kolejnych etapéw rozkladu,

- Stezenia Zn i Na istotnie wplywaja na zbiorowiska bakterii, natomiast C/N, Zn i Mn sa
czynnikami istotnie wplywajacymi na zbiorowiska eukaryontow,

- Oddzialywania miedzy zbiorowiskami bakterii i eukaryontow wplywaja na ich strukture
taksonomiczna.

4. Publikacja “Generating amplicon reads for microbial community assessment with next
generation sequencing”

Omawiana publikacja jest przegladem metodologii doswiadczalnych stosowanych w
sekwencjonowaniu amplikonow genéw markerowych. Podsumowuje ona mojq wiedze o tej
technice i opisuje jej mozliwoSci oraz mozliwe problemy, ktére czesto napotyka sie w trakcie
planowania i wykonywania tego typu badan. Artykul ten zostal ograniczony do aspektow
doswiadczalnych, gdyz objetos¢ pracy obejmujacej réwniez kwestie bioinformatyki bylaby tak
duza, ze nie byloby mozliwosci jej opublikowania w Zzadnym czasopismie.



Opracowano schemat umozliwiajacy racjonalny wybér kluczowych aspektéw metodologii
(gen markerowy, kwas nukleinowy (DNA czy RNA), technologia sekwencjonowania) na podstawie
celu badan (Rys. 1). PodkreSlona zostala istotno$¢ poprawnego zaprojektowania calosci badania,
jako warunku uzyskania sensownych wynikéw. W szczego6lnosci wazna jest tu kwestia poprawnego
zdefiniowania powtorzen biologicznych i technicznych oraz zaplanowania stosownej ich liczby
umozliwiajacej uzyskanie mocy statystycznej adekwatnej do celu badan. Omowiono rowniez
kwestie wyboru odpowiedniej technologii sekwencjonowania w zaleznosci od celu, zwracajac
uwage na kwestie dlugosci odczytéw, ich liczby oraz kosztu. Obecnie sekwencjonowanie w
technologii firmy Illumina na aparacie MiSeq jest optymalne w przypadku projektow obejmujacych
kilkaset prébek, natomiast wieksze projekty mozna bardziej efektywnie zrealizowaé przy pomocy
wiekszych sekwenatoréw tej samej firmy.

Przedstawiony zostat ogdlny schemat doSwiadczenia polegajacego na analizie zbiorowiska
mikroorganizméw w probkach srodowiskowych (Rys. 2) przy pomocy sekwencjonowania
amplikoné6w wraz z informacjami umozliwiajacymi optymalizacje poszczegélnych etapow
doswiadczenia. Szczegdlng uwage poSwiecono tutaj mozliwym bledom generowanym w trakcie
przygotowywania biblioteki: mutacjom punktowym (substytucjom i indelom), chimerom oraz
kwestii migracji znacznikow umozliwiajacych przypisanie odczytow do probek (ang. ‘tag hopping’)
oraz optymalizacji reakcji PCR, co pozwala ograniczy¢ ich liczbe. Ograniczenie liczby cykli, dobér
wlasciwego stosunku matrycy do polimerazy i uzycie wlasciwego enzymu (obecnie wydaje sie, ze
KAPA HiFi jest najlepszym wyborem) sa kluczowymi czynnikami pozwalajacymi kontrolowac
czesto$¢ btedéw generowanych w reakcji.

Omowiono kwestie sekwencjonowania wielu bibliotek w jednej reakcji, co wymaga
wprowadzenia do bibliotek odpowiednich sekwencji (barkodéw, inaczej zwanych MIDami —
Molecular Identifiers), ktére muszq by¢ unikalne dla kazdej sekwencjonowanej biblioteki.
Przygotowano réwniez schemat prezentujacy wybrane metody generowania bibliotek amplikonow
(Rys. 3). Obecnie, w dobie powszechnego wykorzystania technologii Illumina, najbardziej
ekonomiczna metoda przygotowania bibliotek jest zastosowanie dwoch etapéw PCR, co umozliwia
analize tysiecy probek przy pomocy niewielkiego zestawu primerow barkodujacych. Co wiecej, ten
sam zestaw primeréow moze by¢ wykorzystywany do wprowadzania barkodow (barkodowania) do
wielu rodzajow bibliotek. Metoda ta, uzupeiniona o indeksy odczytywane razem z sekwencja
badanego genu (ang. 'inline') pozwala na wygerowanie do miliona bibliotek przy uzyciu zestawu 96
barkodow.

