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bWszystkie publikacje zgodnie z zatacznikiem do komunikatu MNiSW z dnia 18.12.2019r.
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Omowienie celu naukowego prac wchodzgcych w sktad osiggnigecia naukowego, uzyskanych

wynikow wraz 7 omoéwieniem ich ewentualnego Wykorzystania

Wprowadzenie

Zanieczyszczenie $rodowiska naturalnego metalami cigzkimi 1 zwigzkami
ropopochodnymi stanowi obecnie jedno z najpowazniejszych zagrozen dla prawidlowego
funkcjonowania ekosysteméw zardwno glebowych, jak 1 wodnych. Sposréd stosowanych
obecnie metod bioremediacji skazonych terenow najbardziej perspektywiczna wydaje si¢ by¢
fitoremediacja, wykorzystujgca naturalne zdolnosci ros$lin 1 towarzyszacych im
mikroorganizméw do pobierania i/lub rozktadu tych zanieczyszczen. Do usuwania metali
cigzkich z gleby najbardziej przydatna jest fitoekstrakcja, wykorzystujgca zdolno$¢ wybranych
gatunkow roslin do pobierania i akumulowania zanieczyszczen. Nastepnie, po ich translokacji
do czesci nadziemnych, rosliny usuwa si¢ W celu trwatej i efektywnej eliminacji metali z
zanieczyszczonych $rodowisk. Z kolei efektywno$¢ fitoremediacji gleb skazonych
substancjami organicznymi, w tym zwigzkami ropopochodnymi, zalezy przede wszystkim od
aktywnosci mikroorganizméw ryzosferowych zdolnych do przeprowadzania procesow
degradacji zanieczyszczen W strefie gleby bezposrednio przylegajacej do korzeni i bedacej pod
wplywem wydzielin korzeniowych. Skuteczna fitoremediacja gleb zanieczyszczonych
zwigzkami organicznymi wykorzystuje takze potencjal metaboliczny roslin, jest wigc
potaczeniem fito- i ryzo-degradacji (Weyens i in., 2009).

Wydajnos$¢ procesow fitoremediacji zalezy od wielu czynnikéw, w tym od aktywnosci
metabolicznej rodzimych zespoléw mikroorganizmow zasiedlajacych skazong glebe 1 wnetrze
ro$lin uzytych do tego procesu. Zaréwno fitoekstrakcja gleb skazonych metalami cigzkimi, jak
i fitoremediacja terené6w zanieczyszczonych substancjami organicznymi moga byc¢
wspomagane przez wprowadzenie do gleby (bioaugmentacj¢) wyselekcjonowanych szczepow
aktywnych mikroorganizmow. Wsrod nich najwigksza uwage przyciagaja bakterie promujace
wzrost roslin (PGPB), w sktad ktorych wchodza zaréwno bakterie ryzosferowe (PGPR), jak i
endofityczne (PGPE). Gtownym celem ich stosowania jest intensyfikacja wzrostu ro$lin
zasiedlajacych $rodowiska skazone oraz modulowanie odpowiedzi ro$§lin na obecne w
srodowisku zanieczyszczenia. Do bakteryjnych mechanizméw odpowiedzialnych za
potencjalne wspomaganie wzrostu roslin nalezg: wigzanie i/lub mobilizacja trudno dostepnych

sktadnikéw mineralnych (azot, fosfor, zelazo), synteza zwigzkoéw regulujacych wzrost i rozwaj
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roslin (produkcja fitohormondéw, enzymow, amoniaku), a takze konkurencja z fitopatogenami
o miejsce 1 sktadniki pokarmowe. Dodatkowo, bakterie te moga zwalcza¢ patogeny dzieki
syntezie antybiotykow, enzymow litycznych oraz cyjanowodoru (Gkorezis i in., 2016).

Jednym z najistotniejszych mechanizméw bakteryjnego promowania wzrostu roslin,
szczeg6lnie w warunkach stresu srodowiskowego, jest wytwarzanie przez bakterie deaminazy
kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC). Enzym ten (ACCD) hydrolizuje
prekursor etylenu do amoniaku i a-ketomaslanu. Zmniejszenie st¢zenia etylenu opo6znia
starzenie si¢ roslin, szczegolnie w warunkach stresu, a przez to wydtuza ich czas wegetacji
umozliwiajac uzyskanie wigkszej biomasy. Ponadto, powstaty w tej reakcji amoniak moze by¢
dodatkowo wykorzystywany przez rosliny jako zrodto azotu (Santoyo i in., 2016).

Stosowanie PGPB przyczynia si¢ do zwigkszania biomasy ro$lin, zarowno czgsci
nadziemnych, jak i korzeni, co jest istotne zaréwno dla zwigkszenia efektywnosci fitoekstrakcji
metali z gleby, jak i fitoremediacji zanieczyszczen organicznych. Dodatkowo, wprowadzane
szczepy mogg wpltywac¢ na biodostepnos¢ zanieczyszczen metalicznych i organicznych w
glebie poprzez produkcje substancji o charakterze kwasnym, a takze zwigzkow
powierzchniowo-czynnych (biosurfaktantow). W przypadku zanieczyszczen organicznych
wprowadzane mikroorganizmy moga rowniez zwieksza¢ potencjat degradacyjny zespotow
mikroorganizméw autochtonicznych, ktory w s$rodowiskach silnie skazonych jest czgsto
niewystarczajacy. Co wigcej, wprowadzane do gleby szczepy, zardwno bakterii glebowych,
ryzosferowych, jak i endofitycznych moga w sprzyjajacych warunkach kolonizowaé wnetrze
roslin, wptywajac na ich metabolizm, mechanizmy pobierania i tolerancji zanieczyszczen, a
takze w przypadku zanieczyszczen organicznych istotnie zwigksza¢ potencjat degradacyjny
endobiomu roslinnego, €0 jest szczegolnie istotne dla efektywnej fitodegradacji.

Opisywane w literaturze Swiatowej badania nad wspomagang fitoremediacjg skupiaja
si¢ przede wszystkim na ocenie efektywnos$ci stosowanych szczepow do wspomagania wzrostu
ro$lin 1 obejmuja gtownie ocene przyrostu biomasy czes$ci nadziemnych i korzeni, a przez to
zwickszenia efektywnosci fitoekstrakcji metali cigzkich oraz fito- i ryzo-degradacji zwigzkow
organicznych. W zdecydowanej wigkszoSci pomijajg jednak zagadnienia zwigzane z
przezywalnoscia inokulantow po wprowadzeniu do gleby, ich zdolnoscia do kolonizacji tkanek
ro$linnych, a takze aktywno$cig metaboliczng mikroorganizméw po ich wprowadzeniu do
gleby. Niewicle wiadomo réwniez o zmianach w strukturze zespoléw mikroorganizméow
ryzosferowych i endofitycznych w odpowiedzi na inokulacj¢ gleby wprowadzanymi

szczepami. Wyniki badan z ostatnich lat pokazuja, ze wlasnie te aspekty moga mie¢ kluczowe
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znaczenie dla okreslenia czynnikow determinujgcych efektywnos¢ fitoremediacji, a takze moga
by¢ istotne w wyjasnieniu przyczyn niepowodzen wielu doswiadczen wspomaganej
fitoremediacji (Kandel i in., 2017; Sasse i in., 2018; Sergaki i in., 2018).

W badaniach ekologicznych zwigzanych z introdukcja bakterii do $rodowiska
szczego6lng uwage nalezy zwrécié na wptyw wprowadzanych w duzych ilosciach bakterii na
strukture i bior6znorodnosé¢ zespotéw bakterii glebowych, a w przypadku fitoremediacji takze
ryzosferowych i endofitycznych. Poszczegdlne gatunki roslin posiadajg specyficzny
mikrobiom ryzosferowy (ryzobiom) i endofityczny (endobiom). Uwaza si¢, ze mikrobiom ten
ma istotny wplyw na rozwoj roslin, ich kondycj¢ oraz odpornos¢ na stres srodowiskowy (Thijs
i in., 2016). Co wiecej, poszczegdlne odmiany tego samego gatunku sg gospodarzem
unikalnych zespotdw mikroorganizméw, podobnie ten sam gatunek lub odmiana rosliny
rosngca w roznych srodowiskach wykazuje charakterystyczng dla siebie strukture zespotow
mikroorganizméw ryzo- i endo-fitycznych. Dodatkowo, obserwuje si¢ takze istotne zmiany w
strukturze ryzo- i endo-biomu wraz z rozwojem i starzeniem si¢ roslin (Yang i in., 2017).

