Streszczenie pracy doktorskiej

Zanieczyszczenie mikroplastikiem jest obecnie uznawane za staly czynnik presji na
ekosystemy morskie, jednak jego wplyw na najmniejsze elementy pelagicznych sieci
troficznych pozostaje niewystarczajaco poznany. Podczas gdy wiele badan skupialo si¢ na
wigkszych organizmach, najmniejsze czastki mikroplastiku pokrywaja si¢ pod wzgledem
wielkosci z bakteriami i1 inng zdobyczg mikrobowa. Sprawia to, ze sg one szczegdlnie istotne
dla pelagicznych mikrobowych sieci troficznych, w ktorych bakterie i heterotroficzne
nanoflagellaty (HNF) odgrywaja kluczowe role w transferze wegla, recyklingu sktadnikéw
odzywczych oraz regulacji struktury zbiorowisk mikroorganizméw. W niniejszej pracy
doktorskiej zbadano, w jaki sposdb mikroplastik o wielkosci bakterii wpltywa na strukture i
funkcjonowanie pelagicznych mikrobowych sieci troficznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem bakterii, heterotroficznych nanoflagellatow oraz wyzwan metodologicznych

zwigzanych z wykrywaniem bardzo matych czastek.

W pierwszej czgéci pracy odniesiono si¢ do kluczowego problemu analitycznego:
niezawodnego wykrywania matych czastek mikroplastiku. Poniewaz czgstki ponizej 5
mikrometréw sa trudne do wykrycia przy uzyciu standardowych podej$¢, opracowano
zoptymalizowany protokol barwienia czerwienig Nilu dla mikroplastiku mniejszego niz 5
mikrometréw, ze szczegdlnym uwzglednieniem czastek o wielkosci 2 mikrometrow lub
mniejszych. Protokol przetestowano przy uzyciu czastek polistyrenu 1 polietylenu, wraz z
kontrolami nieorganicznymi. W zoptymalizowanych warunkach filtracji i barwienia, czastki
polistyrenu o wielkosci 1 i 2 mikrometréw oraz czastki polietylenu o wielkosci 2 mikrometrow
wykazywaly silny i staty sygnal fluorescencji, podczas gdy czastki szkta i materiat biologiczny
nie ulegaly zabarwieniu. Utrwalanie formaling, powszechnie stosowane do konserwacji probek

mikroorganizmow, poprawilo jasno$¢ fluorescencji oraz stosunek sygnatu do szumu bez



pogorszenia selektywno$ci. Badanie to dostarczylo zatem prostej, optacalnej i praktycznej
metody wykrywania matego mikroplastiku w konserwowanych probkach morskich, stanowigc

wazny fundament metodologiczny do badania jego skutkow ekologicznych.

Druga czes$¢ pracy przyniosta pierwsza eksperymentalng oceng tego, jak czastki polistyrenu o
wielkosci bakterii wptywaja na naturalne mikrobowe sieci troficzne Morza Battyckiego. W
pigciodniowym eksperymencie mikrokosmosowym przetestowano trzy stezenia czastek
polistyrenu o wielkosci 1,1 mikrometra i poréwnano je z dopasowanymi pod wzgledem
wielkosci czastkami szkla, aby oddzieli¢ efekty specyficzne dla polimeru od fizycznego
wplywu zawieszonych czgstek. Na podstawie pomiarow liczebno$ci bakterii 1 HNF, szacunkow
oddychania (respiracji) oraz sekwencjonowania amplikonéw genoéw 16S i 18S rRNA w
rozdziale tym wykazano, ze wzrost HNF spadal w sposob zalezny od stezenia, przy czym
najsilniejsze efekty odnotowano w grupach o najwyzszym stezeniu polistyrenu 1 szkla.
Poniewaz podobne reakcje wystapity zarowno w grupach z plastikiem, jak i z czastkami
obojetnymi, wyniki wskazuja, ze to fizyczna obecnos$¢ czastek, a nie sama toksycznosé
polistyrenu, byla gldéwnym czynnikiem hamujacym wzrost HNF. Liczebno$¢ bakterii i
respiracja nie ulegly istotnym zmianom, co sugeruje, ze spadek HNF nie byl spowodowany
mniejsza dostgpnoscig ofiar. Zamiast tego czastki o wielkosci bakterii mogly zaktocac
zerowanie poprzez zmniejszenie efektywnosci napotykania ofiar, zwigkszenie kosztow
manipulacji pokarmem lub wypelnianie wakuoli pokarmowych bez dostarczania wartosci

odzywczych.

Analizy zbiorowisk w rozdziale 2 wykazaty, ze zbiorowiska eukariontow zmieniaty si¢ glownie
w czasie, wykazujac przesuni¢cie od poczatkowo dominujacych grup fototroficznych lub
miksotroficznych w kierunku taksonoéw heterotroficznych, w tym wiciowcow bakteriozernych.

Zbiorowiska bakteryjne byty stosunkowo stabilne. Wyniki te wykazaty, ze wysokie st¢zenia



czastek o wielkos$ci bakterii mogg gwaltownie tlumi¢ kluczowe mikrobowe drapiezniki i
potencjalnie zmienia¢ transfer wegla w obrebie petli mikrobowej. Poniewaz jednak rozdziat ten
opieral si¢ gltownie na sekwencjonowaniu amplikondéw, opisywal on taksonomiczne
przesunig¢cia w zbiorowiskach, lecz nie pozwalal na rozstrzygniecie potencjatu funkcjonalnego
na poziomie genomu ani na zidentyfikowanie, ktére populacje bakterii moga nie$¢ geny

zwigzane z metabolizmem plastiku.