NakreSlone zostaly perspektywy rozwoju omawianej techniki, z uwzglednieniem nowych
technik sekwencjonowania (Oxford Nanopore - ONT, Pacific Biosciences — PacBio). Wydaje sie, ze
ze wzgledu na obnizenie cen sekwencjonowania przysztos¢ ekologii mikroorganizméow nalezy do
sekwencjonowania losowych fragmentéw metagenomu/metatranskryptomu, jednak jeszcze przez
najblizszych kilka lat sekwencjonowanie amplikonéw gendéw markerowych bedzie metoda
wybierang w przypadku badan obejmujacych bardzo duzq liczbe prébek, czy tez kiedy zasoby
finansowe sa niewielkie. Rozw0j technologii sekwencjonowania trzeciej generacji, w szczeg6lnosci
ONT, moze spowodowac w niedalekiej przysztosSci zmiane podejscia z sekwencjonowania krotkich
fragmentow (300-500 bp) na cale geny, czy nawet operony.
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Rysunek 1. Schemat pozwalajacy wybra¢ podejscie (sekwencjonowanie typu shotgun vs amplikony), kwas nukleinowy

(RNA vs DNA) , typ genu markerowego oraz technologie sekwencjonowania i sekwenator. Wyb6r nastepuje na
podstawie celu badania
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Rysunek 2. Schemat doswiadczenia polegajacego na sekwencjonowaniu amplikonéw genu markerowego. Przerywane
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Ligacja adapter6w. D) NanoAmpliSeq, zaadaptowane z Catus i wsp., 2018.
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Podsumowanie:

- Opracowano schemat umozliwiajacy racjonalny wybor kluczowych aspektow metodologii na
podstawie celu badan,

- Sekwencjonowanie w technologii firmy Illumina na aparacie MiSeq jest optymalne w
przypadku projektow obejmujacych kilkaset probek,

- Najbardziej ekonomiczng metoda przygotowania bibliotek jest zastosowanie dwach etapow
PCR,

- Ograniczenie liczby cykli, dobér wlasciwego stosunku matrycy do polimerazy i uzycie
wlasciwego enzymu (KAPA HiFi) sa kluczowymi czynnikami pozwalajacymi kontrolowac
czestosc bledow

- Rozwoj technologii sekwencjonowania trzeciej generacji, w szczegolnosci ONT, moze
spowodowa¢ w niedalekiej przyszlosci zmiane podejscia z sekwencjonowania krétkich
fragmentow na cale geny badz operony.

Podsumowujac, chcialbym podkresli¢, ze udalo mi sie stworzy¢ kompletny warsztat
umozliwiajacy badanie mikroorganizmow w réznego typu srodowiskach. Warsztat ten obejmuje
zaréwno techniki laboratoryjne (od poboru préb, przez izolacje kwasow nukleinowych i konstrukcje
bibliotek do sekwencjonowania), jak i bioinformatyczng obrobke danych i analizy ekologiczne.
Opracowana metodologia postuzyla do zbadania zaleznoSci miedzy zbiorowiskami
mikroorganizméw a czynnikami mogacymi na nie wplywa¢ w roznorodnych Srodowiskach.
Przedstawione osiagniecie pokazuje, Ze moj warsztat badawczy moze z powodzeniem byc¢
wykorzystywany do badania wielu srodowisk, takich jak gleby, wody, czy S$ciotka lesna.
Doswiadczenie zgromadzone w trakcie wykonywania doSwiadczen zaprezentowanych w
osiggnieciu umozliwito zmiane technologii sekwencjonowania i zwiekszenie skali dzialalnosci.
Kolejne publikacje (nie bedace czescig prezentowanego osiagniecia, krétko opisane nizej) powstaty
juz przy uzyciu sekwencjonowania w technologii firmy Illumina.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych).