Publikowane do tej pory wyniki badan fitoremediacyjnych w niewielkim stopniu
opisywaly zmiany w strukturze zespotéw mikroorganizméow glebowych i endofitycznych w
czasie prowadzonych doswiadczen. Wraz z rozwojem technik sekwencjonowania i co za tym
idzie redukcja kosztow tych analiz, sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS ang. next
generation sequencing) wykorzystywane jest obecnie m.in. do badan struktury endobiomu
roslin pobranych z terendw skazonych i nieskazonych i/lub poddanych ekspozycji na rdézne
stezenia metali cigzkich i zwigzkéw organicznych. Z zastosowaniem tej techniki badano
réwniez wplyw fitopatogendéw, zarowno bakteryjnych, grzybowych, jak 1 zwierzgcych na
strukture mikrobiomu réznych roslin (Akinsanya i in., 2015; Tian i in., 2015; Wang i in., 2016a;
Wang i in., 2016b; Battu i in., 2017), jednak liczba opracowan naukowych, w ktorych badano
zmiany w strukturze zespotow mikroorganizméw glebowych/ryzosferowych i endofitycznych
w czasie wspomaganej fitoremediacji gleb skazonych z zastosowaniem technik biologii

molekularnej, w tym NGS, jest wcigz niewielka.
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Omowienie uzyskanych wynikow

Pracanr 1
Metal-tolerant endophytic bacteria associated with Silene vulgaris support the Cd and Zn

phytoextraction in non-host plants.

W pierwszej pracy badano wplyw endofitycznych szczepow bakterii wyizolowanych z
lepnicy rozdetej (Silene vulgaris) na efektywnos¢ fitoremediacji gleby skazonej metalami
ciezkimi z zastosowaniem gorczycy biatej (Sinapis alba) (Zal. 4 A). Ze wzgledu na fakt, iz
bakterie endofityczne wchodzg w bardzo Sciste interakcje z tkankami ros$lin stanowig one
bardzo przydatne narzadzie do stymulacji wzrostu roslin. Wprowadzone do gleby moga
zwigksza¢ efektywno$¢ fitoremediacji zarowno po skutecznej rekolonizacji tkanek roslinnych,
jak i kolonizacji strefy ryzosferowej korzenia. W doswiadczeniach oprocz oznaczania
potencjatu szczepow do promowania wzrostu roslin okreslano takze, czy metalooporne szczepy
endofityczne izolowane z lepnicy rozdetej sa w stanie skutecznie kolonizowa¢ 1 wspomagac
wzrost rosliny nalezgcej do innej grupy taksonomicznej. Zagadnienie to jest szczegolnie istotne
ze wzgledow praktycznych, poniewaz ,uniwersalne”, zdolne do wchodzenia w Sciste |
gatunkowo niespecyficzne interakcje z roslinami szczepy PGPE sg szczegodlnie przydatne do
wspomagania fitoekstrakcji gleb skazonych metalami cigzkimi. Co wigcej, takie szczepy moga
wspomagac fitoremediacj¢ z wykorzystaniem wielu gatunkéw roslin, zasiedlajacych rozne
rodzaje gleby w odmiennych warunkach geograficznych. Szczepy takie powinny rowniez
tolerowac rozny poziom skazenia gleby oraz by¢ oporne na stres sSrodowiskowy spowodowany
na przyktad warunkami klimatycznymi. Wykazano, ze tkanki lepnicy rozdetej rosngcej na
terenach silnie skazonych metalami cigzkimi sg zrédtem metaloopornych endofitow
wykazujacych potencjat do promowania wzrostu roslin. Sposrod 24 testowanych szczepdéw 9
izolatow, nalezacych do réznych rodzajow, w tym Bacillus, Proteus, Paenibacillus,
Pseudomonas, Stenotrophomonas i Variovorax, wykazywato aktywnos$¢ co najmniej pigciu
mechanizmow potencjalnie odpowiedzialnych za promowanie wzrostu roslin. Do doswiadczen
doniczkowych, z wykorzystaniem gorczycy biatej (Sinapis alba) wykorzystano szczepy
Proteus vulgaris H7, Pseudomonas sp. H15 oraz Pseudomonas helmanticensis H16. Szczepy
H7 1 H16 wykazywatly aktywnos$¢ 5 testowanych mechanizméw promowania wzrostu roslin, a
szczep HI15, jako jedyny, wykazywat dodatnie wyniki we wszystkich przeprowadzanych
testach. Wszystkie szczepy wybrane do badan doniczkowych efektywnie produkowaty
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auksyne, amoniak oraz kwas cyjanowodorowy (czynnik biokontroli), intensywnie rozpuszczaty
fosforan trojwapniowy i wykazywaly wysoka aktywno$¢ deaminazy ACC. Przy wyborze
szczepow uwzgledniono réwniez wartosci MIC (ang. minimum inhibitory concentration) dla
kadmu i cynku, a takze krzywe wzrostu szczepow W warunkach laboratoryjnych, co jest istotne
do przygotowania w krotkim czasie duzej objgtosci inokulum bakteryjnego.

W doswiadczeniach doniczkowych obejmujacych wspomagang fitoekstrakcje szczepy
H7, H15 i H16 wprowadzano do gleby w liczbie 107 j.tk. gt s.m. gleby. W ukladach
kontrolnych stosowano zawiesiny termicznie inaktywowanych szczepoéw, w ktérych liczba
bakterii przed autoklawowaniem réwniez wynosita 107 j.tk. gt s.m. gleby. Taka kontrole
zastosowano, zeby wykluczy¢, iz obserwowany wptyw inokulanta na wzrost roslin wynikat z
ich stymulacji spowodowanej uwolnieniem pierwiastkow biogennych z komorek bakteryjnych
zamierajacych bezposrednio po wprowadzeniu do gleby.

Wprowadzenie zywych komorek (bioaugmentacja) szczepow H7, HI5 i H16
powodowato zwigkszenie §wiezej masy cze$ci nadziemnych gorczycy odpowiednio o 75.5,
121.7 1 142.2% w stosunku do roslin kontrolnych. Podobng tendencje, ale mniej wyrazny efekt
inokulacji obserwowano takze dla korzeni gorczycy bialej. Swieza masa korzeni roélin
podlewanych zawiesing zywych komorek szczepow H7, H15 oraz H16 byla odpowiednio o
16.4, 35.6 1 51.2% wigksza w porownaniu z roslinami kontrolnymi. Wyniki te wskazuja iz
obserwowany efekt stymulacji wzrostu roslin powodowany byt aktywnos$ciag bakteryjnych
mechanizmow promowania wzrostu roslin po wprowadzeniu szczepow do gleby, a nie wynikat
ze stymulacji wzrostu roslin przez wprowadzong martwa biomase bakterii. WWykorzystane w
doswiadczeniu oporne na rifampicyng¢ szczepy byly izolowane z gleby ryzosferowej we
wszystkich punktach czasowych podczas trwania 50-dniowego eksperymentu, co jest
dodatkowym potwierdzeniem aktywnego udziatlu wprowadzanych szczepéw w promowaniu
wzrostu ro$lin. Najwyzszy przyrost biomasy roslin obserwowano w uktadzie traktowanym
zywym szczepem H16, ktory nie wykazywal zdolnosci do kolonizacji tkanek roslinnych, co
sugeruje, iz do skutecznego wspomagania wzrostu ro$lin kolonizacja wnetrza korzeni i czesci
nadziemnych przez wprowadzane szczepy nie jest niezbgdna. Kluczowym etapem wydaje si¢
by¢ efektywna kolonizacja, przez wprowadzane szczepy, gleby ryzosferowej i aktywno$é
metaboliczna mikroorganizmow zasiedlajacych ten obszar. Kolonizacja wngtrza rosliny nie jest
takze niezbe¢dna do efektywnego zwigkszania akumulacji metali cigzkich przez wprowadzane
szczepy w czasie wspomaganej fitoremediacji. Najwiekszy wzrost akumulacji Cd i Zn, w

porownaniu z roslinami kontrolnymi, obserwowano w uktadzie, w ktérym wykorzystano zywe
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komorki szczepu H16. W korzeniach roslin podlewanych szczepem H16 akumulacja Cd i Zn
byta wigksza odpowiednio 0 22.4 143%, a w pedach o 112.6 1 43.8% w poréwnaniu z roslinami
kontrolnymi. Wszystkie wprowadzone do gleby szczepy w istotny sposéb wplywaty na wartos¢
wspotczynnika translokacji (TF, ang. translocation factor) Cd i Zn z korzeni do cze¢sci
nadziemnych, przy czym najwigkszy wzrost TF (o 73.6%) dla Cd obserwowano dla roslin
inokulowanych szczepem H16, ktory nie wykazywat zdolnoSci do kolonizacji wnetrza korzeni
gorczycy bialej. Sposrdd szczepow wykorzystanych w badaniach doniczkowych Pseudomonas
helmanticensis H16 wykazywal najwicksza aktywnos¢ ACCD (158.9 nmol a-ketomaslanu
mg?* hl), efektywnie produkowat auksyne (63.4 ug IAA mL™? pozywki), a takze wykazywal
najwiekszg zdolnos¢ do rozpuszczania Caz(POas)2, co sprzyjalo mobilizacji metali ciezkich w
glebie, a takze lepszemu zaopatrzeniu roslin w zwigzki fosforu.