W zwiagzku z tym rozdziat 3 rozszerzyt rozdziat 2 w dwoch waznych aspektach. Po pierwsze,
poréwnano w nim dwa istotne srodowiskowo polimery — polistyren i polietylen — w tych
samych warunkach eksperymentalnych i przy tym samym stosunku bakterii do czgstek,
zachowujgc jednoczesnie czastki szkta jako kontrolg nieplastikowg. Po drugie, wiaczono
metagenomike rozdzielong genomowo (genome-resolved metagenomics), aby wyjs¢ poza sam
sktad zbiorowiska 1 zbada¢ dynamik¢ populacji bakteryjnych, genomy zrekonstruowane z
metagenomoéw (MAG) oraz domniemane geny zwigzane ze szlakami przetwarzania plastiku.
W ten sposob w rozdziale 3 przetestowano, czy ograniczone reakcje na poziomie zbiorowiska
zaobserwowane w rozdziale 2 byty specyficzne dla polistyrenu, czy tez odzwierciedlaty szersza
reakcje na czastki o wielkosci bakterii, pytajac jednoczesnie, czy efekty specyficzne dla

polimeru mozna wykry¢ na bardziej szczegdtowym poziomie genomicznym 1 funkcjonalnym.

W rozdziale 3 liczebno$¢ drobnoustrojow i sktad zbiorowisk ponownie silnie zmienialy si¢ w
czasie. Liczebno§¢ HNF poczatkowo wzrosla, a p6zniej spadta w grupach z plastikiem, podczas
gdy liczebno$¢ bakterii wykazywala zmienng, ale nie jednoznacznie specyficzng dla danej
grupy dynamike. Zarowno sktad zbiorowisk bakteryjnych, jak 1 eukariotycznych byt
ksztaltowany glownie przez czas inkubacji, a nie przez rodzaj czastek. Zbiorowiska
eukariotyczne wykazaly restrukturyzacje czasowa, w tym wzrost udzialu Stramenopiles oraz

rodzajow bakteriozernych, takich jak Paraphysomonas i Spumella. W zbiorowiskach



bakteryjnych dominowaty Pseudomonadota, Bacteroidota i Actinobacteriota, z przesuni¢ciami
czasowymi wsrod dominujacych rodzin, ale bez wyraznego rozdziatu specyficznego dla

polimeru.

Analizy rozdzielone genomowo przyniosty bardziej szczegdétowa interpretacje. Odzyskano
Iacznie 118 genomoéw zrekonstruowanych z metagenomow (MAG) o $redniej i wysokiej
jakos$ci, z ktérych wielu nie mozna byto przypisa¢ do opisanych gatunkéw, co podkresla
niezbadang roznorodno$¢ mikroorganizméw w battyckich wodach przybrzeznych. Wiekszos¢
najliczniejszych MAG-6w nie wykazywata silnego wzbogacenia specyficznego dla danej
grupy. Jednakze trzy mato liczne MAG-i nalezace do Spirosomaceae i Shewanellaceae byty
bogatsze w grupie z polietylenem i zawieraly homologi genéw zwigzanych z przetwarzaniem
syntetycznych polimerow lub pokrewnych zwigzkéw. We wszystkich MAG-ach wykryto
domniemane geny powigzane z przetwarzaniem polietylenu 1 polistyrenu, lecz na wzorce ich
obfitosci wickszy wpltyw miat czas niz ekspozycja na dany polimer. Wyniki te sugeruja, ze
krotkotrwata ekspozycja na czastki PE i PS o wielko$ci bakterii nie spowodowata szerokich
zaburzen na poziomie zbiorowiska, ale PE moze selektywnie sprzyja¢ waskiej podgrupie

bakterii o potencjalnych cechach metabolicznych zwigzanych z polimerami.

Podsumowujac, niniejsza praca doktorska pokazuje, ze ekologiczne skutki mikroplastiku o
wielkosci bakterii dla pelagicznych mikrobowych sieci troficznych sa subtelne, zalezne od
wielkosci czastek 1 silnie uwarunkowane interakcjami fizycznymi oraz naturalng sukcesja
mikroorganizmoéw. Poprzez wczesniejsze ustanowienie solidnych podstaw metodologicznych
do wykrywania najmniejszych czastek mikroplastiku, praca ta w dalszej kolejnosci ujawnia, ze
czastki polistyrenu o wielkosci bakterii oraz czastki obojetne mogg hamowaé wzrost
heterotroficznych nanoflagellatéw (HNF) poprzez fizyczny wpltyw czastek. Rozszerzajac te

ramy poprzez porownanie polistyrenu i polietylenu, w badaniach wykorzystano metagenomike



do wykrywania subtelniejszych reakcji bakteryjnych i funkcjonalnych. Lacznie wyniki te
pokazuja, ze cho¢ krotkotrwata ekspozycja na mikroplastik o wielkosci bakterii moze nie
przeksztatca¢ drastycznie catych zbiorowisk mikroorganizmoéw, to znaczaco wpltywa na
kluczowe mikrobowe drapiezniki i ujawnia waskie, powigzane z polimerami reakcje wsrod
specyficznych populacji bakterii. Ostatecznie niniejsza praca przyczynia si¢ do bardziej
mechanistycznego zrozumienia tego, jak maty mikroplastik wptywa na strukture mikrobowych
sieci troficznych, interakcje drapieznik-ofiara oraz przeptyw wegla u podstawy ekosystemow

morskich.