W kregu moich zainteresowac, oprocz analizy zbiorowisk mikroorganizméw w srodowisku,
pozostaje rowniez wptyw czynnikow Srodowiskowych na transkryptom roslin. Z racji znajomosci
bioinformatyki i statystyki bylem proszony o pomoc i uczestniczylem réwniez w powstawaniu
publikacji na inne tematy, jednak wiekszo$¢ artykulow poswiecona jest pierwszemu z
wymienionych zagadnien. Chcialbym podkresli¢, ze mialem przywilej zaprojektowania
wyposazenia wiekszoSci laboratoriow Zespolu Genomiki Funkcjonalnej w Badaniach
Biomedycznych ICNT UMK, dzieki czemu zostalem kierownikiem Laboratorium Metagenomiki
dzialajgcego w ramach tego Zespolu i mam mozliwoS¢ korzystania ze sprzetu bedacego na
wyposazeniu ICNT. Fakt ten pozwala na prowadzenie badan w wiekszo$ci wlasnymi Srodkami,
dzieki czemu mozliwe jest glebsze poznanie stosowanych technik, m. in. sekwencjonowania w
technologiach 454 i Illumina, qPCR, cytometrii przeplywowej i sortowania komorek, czy
mikrodysekcji.

Staram sie rowniez zmniejsza¢ koszty badan odtwarzajac komercyjne zestawy na podstawie
patentow, co jest legalne pod warunkiem niestosowania ich do dziatalnosci komercyjnej (Urzad
Patentowy RP). W ten sposéb np. ograniczylem koszty izolacji DNA i RNA z probek
srodowiskowych o ok. 75%, czy koszty oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych o ok.
90%, réwniez kwantyfikacja bibliotek do sekwencjonowania moze by¢ wykonana ponad 50% taniej
bez straty dokladnosci pomiaru. Pracuje obecnie nad optymalizacja protokolu konstrukcji w
bibliotek do RNASeq, wydaje sie, ze czterokrotne zmniejszenie kosztéw w stosunku do
standardowego protokotu TruSeq RNA Stranded jest mozliwe.

Przyszlos¢ swoja wiaze =z interdyscyplinarnymi, wielopoziomowymi badaniami
sSrodowiskowymi integrujagcymi metody molekularne (sekwencjonowanie amplikonéw, RNA-seq,
sekwencjonowanie genomoéw, proteomike, qPCR/dPCR, cytometrie przeptywowa) oraz
fizykochemiczne, biochemiczne, fizjologiczne i cytologiczne w poszukiwaniu odpowiedzi na
pytania o wplyw czynnikow Srodowiskowych na holobiomy, czyli uklady zlozone 2z
wielokomérkowego organizmu eukaryotycznego i zasiedlajacych go mikroorganizmow. Pierwszym
krokiem na tej drodze bylo zdobycie finansowania projektu ,,BETAMIKRO — mikrobiom buraka
zwyczajnego i jego interakcje z rosling”, ktorego jestem kierownikiem. Jestem réwniez wykonawca
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we wpisujacym sie w te tematyke projekcie ,Grzyby arbuskularne jako wektory wirusow
ro$linnych (MYCOVIR)”, ktorego kierownikiem jest prof. dr hab. Katarzyna Hrynkiewicz.

Jestem wspoétautorem osiemnastu prac nie stanowiacych czesci cyklu przedstawionego do
oceny. Przedstawiam je pokrotce podzielone na trzy obszary tematyczne: i) analiza zbiorowisk
mikroorganizmow, ii) wplyw czynnikéw Srodowiskowych na transkryptom roslin oraz iii)
pozostate. Sumaryczny Impact Factor tych prac (zgodnie z ich rokiem opublikowania) wynosi
54,398, liczba punktow MNiSW wg punktacji z roku wydania, ale bez uwzglednienia zmiany skali
w 2019 1. to 573, zgodnie z rokiem opublikowania natomiast 798, a liczba cytowan (wg WoS, stan
na 6 wrzesnia 2019) to 368 (353 bez autocytowan). Liczby te z pewnoS$cia nie beda juz aktualne w
trakcie oceny mojego osiagniecia, przedstawiam je tutaj ze wzgledu na to, ze oficjalna ocena
bibliometryczna zostala wykonana wtasnie 6 wrzesnia 2019 r.