Kolejnym czynnikiem, ktory istotnie wplywa na efektywno$¢ wspomaganej
fitoremediacji sa interakcje pomigdzy wprowadzanymi szczepami a mikroorganizmami
autochtonicznymi, ktore skutkujag zmianami w liczebnos$ci, a takze w strukturze zespotow
mikroorganizmow oczyszczanych gleb. Wplyw bakteryjnego inokulum na liczebno$¢ bakterii
autochtonicznych w glebie, w czasie wspomaganej fitoekstrakcji okreslano z zastosowaniem
metody PCR w czasie rzeczywistym, ktéra umozliwia oznaczenie liczby kopii genu 16S rRNA.
Wykazano, ze wprowadzenie zaréwno zywych, jak i1 martwych komorek testowanych
szczepow powodowato czasowe zwigkszenie liczby kopii genu 16S rRNA. W dniu pierwszym
istotnie statystycznie wickszg liczb¢ kopii testowanego genu w stosunku do kontroli
obserwowano w uktadach traktowanych szczepem H7 i1 HI16, jednak w miar¢ uplywu
eksperymentu roznice te zmniejszaty si¢. W dniu 50 liczba kopii genu we wszystkich uktadach
byla porownywalna i nie wykazywata istotnych statystycznie réznic. Wynika to gtownie z
faktu, 1z bezposrednio po wprowadzeniu bakterii do gleby obserwuje si¢ istotng redukcje liczby
zywych i aktywnych komorek inokulowanego szczepu. Martwe komorki stuza wowczas jako
zrodto tatwo dostepnych sktadnikéw odzywczych, ktore przyczyniaja sie¢ do szybkiego
namnazania mikroorganizmow autochtonicznych. Podobng sytuacje obserwowano réwniez w
uktadach kontrolnych do ktérych wprowadzono jedynie zawiesing martwych bakterii.
Zwigkszenie liczby bakterii autochtonicznych, wsrod ktorych wiele wykazuje aktywno$é
mechanizméw promowania wzrostu, wspomaganych zywymi i aktywnymi komoérkami
wprowadzanego szczepu przyczynito si¢ do uzyskania lepszych efektow w uktadach, w ktorych

stosowano bioaugmentacjg.



Autoreferat Tomasz Ptociniczak

Podsumowanie:

e Tkanki lepnicy rozdetej sa zrodtem metaloopornych bakterii endofitycznych
wykazujacych aktywno$¢ mechanizméw promowania wzrostu roslin.

e Szczepy Proteus vulgaris H7 oraz Pseudomonas sp. H15 nie byly swoiste wzgledem
gospodarza roslinnego 1 wykazywaty zdolno$¢ do kolonizacji wnetrza korzeni gorczycy
biate;j.

e Na przyktadzie endofitycznego szczepu Pseudomonas helmanticensis H16
potwierdzono, iz skuteczna kolonizacja tkanek roslinnych nie jest niezbedna do
efektywnego wspomagania fitoekstrakcji metali cigzkich przez bakterie endofityczne.
Istotniejsza role odgrywa kolonizacja ryzosfery przez wprowadzane szczepy oraz
wysoka przezywalno$¢ 1 aktywno$¢ metaboliczna szczepu w  strefie gleby
przykorzeniowe;j.

e Inokulacja gleby zywymi komodrkami testowanych szczepéw powodowatla istotnie
statystycznie wiekszg stymulacje fitoekstrakcji w pordwnaniu z roslinami traktowanymi
martwa biomasg. Wynik ten wskazuje, iz wprowadzone szczepy aktywnie wspomagaty
wzrost roslin 1 fitoekstracje metali cigzkich, a nie stanowily jedynie zrodta substancji

odzywczych dla roslin.

Praca nr 2
Response of rhizospheric and endophytic bacterial communities of white mustard (Sinapis

alba) to bioaugmentation of soil with the Pseudomonas sp. H15 strain.

Aby w pelni wykorzysta¢ potencjat bakterii wykazujacych aktywnos¢ mechanizméw
biochemicznych potencjalnie przydatnych do wspomagania wzrostu roslin niezbedne jest
poznanie ekologicznych konsekwencji bioaugmentacji gleby tymi szczepami. Uwaza si¢, ze
istotne zmiany w strukturze mikroorganizmow ryzosferowych i endofitycznych roslin na
skutek inokulacji do gleby PGPB, zarowno PGPR jak i PGPE, moga warunkowac¢ sukces lub
niepowodzenie wspomaganej fitoekstrakcji metali ciezkich z gleby. Poznanie tych zaleznosci
byto celem badan, ktorych wyniki opisano w kolejnej pracy (Zak. 4 B). W pracy tej okreslano
wptyw wprowadzenia do gleby szczepu Pseudomonas sp. H15 na strukture zespotéw bakterii
ryzo- i endo-sfery gorczycy biatej w czasie wspomaganej fitoekstrakcji. Nalezy podkreslic, ze

opublikowane wyniki badan sg jednymi z pierwszych na swiecie, w ktorych z wykorzystaniem
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techniki NGS, $ledzono zmiany w strukturze zespotow bakterii ryzosferowych i endofitycznych
w trakcie wspomaganej fitoekstrakcji metali cigzkich.

W warunkach laboratoryjnych szczep H15 wykazywal aktywnos¢ wszystkich
testowanych mechanizméw promowania wzrostu roslin, ponadto produkowat celulazg, a takze
byt zdolny do ruchu. Akumulacja Cd 1 Zn w czgéciach nadziemnych roslin traktowanych tym
szczepem byta odpowiednio o0 62.9 1 25.3% wigksza, w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi,
dodatkowo w roslinach podlewanych szczepem H15 warto$¢ wspotczynnika translokacji Cd z
korzeni do czeSci nadziemnych byta o 33% wigksza w poréwnaniu z kontrolg. Po
wprowadzeniu do gleby, w ktorej rosta gorczyca biata, szczep ten zasiedlal ryzosferg przez caly
czas trwania eksperymentu, a 5 dni po inokulacji oporne na rifampicyne¢ komorki szczepu H15
1zolowano takze z wnetrza korzeni gorczycy. Co istotne, komdrki tego szczepu izolowano z
korzeni az do konca trwania doswiadczenia.

Badania z zastosowaniem analizy NGS wykazaty, iz w glebie ryzosferowej dominowaty
bakterie zaliczane do typow Proteobacteria (rzedy Rhizobiales, Burkholderiales i
Sphingomonadales) i Actinobacteria (rzedy Actinomycetales i Solirubrobacterales).
Wprowadzenie do gleby, zywych komorek szczepu H15 powodowato istotny wzrost udziatu
procentowego sekwencji charakterystycznych dla rzedu Pseudomonadales (do 35.3%) w
ryzosferze juz 24 godziny po bioaugmentacji. Z kolei, udziat procentowy sekwencji
charakterystycznych dla rzedu Pseudomonadales w glebie traktowanej martwa biomasg byt
niewielki i przez caly czas trwania eksperymentu nie przekraczat 0.5%. W glebie traktowanej
zywym szczepem HI15 udziat procentowy sekwencji charakterystycznych dla rzgdu
Pseudomonadales zmniejszal si¢ w czasie trwania eksperymentu i osiggat wartos¢ 2.6 i 0.5%
odpowiednio w 7 i 28 dniu po inokulacji. Zwigzany z inokulacjg zywego szczepu wzrost
udziatu procentowego tych sekwencji miat charakter krotkotrwaty, ich udzialt zmniejszat si¢
wraz z czasem trwania eksperymentu i byl skorelowany ze spadkiem liczby komorek szczepu
HI5 w glebie. Struktura zespotow bakterii zasiedlajacych ryzosfer¢ roslin w ostatnim dniu
eksperymentu, zaréwno w ukladzie traktowanym zywym szczepem, jak i w kontroli
podlewanej zawiesing martwych bakterii, nie wykazywata istotnych réznic i1 byla bardzo
zblizona do wynikow uzyskanych dla kontroli 24 godziny po wprowadzeniu martwej biomasy
bakterii. Obserwacje te potwierdza analiza PCoA zamieszczona w artykule (Zal. 4 B, Rys. 4
A).

Struktura zespoldéw bakterii zasiedlajagcych korzenie roslin traktowanych zywym

szczepem H15 i roslin kontrolnych podlewanych martwa biomasg rdznita si¢ istotnie, a zmiany
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zachodzace w czasie trwania eksperymentu mialy odmienny charakter. W pierwszym punkcie
czasowym zespoly bakterii zasiedlajgcych korzenie roslin kontrolnych byly zdominowane
przez przedstawicieli rzedu Rhizobiales (23.7%), Actinomycetales (17.3%) oraz
Rhodospirialles (6.3%). Udzial tych sekwencji malal w czasie trwania eksperymentu i w
ostatnim punkcie czasowym wynosit odpowiednio 8.5, 4.2 1 0.1%. W tym samym czasie
obserwowano istotny wzrost udziatu sekwencji charakterystycznych dla Flavobacteriales (z
1.8 do 32.7%), Burkholderiales (z 4.7 do 28.3%) oraz Caulobacterales (z 0.8 do 5.8%). W
korzeniach ro$lin traktowanych zywym szczepem w pierwszym punkcie czasowym
dominowaty sekwencje charakterystyczne dla Burkholderiales (55.4%) i Flavobacteriales
(35.7%). Udziaty procentowe tych sekwencji zmieniaty si¢ w czasie trwania eksperymentu i w
dniu 7 i 28 wynosity odpowiednio dla Burkholderiales 19.6 i 22.3%, a dla Flavobacteriales
66.5141.9%.

W pierwszym punkcie czasowym, 24 godziny po wprowadzeniu zywych lub martwych
komorek testowanego szczepu, w endobiomie todyg zaobserwowano istotny udziat sekwencji
charakterystycznych dla Pseudomonadales zarowno w uktadach, w ktorych stosowano zywy
szczep H15 (10.9%), jak i1 uktadach kontrolnych (49.2%). W kolejnych punktach czasowych
udziat sekwencji charakterystycznych dla rzgdu Pseudomonadales zmniejszyt si¢ istotnie i w
obu uktadach nie przekraczat 1%. W kolejnych punktach czasowych w lodygach roslin
traktowanych zywym 1 martwym szczepem dominowaly rzedy Burkholderiales i
Flavobacteriales, a dodatkowo w uktadach kontrolnych obserwowano istotny wzrost udziatu
procentowego sekwencji charakterystycznych dla Sphingomonadales.

Podobng tendencj¢ dotyczaca udzialu procentowego sekwencji Pseudomonadales
obserwowano réwniez w lisciach roslin. Wykazano, ze w tych czes$ciach ro§lin dominujace
sekwencje byty charakterystyczne dla innych, nie obserwowanych w todygach, rzedow, np.
Bacteroidales i Lactobacillales (liscie roslin kontrolnych) oraz dodatkowo Clostridiales
wystepujace w lisciach roslin traktowanych zywym szczepem HI15. WyraZzne rdznice w
strukturze bakteryjnych zespotéw pomiedzy korzeniami a cze¢$ciami nadziemnymi gorczycy
biatej wskazujg na to, iz bior6znorodnos$¢ bakterii w liSciach i todygach nie jest w peini
determinowana przez mikroorganizmy zasiedlajace wngtrze korzeni i ryzosfer¢. Dodatkowo,
bardzo niski procentowy udziat sekwencji charakterystycznych dla rodzaju Pseudomonas w
todygach 1 lisciach ro$lin traktowanych zywym szczepem HI15 potwierdza wczesniejsze
obserwacje, iz szczep ten nie kolonizuje czes$ci nadziemnych, a jego obecnos¢ w pedach nie jest

niezbedna do promowania wzrostu ro$lin, zwickszania akumulacji Cd i Zn, a takze wptywu na
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warto$¢ TF tych metali. Krétkotrwaty, istotny wzrost udzialu sekwencji charakterystycznych
dla rzgdu Pseudomonadales w uktadach kontrolnych wynika z faktu iz DNA, uwolnione z
komorek szczepu H15 w czasie autoklawowania, moze by¢ bardzo intensywnie pobierane przez
ro$liny, a nastepnie transportowane do lisci, gdzie fosfor wchodzacy w sktad czasteczek DNA
jest wykorzystywany w procesie fotosyntezy. O wysokim tempie pobierania DNA przez
gorczyce biatg §wiadczy rowniez fakt, iz zwigckszonego udziatu sekwencji Pseudomonadales

nie obserwowano w ryzosferze i korzeniach nawet w pierwszym punkcie czasowym.

Podsumowanie:

e Wprowadzenie do gleby, w ktorej rosta gorczyca biata, zywych komorek szczepu H15
powodowato odmienne zmiany w strukturze zespolow bakterii ryzosferowych i
endofitycznych gorczycy biatej w poréwnaniu z uktadem, w ktoérym stosowano martwa
biomasg bakterii.

e Wprowadzenie zywych komorek szczepu H15 powodowato jedynie krétkotrwate
zmiany w strukturze zespoldéw bakterii ryzosferowych gorczycy biale;j.

e Kazda z badanych czesci gorczycy bialej posiada swoj charakterystyczny endobiom.
Przyktadowo, w lisciach wyst¢powaty szczepy z rz¢dow Bacteroidales, Lactobacillales
oraz Clostridiales nie obserwowane w ryzosferze i innych czgéciach roslin.

e DNA bakteryjne uwolnione z martwej biomasy bakteryjnej jest bardzo szybko
pobierane przez rosling i transportowane do lisci, a sekwencje termicznie
inaktywowanego szczepu sa wykrywane podczas sekwencjonowania i istotnie

wplywaja na strukturg badanych zespotow bakterii.

Wyniki opisane w pracach dotyczacych wspomaganej fitoekstrakcji metali cigzkich
(Zal. 4 A i 4 B) uzyskano realizujac projekt badawczy OPUS 6 (2013/11/B/NZ9/00152)
Odpowiedz rosliny i endofitycznych zespolow bakterii na inokulacje gleby metaloopornymi
endofitami o zdolnosciach promowania wzrostu roslin, ktorego kierownikiem byta prof. dr hab.
Zofia Piotrowska-Seget. W projekcie tym pehitem funkcje gtdownego wykonawcy, a takze
bytem wspotautorem wniosku ztozonego do Narodowego Centrum Nauki w Krakowie.

Rezultaty badan opisane w kolejnych artykutach (Zak. 4 C i 4 D) dotyczacych izolacji i
wykorzystania szczepow PGPB zdolnych do degradacji ropy naftowej i1 produkeji

biosurfaktantow do wspomagania fitoremediacji gleb skazonych weglowodorami
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ropopochodnymi uzyskano mig¢dzy innymi realizujac projekty badawcze dla miodych
pracownikéw nauki finansowane ze s$rodkéw JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach. W projektach Opracowanie metody wspomagania fitoremediacji gleb skazonych
substancjami ropopochodnymi (2016) oraz Wykorzystanie bakterii produkujgcych zwiqgzki
powierzchniowo czynne i zdolnych do degradacji weglowodorow do wspomaganej
fitodegradacji zwigzkéow ropopochodnych (2013) petilem funkcje kierownika, bytem
odpowiedzialny za przygotowanie wnioskow projektowych, realizacje badan, a takze
przygotowanie publikacji. Wyniki uzyskane w ramach realizacji tych projektow byly rowniez
podstawa do przygotowania wniosku grantowego Analiza ekspresji wybranych genow
bakteryjnych i odpowiedz rosliny podczas wspomaganej bakteriami endofitycznymi
fitoremediacji gleb skazonych weglowodorami ropopochodnymi, w ramach konkursu
SONATA 12, ktory decyzjg numer 2016/23/D/NZ9/01400 uzyskat finansowanie Narodowego
Centrum Nauki w Krakowie. W projekcie tym petni¢ funkcje kierownika i jest on obecnie w
trakcie realizacji. Czg¢$¢ wynikow uzyskanych w ramach realizacji tego projektu, dotyczacych
wykorzystania PGPE i ramnolipidu do wspomagania bio- i fito-remediacji terenow skazonych

weglowodorami ropopochodnymi, opublikowano w czasopiSmie Agronomy (Zal. 4 E).