1. Analiza zbiorowisk mikroorganizméw w srodowisku

Wiekszo$¢ publikacji spoza cyklu dotyczaca tego tematu powstala juz przy uzyciu
udoskonalonego warsztatu, opracowatem zestaw primerow umozliwiajacy szybkie, tatwe i tanie
przygotowanie setek bibliotek amplikonow do sekwencjonowania w technologii Illumina na
aparacie MiSeq (Thiem i wsp. 2018). Do tej pory opracowatem uklady pozwalajace na
sekwencjonowanie fragmentow genow 16S (Deja-Sikora i wsp. 2019) i 18S rRNA (publikacja w
recenzjach), oraz regionu ITS (Thiem i wsp. 2018). W opracowaniu jest system umozliwiajacy
sekwencjonowanie amplikonéw genéw amoA i nrxB zaangazowanych w utlenianie jonow
amonowych. Analizy bioinformatyczne prowadzone sq przy uzyciu pakietéw jezyka R (dada2,
phyloseq, vegan) i programu Mothur (Schloss i wsp., 2009) oraz pisanych ad hoc skryptéw w
jezyku Perl albo powloki bash.

1. Furtado BU, Golebiewski M, Skorupa M, Hulisz P, Hrynkiewicz K. 2019. Bacterial and
fungal endophytic microbiomes of Salicornia europaea. Appl Environ Microbiol, doi:
10.1128/AEM.00305-19, IF219=4,077, punkty MNiSW2g16: 40, MNiSW2019: 100, liczba
cytowan wg WoS: 0

Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 18%, polegat on na opracowaniu koncepcji
eksperymentéw, wykonaniu analiz bioinformatycznych i statystycznych oraz udziale w
spisaniu manuskryptu.

2. Deja-Sikora E, Golebiewski M, Kalwasinska A, Krawiec A, Kosobucki P, Walczak M.
2019. Comamonadaceae OTU as a remnant of ancient microbial community in sulfidic
waters. Microb Ecol, 78: 56, doi: 10.1007/s00248-018-1270-5, IF,05=3,611, punkty
MNISWz(nsZ 35, MNiSWz()ng 100, liczba Cytowaﬁ wg WoS: 1.

Moj udzial w powstaniu publikacji szacuje na 10%, polegal on na opracowaniu metodologii
przygotowania bibliotek do sekwencjonowania i udziale w analizach bioinformatycznych
oraz pomocy w spisywaniu manuskryptu.

3. Piwosz K, Calkiewicz J, Golebiewski M, Creer S. 2018. Diversity and community
composition of pico- and nanoplanktonic protists in the Vistula River estuary (Gulf of
Gdansk, Baltic Sea). Estuar Coast Shelf Sci, 207: 242, 1F25=2,611, punkty MNISWyg6: 35,
liczba cytowan wg WoS: 2.

Moj udzial w powstaniu publikacji szacuje na 25%, polegal on na udziale w opracowaniu
koncepcji badan, wykonaniu analiz bioinformatycznych oraz udziale w spisywaniu
manuskryptu.
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Thiem D, Golebiewski M, Hulisz P, Piernik A, Hrynkiewicz K. 2018. How does salinity
shape bacterial and fungal microbiomes of Alnus glutinosa roots? Front Microbiol, doi:
10.3389/micb.2018.00651, 1F»015=4,259, punkty MNISW,6=35, liczba cytowan wg WoS: 6.
Moj udzial w powstaniu publikacji szacuje na 30%. Polegal on na udziale w opracowaniu
koncepcji badan, wykonaniu analiz bioinformatycznych i statystycznych oraz udziale w
spisaniu manuskryptu.

Chodak M, Golebiewski M, Morawska-Ploskonka J, Kuduk K, Niklinska M. 2015. Soil
chemical properties affect the reaction of forest soil bacteria to drought and rewetting stress.
Annals Microbiol, 65(3): 1627-1637, DOI: 10.1007/s13213-014-1002-0. IF05=1,232,
punkty MNiSW,;5: 15, liczba cytowan wg WoS: 17.

Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 15%. Polegat on na wykonaniu analiz
bioinformatycznych.

Chodak M, Golebiewski M, Morawska-Ptoskonka J, Kuduk K, Niklinska M. 2013.
Diversity of microorganisms from forest soils differently polluted with heavy metals. Appl
Soil Ecol, 64: 7-14. 1F3013=2,206, punkty MNiSWo:3: 35, liczba cytowan wg WoS: 111.

Moj udzial w powstaniu publikacji szacuje na 15%. Polegat on na wykonaniu analiz
bioinformatycznych.