Praca nr 3
Isolation of hydrocarbon-degrading and biosurfactant-producing bacteria and assessment
their plant growth-promoting traits.

W kolejnej pracy opisano wyniki badan dotyczacych izolacji i charakterystyki szczepow
bakterii pozyskanych z gleby silnie skazonej we¢glowodorami ropopochodnymi pobranej z
okolic rafinerii w Czechowicach-Dziedzicach (Zak. 4 C). Co istotne, gleba ta zostata skazona
kilkadziesigt lat temu, co powoduje, ze jest ona trudng matrycg do usuwania z niej
zanieczyszczen przy pomocy metod biologicznych. W glebach takich, na skutek odparowania
i naturalnie przebiegajacych procesow samooczyszczania (naturalna atenuacja, fitoremediacja)
najtatwiej degradowalne zanieczyszczenia zostaty juz usunigte, a pozostate substancje naleza
do zwigzkow stosunkowo opornych na degradacj¢ mikrobiologiczna.

W celu efektywnej izolacji, bakterie glebowe namnazano wstgpnie w ptynnym podtozu
mineralnym M9 z 1% (v/v) dodatkiem ropy naftowej. Nastepnie hodowlg bakteryjna posiewano
na zestalone agarem podtoze M9 z 1% (v/v) dodatkiem ropy naftowej. Wyizolowane szczepy

identyfikowano nast¢pnie z wykorzystaniem analizy komoérkowych kwasow ttuszczowych
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(FAME) i oprogramowania Sherlock 6.0. Wsrod 42 izolatéw zdolnych do wykorzystywania
ropy naftowej jako jedyne zrodto wegla zdecydowanie dominowaty szczepy Rhodococcus
erythropolis (33). Wyizolowano réwniez szczepy z rodzaju Rahnella (4), Serratia (3) oraz
Proteus (1), a takze jeden izolat, ktorego profil FAME nie wystepowal w bazie TSBA 6.0
programu Sherlock. Dla wszystkich izolatéw uzyskano pozytywny wynik testu oil-spreading,
z czego dla 16 szczepoéw Srednica przejasnienia osiggala warto$¢ powyzej 20 mm. Wyniki
pozostatych testow wykazaly zréznicowane zdolnosci testowanych szczepdéw do produkcji
zwigzkéw powierzchniowo-czynnych. Przyktadowo, jedynie 7 szczepow (CD 106, CD 154,
CD 155, CD 157, CD 158, CD 166 oraz CD 167) obnizato napigcie powierzchniowe podtoza
M9 z dodatkiem ropy (wyjsciowe 70 mN m™) do wartoéci ponizej 60 mN m™. Dwadzieécia
trzy szczepy wykazywaty aktywnos$¢ deaminazy ACC na poziomie wyzszym niz 20 nmol a-
ketomaslanu mg? biatka h™l, a 22 produkowaly wiazace zelazo siderofory. Trzydziesci dwa
szczepy produkowaty auksyne, jednak w bardzo niskich stezeniach (ponizej 2.5 ug IAA mL™
pozywki), a najbardziej efektywny szczep CD 106 uwalnial 13.54 pg IAA mL? pozywki.
Sposrod testowanych szczepdéw jedynie 15 wykazywato aktywnos¢ wszystkich testowanych
mechanizméw bakteryjnego promowania wzrostu ro$lin, przy czym niejednokrotnie
efektywnos¢ danego procesu byla na minimalnym poziomie. W literaturze naukowej, jako
najistotniejsze bakteryjne mechanizmy promowania wzrostu ro$lin, ktore odgrywaja kluczowa
role w rozwoju ro$lin i ich tolerancji stresow srodowiskowych wymienia si¢ zdolnos¢ szczepow
do efektywnej produkcji auksyny, wysoka aktywnos$¢ deaminazy ACC, a takze zdolno$¢ do
lepszego zaopatrywania ro$lin w skladniki odzywcze takie jak zelazo, czy fosfor poprzez
uwalnianie do gleby sideroforow czy kwasow organicznych (Sessitsch i in., 2013). Aktywnos¢
wszystkich kluczowych mechanizmoéw promowania wzrostu roslin zaobserwowano dla
szczepu CD 106, ktory ponadto wykazywal wysoka zdolno$¢ do emulsyfikacji p-ksylenu
(54.3%), obnizal warto$¢ napigcia powierzchniowego podtoza M9 z dodatkiem ropy do
warto$ci ponizej 60 mN m™, a $rednica przejasnienia warstwy ropy po dodaniu medium
pohodowlanego w tescie oil-spreading wynosita powyzej 20 mm. Potencjalng przydatnosé¢
szczepu CD 106 we wspomaganiu fitodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych z gleby
potwierdzity roéwniez wyniki przeprowadzonej analizy gtownych sktadowych (PCA).
Uzyskane rezultaty wskazuja, Ze szczep ten wprowadzony do gleby jako pojedynczy inokulant
lub w konsorcjum z innym/innymi szczepami, a W szczegolnosci aktywnie produkujgcymi

zwiazki powierzchniowo-czynne, moze by¢ przydatnym narzedziem przyspieszajgcym
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biologiczne oczyszczanie gleby, na drodze biodegradacji i/lub wspomaganej fitoremediacji,

gleb skazonych substancjami ropopochodnymi.

Podsumowanie:

e Dominujacym gatunkiem hodowalnej frakcji bakterii zdolnych do degradacji surowej
ropy naftowej w glebie pobranej z okolic rafinerii w Czechowicach-Dziedzicach jest
Rhodococcus erythropolis.

e (lebe pozakorzeniowg zasiedlaja szczepy bakterii wykazujacych aktywnosé
mechanizméw potencjalnie odpowiedzialnych za promowanie wzrostu roslin.
Dodatkowo wiele z nich wykazuje rowniez zdolno$¢ do syntezy biosurfaktantow.

e Gleba historycznie skazona weglowodorami ropopochodnymi moze by¢ zrodtem
szczepOw bakterii o potencjalnym wykorzystaniu we wspomaganiu bio- i fito-
remediacji. Szczepy te jako pojedyncze inokula lub konsorcja szczepdw o
uzupetniajacych si¢ cechach moga by¢ wykorzystane do zwigkszenia efektywnos$ci

biologicznych metod oczyszczania terenéw skazonych.

Pracanr 4
Improvement of phytoremediation of an aged petroleum hydrocarbon-contaminated soil by
Rhodococcus erythropolis CD 106 strain.

Wyniki doswiadczen doniczkowych, w ktorych do wspomagania bio- i fito-remediacji
gleby skazonej substancjami ropopochodnymi zastosowano szczep Rhodococcus erythropolis
CD 106 przedstawiono w Kkolejnej pracy (Zalk 4 D). Eksperyment obejmowat 4 uklady
badawcze: (1) fitoremediacja wspomagana szczepem CD 106, [EP], (I1) bioaugmentacja gleby
szczepem CD 106, [B], (llI) fitoremediacja, [P] oraz (IV) naturalna atenuacja, [S]. W
doswiadczeniach  fitoremediacyjnych ~ zastosowano  glebe  skazong  substancjami
ropopochodnymi, ktorych stezenie wynosito okoto 1%, szczep CD 106 oporny na rifampicyne
oraz zycice trwata (Lolium perenne) odmiang Pearlgreen, Ze wzgledu na historyczne skazenie
gleby zastosowano dtuzszy czas trwania doswiadczenia doniczkowego wynoszacy 210 dni.

Po zakonczeniu doswiadczenia doniczkowego najwigkszy, wynoszacy 31.2%, ubytek
catkowitej zawartosci weglowodoréw ropopochodnych (TPH) obserwowano w uktadzie EP.

Istotnie nizsza redukcje stezenia zanieczyszczen obserwowano w wariantach B oraz P, w
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ktorych zawartos¢ TPH w glebie zmniejszylta si¢ odpowiednio o 18.7 oraz 16.8%. Ze wzgledu
na specyfike skazenia w testowanej glebie, ubytek TPH w uktadzie S wynosit jedynie 3.7%.
Whprowadzony do gleby szczep charakteryzowat si¢ wysoka przezywalnoscia. W czasie trwania
eksperymentu obserwowano stopniowy spadek liczby komorek szczepu CD 106 w glebie, przy
czym w poczatkowych tygodniach po inokulacji wigkszy spadek obserwowano w uktadzie B,
w porownaniu z EP. Moglo to by¢ zwigzane z ,,ochronng” rolg ryzosfery, ktora jest
srodowiskiem bogatym w tatwo dostepne sktadniki odzywcze, dzigki czemu mikroorganizmy
w mniejszym stopniu wykorzystuja zanieczyszczenie jako zrodlo wegla i energii. Jednak duza
liczba mikroorganizméow zdolnych do produkcji zwigzkéw powierzchniowo-czynnych
zasiedlajacych ryzosfere, a takze sama roslina moga si¢ réwniez przyczynia¢ do gwattownego
zwigkszenia biodostepnosci toksycznych zanieczyszczen w glebie. Wynikajace z tego
pogorszenie si¢ warunkow srodowiskowych w uktadzie EP moze wptywa¢ hamujgco na tempo
namnazania si¢ mikroorganizméw w tej glebie, co moglo by¢ przyczyng wyzszej
przezywalnos$ci szczepu CD 106 w uktadach B, w kolejnych punktach czasowych. Po 30
tygodniach inkubacji liczba opornych na rifampicyne komoérek szczepu CD 106 w uktadzie B
wynosila okoto 3.5 x 10*j.t.k. g s.m. gleby i byta okoto dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu z
gleba EP. Statystycznie istotny wyzszy ubytek TPH w uktadach EP, w poréwnaniu z uktadem
P byt skorelowany z istotnie wyzsza biomasa roslin traktowanych szczepem CD 106.
Wykazano, iz biomasa czeSci nadziemnych 1 korzeni roslin podlewanych testowanym
szczepem byla odpowiednio o 49 i 30% wigksza w porownaniu z roslinami kontrolnymi.
Rosdliny o wigkszej biomasie moga pobiera¢ i1 akumulowaé wigcej zanieczyszczen
organicznych, dodatkowo rosliny takie moze zasiedla¢ wigcej endofitéw zdolnych do
degradacji substancji ropopochodnych. Réwniez wigksza biomasa, a co za tym idzie wigksza
powierzchnia korzeni przyczynia si¢ do powigkszenia bogatej w mikroorganizmy strefy
ryzosferowej. Analiza profili fosfolipidowych kwasow ttuszczowych (PLFA) wykonywana w
czasie trwania eksperymentu, potwierdzona analiza gtoéwnych sktadowych (PCA), wykazata
tymczasowy charakter zmian w strukturze mikroorganizmow zasiedlajagcych oczyszczang
glebe, po wprowadzeniu testowanego szczepu. Potwierdzono réwniez istotny udziat ro§liny w
zwigkszaniu liczby mikroorganizméw w glebie (efekt ryzosferowy). Po 4 tygodniach hodowli
ro$lin, w glebie ryzosferowej stwierdzono statystycznie wigkszg ilos¢ PLFA (19.1 nmol PLFA
g!ls.m. gleby) w poréwnaniu z gleba bez roslin (15.7 nmol PLFA g*s.m. gleby). Wyniki te

potwierdzity duzy potencjal szczepu CD 106 do przyspieszania degradacji zanieczyszczen W

17



Autoreferat Tomasz Ptociniczak

procesach bioremediacji, a takze zwickszania biomasy roslin w czasie wspomaganej

fitoremediacji gleby historycznie skazonej.

Podsumowanie:

e Sposréd stosowanych technik biologicznego oczyszczania gleb skazonych
substancjami ropopochodnymi najwigksza skutecznos$¢ wykazywala fitoremediacja
wspomagana szczepem Rhodococcus erythropolis CD 106.

e Powolny przebieg naturalnej atenuacji potwierdza fakt, iz gleba historycznie skazona
substancjami ropopochodnymi jest trudng matryca do oczyszczania z zastosowaniem
metod biotechnologicznych.

¢ Inokulacja szczepu CD 106 do gleby, z ktorej zostat on uprzednio wyizolowany sprzyja
wysokiej przezywalnosci szczepu w czasie trwania eksperymentu doniczkowego.
Jednoczesnie zmiany w strukturze zespotow mikroorganizmow autochtonicznych
powodowane inokulacja gleby szczepem CD 106 mialy charakter zmian
krotkotrwatych.

e Zastosowanie zycicy trwalej wraz ze zdolnym do degradacji weglowodorow
ropopochodnych i1 produkcji biosurfaktantow szczepem PGPB Rhodococcus
erythropolis CD 106 jest efektywnym narzedziem do oczyszczania gleb skazonych
substancjami ropopochodnymi.

Pracanr 5
Comparative study on multiway enhanced bio- and phytoremediation of aged petroleum-

contaminated soil.

W oméwionych wezesniej pracach (nr 3 i 4) wykazano przydatnos$¢ szczepow bakterii,
gtéwnie z rodzaju Rhodococcus, wyizolowanych z gleby silnie skazonej weglowodorami
ropopochodnymi do wspomagania bio- i fito-remediacji tych gleb. W omawianej pracy badano
przydatnos¢ endofitycznego szczepu Rhodococcus erythropolis CDEL254 wyizolowanego z
tkanek zycicy trwatej (Lolium perenne) rosngcej na terenach silnie skazonych weglowodorami
do wspomagania procesow biologicznego oczyszczania gleby (Zal. 4 E). Szczep ten
degradowal rope naftowa, produkowal zwiagzki powierzchniowo-czynne oraz wykazywat

aktywnos$¢ kluczowych mechanizméw promowania wzrostu ros$lin. W warunkach
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laboratoryjnych szczep CDEL254 uwalnial 242 nmol a-ketomaslanu mg? biatka h™! oraz
produkowat 32 pg IAA w przeliczeniu na mL™ pozywki. Dodatkowo szczep ten wykazywat
zdolno$¢ do uwalniania amoniaku, rozpuszczania fosforanu trojwapniowego i produkcji kwas
cyjanowodorowego. Na potencjat testowanego szczepu do kolonizacji tkanek roslinnych
wskazywaty zdolno$¢ do produkeji celulazy oraz jego ruchliwosé.

W  doswiadczeniach doniczkowych wykorzystano glebe historycznie skazong
weglowodorami ropopochodnymi, ktérych stezenie w przeliczeniu na kg™ s.m. gleby wynosito
okoto 2.5%. Przygotowano 12 uktadow badawczych obejmujacych bio- i fito-remediacje
wspomagang zywym (bioaugmentacja) lub martwym (biostymulacja) szczepem CDEL254,
oraz ramnolipidem, w stezeniu 5 ug g s.m. gleby, a takze uktady kontrolne. Kontrole stanowity
uktady, w ktoérych rosliny nie byly traktowane zawiesing zywych lub martwych bakterii i
ramnolipidem (fitoremediacja), a takze nietraktowana gleba bez ro$lin (naturalna atenuacja). W
badaniach wstgpnych wykazano, iz roztwor ramnolipidu w steZzeniu stosowanym w
doswiadczeniach doniczkowych nie hamowat wzrostu roslin oraz namnazania szczepu
CDEL254 w glebie nieskazonej. W celu §ledzenia przezywalnosci wprowadzonego szczepu w
glebie oraz oceny jego zdolnosci do kolonizacji tkanek zycicy w czasie trwania eksperymentu,
do inokulacji wykorzystano oporne na rifampicyne, spontaniczne mutanty szczepu CDEL254
o takich samych wlasciwosciach biochemicznych jak szczep wyjSciowy.

Najwieksza stymulacje §wiezej masy czesci nadziemnych obserwowano w uktadzie, w
ktorym stosowano zawiesing zywego szczepu CDEL254 i byla ona wyzsza o 27% w
poréwnaniu z nieinokulowang kontrolg. Sam ramnolipid, jak rowniez ramnolipid wprowadzony
réwnoczesnie z zywymi komorkami CDEL254 powodowal zmniejszenie $§wiezej masy czgsci
nadziemnych ro$lin o okoto 8% w obu tych uktadach w stosunku do roslin kontrolnych.
Najwigkszy przyrost biomasy korzeni obserwowano w uktadach bez biosurfaktantu, w ktérych
stosowano zawiesing zywych lub martwych komorek testowanego szczepu, a $wieza masa
korzeni takich roslin byta odpowiednio o 43.6 1 40.2% wigksza w poroéwnaniu z korzeniami
ro$lin kontrolnych. Wprowadzenie samego ramnolipidu powodowato istotne statystycznie,
wynoszace 19%, zmniejszenie biomasy korzeni w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.