Larmonier CB, Laubitz D, Hill FM, Shehab KW, Lipinski L, Midura-Kiela MT, McFadden
R-MT, Ramalingam R, Hassan KA, Golebiewski M, Besselsen DG, Ghishan FK, Kiela PR.
2013. Reduced colonic microbial diversity is associated with colitis in NHE3-deficient mice.
Am J Physiol — Gastroint Liver Physiol, 305(10): G667:G677. 1F2013=3,737, punkty
MNiSWy13: 35, liczba cytowan wg WoS: 40.

Moj udzial w powstaniu publikacji szacuje na 10%. Polegat on na wykonaniu analiz
bioinformatycznych i statystycznych.

2. Wplyw czynnikéw Srodowiskowych na transkryptom roslin.

Publikacje przedstawione w tej sekcji dotycza wplywu zasolenia na ekspresje genéw buraka

zwyczajnego (Beta vulgaris). Jest to doskonaly model do badania tego wplywu, poniewaz
poréwnanie burakéw uprawnych (B. vulgaris ssp. vulgaris) i ich dziko zyjacego przodka — halofita,
buraka morskiego (B. vulgaris ssp. maritima) umozliwia latwa identyfikacje genéw
zaangazowanych w odpowiedZ na stres. Co wiecej, mozliwa jest rowniez identyfikacja cech
utraconych i nabytych w trakcie udomowienia. W publikacjach wykorzystano technike RNASeq, a
analizy wynikéw sekwencjonowania wykonano przy uzyciu pakietéw Tuxedo Suit, CummeRbund
oraz TopGO.

1.
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Skorupa M, Golebiewski M, Krzyzynska K, Niedojadto J, Kesy J, Klamkowski K, Wojcik
K, Treder W, Tretyn A, Tyburski J. 2019. Salt stress vs. salt shock — the case of sugar beet
and its halophytic ancestor. BMC Plant Biol, 19(1): 57, IF215=3,670, punkty MNiSW6: 40,
MNiSWyg19: 140, liczba cytowan wg WoS: 0.

Moéj udzial w powstaniu publikacji szacuje na 25%, polegal on na udziale w opracowaniu
koncepcji badan, wykonaniu analiz bioinformatycznych i statystycznych oraz udziale w
spisaniu manuskryptu.

Skorupa M, Golebiewski M, Domagalski K, Kurnik K, Abu Nahia K, Zloch M, Tretyn A,
Tyburski J. 2016. Transcriptomic profiling of the salt stress response in excised leaves of the
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halophyte Beta vulgaris ssp. maritima. Plant Sci, 243(2): 56-70, 1F,06=3,437, punkty
MNISW,16: 35, liczba cytowan wg WoS: 11.

Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 25%. Polegatl on na udziale w opracowaniu
koncepcji badan, wykonaniu analiz bioinformatycznych i statystycznych oraz udziale w
spisaniu manuskryptu.

3. Pozostale publikacje

Dmowski M, Golebiewski M, Kern-Zdanowicz I. 2018. Characteristics of the conjugative
transfer system of the IncM plasmid pCTX-M3 and identification of its putative regulators.
J Bacteriol, 200(18): JB.00234-18, 1F015=3,234, punkty MNISW5: 35, liczba cytowan wg
WosS: 2.

Moj udzial w publikacji szacuje na 5%, polegal on na skonstruowaniu niektorych wariantow
delecyjnych pCTX-M3 i opracowaniu primeréw do usuwania pozostatych genow.

Kaminska M, Golebiewski M, Tretyn A, Trejgell A. 2018. Efficient long-term conservation
of Taraxacum pieninicum synthetic seeds in slow growth conditions. Plant Cell Tiss Org,
132(3):  469-478, https://doi.org/10.1007/s11240-017-1343-z,  1F15=2,200, punkty
MNISWygi6: 30, liczba cytowan wg WoS: 3.

Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 5%. Polegal on na wykonaniu analiz
ploidalnosci komérek przy pomocy cytometru przeptywowego.

Borkowska A, Bielinski M, Szczesny W, Szwed K, Tomaszewska M, Kalwa A, Lesiewska
N, Junik R, Golebiewski M, Sikora M, Tretyn A, Akiskal K, Akiskal H. 2015. Effect of th
5-HTTLPR polymorphism on affective temperament, depression and body mass index in
obesity. J Affect Disorders, 184(6): 193-197, IF215=3,570, punkty MNISWa5: 35, liczba
cytowan wg WoS: 10.