Najwickszy ubytek zawartosci TPH obserwowano w uktadzie traktowanym zywym
szczepem oraz ramnolipidem i wynosit on 31.1% po 112 dniach inkubacji. Jednak wynik ten
nie byt istotnie statystycznie wyzszy od rezultatow uzyskanych dla pozostatych uktadow
badawczych, z wyjatkiem naturalnej atenuacji (14.2%), fitoremediacji (17.4%) oraz gleby

traktowanej zawiesing martwych komorek (16.3%). W fitoremediacji wspomaganej szczepem
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CDEL254, jego obecnos¢ w glebie stwierdzano, az do konca trwania eksperymentu, podczas
gdy w glebie bez ro$lin, zywe komorki szczepu CDEL254 izolowano do 60 dnia
(bioaugmentacja z dodatkiem ramnolipidu) oraz 90 dnia (bioaugmentacja). Stosowany szczep
kolonizowatl zarowno korzenie, jak i czg¢$ci nadziemne zycicy trwalej, jednak efektywniejszg i
dluzej trwajaca kolonizacje¢ obserwowano w ukladzie, w ktorym oprécz zywego szczepu
stosowano réwniez ramnolipid. U roslin z tego uktadu obecno$¢ komorek szczepu CDEL254
obserwowano w czg¢$ciach nadziemnych do 60 dnia trwania eksperymentu, a w korzeniach az
do konca jego trwania. W uktadzie, w ktorym stosowano jedynie testowany szczep kolonizacja
korzeni 1 czg$ci nadziemnych miata charakter okresowy, a zywe komorki testowanego szczepu
obserwowano w tych cz¢sciach odpowiednio do 60 1 30 dnia inkubacji.

W kolejnym etapie badan oceniano wptyw zastosowanych uktadoéw na liczbe kopii genu
16S rRNA w glebie. Dwadzie$cia cztery godziny po wprowadzeniu zywych lub martwych
komorek CDEL254 oraz ramnolipidu najnizsza liczbg kopii genu 16S rRNA obserwowano we
wszystkich uktadach bez ro$lin, do ktéorych wprowadzano roztwoér ramnolipidu. Ich
odpowiednie warianty w grupie do§wiadczen fitoremediacyjnych charakteryzowaty si¢ istotnie
statystycznie wigksza liczbg kopii badanego genu, co wskazywato na istotng role roslin w
tagodzeniu stresu wywolanego prawdopodobnie gwattownym zwigkszeniem biodostgpnosci
zanieczyszczen ropopochodnych po dodaniu roztworu ramnolipidu do gleby. W pozostatych
uktadach badawczych, z wyjatkiem naturalnej atenuacji, do ktérych ramnolipid nie byl
wprowadzany liczba kopii genu 16S rRNA byta porownywalna i istotnie statystycznie wigksza
niz w uktadach z biosurfaktantem. Podobna tendencj¢ obserwowano rowniez po 112 dniach
eksperymentu doniczkowego, co wskazuje, ze prowadzone zabiegi majace na celu zwigkszenie
efektywnosci procesow bio- i fito-remediacji wywotaty trwate zmiany w liczbie kopii genu 16S

rRNA, co przektada si¢ rOwniez na liczebnos¢ bakterii zasiedlajagcych oczyszczane gleby.
Podsumowanie:
e Endofityczny szczep Rhodococcus erythropolis CDEL254, zdolny do degradacji
weglowodoréw ropopochodnych, produkcji biosurfaktantow i1 promowania wzrostu

roslin istotnie wspomaga procesy bio- i fito-remediacji terenow silnie skazonych

weglowodorami ropopochodnymi.
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Po wprowadzeniu do gleby, szczep CDEL254 charakteryzowat si¢ duza
przezywalno$cig w tym srodowisku oraz kolonizowat zycice trwala, przy czym dodatek
ramnolipidu zwigkszat efektywnos¢ kolonizacji.

Woprowadzenie do gleby ramnolipidu w stezeniu 5 pg g s.m. gleby nie zwickszato
istotnie statystycznie efektywnosci bio- i fito-remediacji wspomaganej zywymi lub
martwymi komoérkami szczepu CDEL 254, a miato negatywny wplyw na biomase
ro$lin.

Zastosowanie ramnolipidu powodowato istotne statystycznie obnizenie liczby kopii
genu 16S rRNA w glebie, przy czym najwigkszy, w stosunku do kontroli, spadek liczby
kopii tego genu obserwowano w uktadach, w ktorych nie hodowano roslin. Tendencja
ta miata trwaly charakter i byla obserwowana takze w ostatnim dniu trwania

eksperymentu.

Whnioski z przeprowadzonych badan:

Metalooporne szczepy bakterii endofitycznych mogg by¢ skutecznym czynnikiem
zwigkszajacym efektywnos$¢ fitoekstrakcji metali cigzkich z gleby.

Podczas  fitoekstrakcji  wspomaganej metaloopornymi  szczepami  bakterii
endofitycznych efektywna rekolonizacja tkanek roslinnych nie jest niezbgdna do
uzyskania wysokiej efektywnos$ci usuwania zanieczyszczen.

Wybrane szczepy bakterii endofitycznych izolowanych z lepnicy rozdetej nie sa
specyficzne wzgledem gospodarza roslinnego 1 moga wspomagac fitoekstrakcje metali
cigzkich z zastosowaniem innej rosliny.

Gleba skazona substancjami ropopochodnymi, a takze tkanki roslin rosngcych w tym
srodowisku, sg zrodlem szczepow przydatnych do wspomagania fitoremediacji gleb
skazonych, a szczeg6lnie cenne sg te, ktore wykazuja zdolnos¢ do promowania wzrostu
ro$lin, degradacji weglowodordéw oraz produkcji zwigzkow powierzchniowo-czynnych.
Szczepy wykorzystane w  doswiadczeniach charakteryzowaly sie  wysoka
przezywalno$cig po wprowadzeniu do gleby 1 powodowaty jedynie krotkotrwate
zmiany w strukturze zespotow mikroorganizmoéw ryzosferowych i endofitycznych.
Wprowadzenie ramnolipidu do gleby historycznie skazonej, poprzez gwattowne

zwigkszenie biodostepnosci zanieczyszczen ropopochodnych w glebie, moze
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powodowac¢ efekt toksyczny w stosunku do glebowych mikroorganizmow
autochtonicznych 1 roslin.

e W celu doktadniejszego poznania interakcji pomig¢dzy mikroorganizmami a roslinami
W czasie wspomaganej fitoremediacji niezbgdne jest stosowanie metod molekularnych,
takich jak metagenomika, metabolomika oraz transkryptomika, co jest przewidziane w
kolejnych doswiadczeniach z tego tematu.

e Wyniki otrzymane w ramach realizacji badan podstawowych sa przydatne do

opracowania aplikacyjnych zastosowan w biotechnologii srodowiska.
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Omowienie pozostalych osiggnieé naukowo-badawczych

Od momentu zatrudnienia na etacie asystenta naukowo-dydaktycznego w Katedrze
Mikrobiologii moje zainteresowania badawcze skupiaja si¢ wokot tematyki fitoremediacji
terenow skazonych metalami cigzkimi 1 substancjami ropopochodnymi, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wykorzystania bakterii promujacych wzrost roslin (PGPB) do wspomagania

tych procesow. Podczas studiow doktoranckich realizowatem grant promotorski Bakterie jako
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czynniki zwiekszajgce efektywnosé fitoekstrakcji metali ciezkich z gleby pod kierunkiem prof.
dr hab. Zofii Piotrowskiej-Seget, a uzyskane wyniki byly podstawg przygotowania rozprawy
doktorskiej zatytulowanej Wspomaganie fitoekstrakcji metali ciezkich przez metalooporne
szczepy bakterii z rodzajow Brevibacterium, Enterobacter i Pseudomonas. W pracy doktorskiej
wykazatem, iz wybrane metalooporne szczepy bakterii glebowych, nalezace do rodzajow
Brevibacterium, Enterobacter i Pseudomonas wykazujg aktywno$¢ mechanizmow potencjalnie
przydatnych do promowania wzrostu roslin. Szczepy te, po wprowadzeniu do gleby, istotnie
wspomagaly wzrost ros$lin, pobieranie i akumulacj¢ metali cigzkich przez gorczyce biala
(Sinapis alba). Potwierdzono rowniez, iz wprowadzone do gleby szczepy przezywaly w tym
srodowisku przez 28 dni do§wiadczenia doniczkowego, dodatkowo wykazano, ze inokulacja
bakterii do gleby powodowata jedynie krotkotrwate zmiany w  strukturze zespotow
mikroorganizméw glebowych. Wyniki uzyskane podczas realizacji badan do pracy doktorskiej
stanowily podstaweg do przygotowania dwoch artykutéw naukowych opublikowanych w
Applied Soil Ecology (2013, 63, 1-7) oraz Chemosphere (2013, 91, 1332-1337).