Modj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 5%. Polegal on na udziale w opracowaniu
metodologii badan genetycznych i udziale w wykonaniu analiz statystycznych.

. Pareek CS, Michno J, Smoczynski R, Tyburski J, Golebiewski M, Piechocki K, Sredziriska

M, Pierzchata M, Czarnik U, Ponsuksili S, Wimmers K. 2013. Identification of predicted
genes expressed differentially in pituitary gland tissue of young growing bulls revealed by
cDNA-AFLP technique. Czech J Animal Sci, 58(4): 147-158. 1F,15=0,871, punkty
MNiSW,013: 25, liczba cytowan wg WoS: 3.

Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 5%. Polegal on na wykonaniu analiz
bioinformatycznych.

. Pareek CS, Pierzchala M, Michno J, Szymanska S, Smoczynski R, Jasik N, Golebiewski M,

Tyburski J, Urbanski P, Goluch D, Oprzadek J, Zwierzchowski L, Siriluck P, Wimmers K.
2012. Gene expression profiling by cDNA-AFLP and identification of differentially
expressed transcripts of bovine pituitary gland in growing bulls of dairy breeds. Animal Sci
Pap Rep, 30(2): 103-119. IF21,=0,918, punkty MNiSW,2: 20, liczba cytowan wg WoS: 2.
Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 5%. Polegal on na wykonaniu analiz
bioinformatycznych.

Gorecki RK, Koryszewska-Bagiriska A, Golebiewski M, Zylifiska J, Grynberg M,
Bardowski JK. 2011. Adaptive potential of the Lactococcus lactis 11.594 strain encoded in
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10.

its 7 plasmids. PLOS ONE, 6(7): e22238. IF21;=4,092, punkty MNiSWao1:: 40, liczba
cytowan wg WoS: 28.

Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 10%. Polegal on na wykonaniu analiz
bioinformatycznych.

Hejnowicz MS, Golebiewski M, Bardowski J. 2009. Analysis of the complete genome
sequence of the lactococcal bacteriophage bIBB29. Int J Food Microbiol, 131(1): 52-61.
[F2009=3,011, punkty MNiSWo9: 24, liczba cytowan wg WoS: 18.

MOoj udzial w powstaniu publikacji szacuje na 20%. Polegat on na wykonaniu analiz
bioinformatycznych.

Deja-Sikora E, Sikora M, Golebiewski M, Tretyn A. 2007. Biblioteki metagenomowe jako
zrodlo genéw przydatnych w biotechnologii. Biotechnologia, 4(79): 125-139. Punkty
MNiSWag07: 6, liczba cytowan wg GoogleScholar: 5.

Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 30%. Polegal on na udziale w spisaniu
manuskryptu.

Zienkiewicz M, Kern-Zdanowicz I, Golebiewski M, Zylifiska J, Mieczkowski P,
Gniadkowski M, Bardowski J, Ceglowski P. 2007. Mosaic structure of p1658/97, a 125-
kilobase plasmid harboring an active amplicon with the extended-spectrum f-lactamase
gene blasuv-s. Antimicrob Agents Chemother, 51(4): 1164-1171. IF2;=4,390, punkty
MNiSWoo7: 24, liczba cytowan wg WoS: 26.

Moj udziat w powstaniu publikacji szacuje na 5%. Polegat on na wykonaniu analiz
bioinformatycznych oraz czes$ci doswiadczen. Publikacja ta jest efektem badan
prowadzonych w trakcie studiéw doktoranckich.

Gotlebiewski M, Kern-Zdanowicz I, Zienkiewicz M, Adamczyk M, Zylinska J, Baraniak A,
Gniadkowski M, Bardowski J, Ceglowski P. 2007. Complete nucleotide sequence of the
pCTX-M3 plasmid and its involvement in spread of the extended-spectrum {3-lactamase
gene blacrx-w.3. Antimicrob Agents Chemother, 51(11): 3789-3795. IF2007;=4,390, punkty
MNiSW07: 24, liczba cytowan wg WoS: 90.

Moj udzial w powstaniu publikacji szacuje na 45%. Polegal on na wykonaniu wiekszo$ci
do$wiadczen, calosci analiz bioinformatycznych oraz spisaniu manuskryptu. Publikacja ta
jest efektem badan prowadzonych w trakcie studiow doktoranckich.
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