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora kontynuowatem badania w zakresie
fitoremediacji wspomaganej PGPB, a moje zainteresowania badawcze poszerzylem o bakterie
endofityczne, zarowno metalooporne, jak i zdolne do degradacji substancji ropopochodnych.
Realizujac grant Odpowiedz rosliny i endofitycznych zespolow bakterii na inokulacje gleby
metaloopornymi endofitami o zdolnosciach promowania wzrostu roslin, Kierowany przez prof.
dr hab. Zofi¢ Piotrowska-Seget, kontynuowalem badania z wykorzystaniem szczepu
Brevibacterium casei MH8a, ktore wykazaty duzy potencjat tego szczepu do kolonizacji
wnetrza roslin, pomimo tego, iz zostal on wyizolowany z gleby. Wyniki te uzupetnily
charakterystyke tego szczepu wykonang wczesniej w ramach pracy doktorskiej 1 zostaly
opublikowane w czasopismie Frontiers in Plant Science (2016, 7:101, 1-10). W ramach
projektu pozyskalem réwniez nowe szczepy metaloopornych bakterii endofitycznych z tkanek
lepnicy rozdetej (Silene vulgaris) i dokonalem ich charakterystyki biochemicznej m.in. pod
katem aktywno$ci mechanizmow odpowiedzialnych za promowanie wzrostu roslin. Wybrane
szczepy Proteus vulgaris H7, Pseudomonas sp. H15 oraz Pseudomonas helmanticensis H16
wykorzystatem w badaniach doniczkowych, a dla szczepu H15 §ledzitem takze wptyw jego
inokulacji do gleby na strukturg¢ zespotow bakterii ryzo- i endo-sfery gorczycy bialej w czasie
wspomaganej fitoremediacji. Uzyskane wyniki opublikowatem w dwoch artykutach
naukowych w czasopismach Chemosphere (2019, 219, 250-260) oraz Ecotoxicology and
Environmental Safety (2020, 194:110434, 1-9).
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Badania dotyczace izolacji i charakterystyki bakterii endofitycznych prowadzilem
roOwniez we wspotpracy z dr Malgorzatg Pawlik, a obejmowaty one pozyskanie zdolnych do
degradacji substancji ropopochodnych endofitow promujacych wzrost roslin z zycicy trwalej
(Lolium perenne). Uzyskane wyniki wykazaty, iz rosngca na terenie silnie skazonym
substancjami ropopochodnymi zycica trwata jest zrodiem bakterii endofitycznych o
pozadanych cechach, ktére mogg by¢ wykorzystane do wspomagania procesow fitoremediacji.
Wyniki te opublikowano w czasopiSmie Chemosphere (2015, 117, 40-46). Uczestniczytem
réwniez w badaniach prowadzonych pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Hrynkiewicz z
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, ktére obejmowaty izolacj¢ oraz biochemiczng 1
genetyczng charakterystyke bakterii endofitycznych izolowanych z halofitow - astra solnego i
solirodu zielnego. Istotnym elementem tych prac byla rowniez charakterystyka struktury
zespotow mikroorganizmow endofitycznych, tych ro$lin, ktora przeprowadzilem z
wykorzystaniem analizy fosfolipidowych kwasow thuszczowych (PLFA). Wyniki tych prac
zostaly opublikowane w dwoch artykutach zamieszczonych w czasopismie Microbiological
Research (2016, 182, 68-79 oraz 192, 37-51).

Zdolne do degradacji weglowodorow ropopochodnych bakterie endofityczne
promujace wzrost roslin wykorzystuje réwniez realizujac projekt Sonata 12, ktérego jestem
kierownikiem. W ramach projektu wyizolowatem bakterie endofityczne z jastruna wtasciwego
(Leucanthemum vulgare), poziomki pospolitej (Fragaria vesca), brzozy brodawkowatej
(Betula pendula), jastrzgbca wysokiego (Hieracium piloselloides) oraz zycicy trwatej (Lolium
perenne) rosnacych na terenie silnie skazonym substancjami ropopochodnymi w
Czechowicach-Dziedzicach. Po dokonaniu charakterystyki biochemicznej, obejmujacej
okreslenie aktywnos$ci mechanizmoéw promowania wzrostu roslin, a takze zdolnosci do syntezy
zwigzkoOw powierzchniowo-czynnych, wybrane szczepy wykorzystuje w doswiadczeniach
doniczkowych, a pozyskany material ro$linny wykorzystany zostanie do analiz
transkryptomicznych. W ramach tego projektu przygotowatem artykut Comparative study on
multiway enhanced bio- and phytoremediation of aged petroleum-contaminated soil, ktory
zostal opublikowany w czasopismie Agronomy (2020, 10, 947, 1-20).

W dalszym ciggu prowadze i uczestnicz¢ w badaniach bio- i fito-remediacyjnych z
zastosowaniem szczepow glebowych. Zdolne do degradacji zwigzkéw ropopochodnych
szczepy Rhodococcus erythropolis, wykazujace aktywno$¢ mechanizméw promowania
wzrostu ros$lin, wyizolowane w ramach badan, ktorych wyniki opublikowano w Journal of

Environmental Management (2016, 168, 175-184) wykorzystywano w doswiadczeniach
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bioremediacyjnych (Ecotoxicology and Environmental Safety, 2019, 169, 615-622) oraz
fitoremediacyjnych (International Journal of Phytoremediation, 2017, 19, 614-620). Uzyskane
wyniki wskazuja na bardzo duzy potencjat tych szczepéw do wspomagania biologicznych
procesOw usuwania zanieczyszczen ropopochodnych z gleby.

Do glownego nurtu moich zainteresowan badawczych nalezy réwniez zagadnienie
zwigzane z analizg zespotow mikroorganizmoéw glebowych i endofitycznych, do czego
wykorzystywatem analiz¢ komorkowych kwasow thuszczowych (FAME, ang. fatty acid methyl
ester), fosfolipidowych kwasow thuszczowych (PLFA, ang. phospholipid fatty acid),
elektroforeze w gradiencie czynnika denaturujacego (DGGE, ang. Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis), a w ostatnim okresie takze sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS, ang.
Next Generation Sequencing). Wyniki prac dotyczacych tego zagadnienia opublikowano w
szeregu artykutow naukowych w czasopismach: Water Air and Soil Pollution (2011, 214, 205-
218); Applied Soil Ecology (2013, 63, 1-7); Journal of Soils and Sediments (2013, 13, 1430-
1438); Microbiological Research (2016, 182, 68-79 oraz 192, 37-51); Frontiers in Plant
Science (2016, 7:101, 1-10); Talanta, (2016, 160, 148-156); International Journal of
Phytoremediation (2017, 19, 614-620); PLoS One (2017, 12(11):e0187852, 1-18); Water Air
and Soil Pollution (2018, 229:13, 1-13) oraz Ecotoxicology and Environmental Safety (2019,
169, 615-622 i 2020, 194:110434, 1-9).

Do moich zainteresowan badawczych naleza rdéwniez zagadnienia zwigzane z
fizjologiczna odpowiedzig roslin na wprowadzenie do gleby PGPB/PGPE, obecnos¢
zanieczyszczen, czy stres suszy. Do badan tych wykorzystuje chromatografi¢ gazowa (GC-
FID, ang. gas chromatography coupled with flame ionization detector), chromatografi¢ gazowa
sprzezong ze spektrometrig mas (GCMS, ang. gas chromatography coupled with mass
spectrometry), a takze wysokosprawng chromatografie cieczowa (HPLC, ang. high-
performance liquid chromatography). Technik¢ HPLC wykorzystywalem do oznaczenia
zawartosci kwasu abscysynowego u roslin poddanych stresowi suszy. Wyniki tych badan
prowadzonych we wspolpracy z dr Agatg Daszkowska-Golec z Wydziatu Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach opublikowano w Frontiers in Plant Science (2017,
8:942, 1-24), a takze w artykule Daszkowska-Golec A., Skubacz A., Sitko K., Stota M.,
Kurowska M., Szarejko 1. 2018. Mutation in barley ERA1 (Enhanced Response to ABA1) gene
confers better photosynthesis efficiency in response to drought as revealed by transcriptomic
and physiological analysis opublikowanym w Environmental and Experimental Botany, 148,

12-26. We wspotpracy z dr Daszkowska-Golec, metoda GCMS, uzyskatem réwniez profile
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woskow jeczmienia i rzodkiewnika pospolitego, a takze ich mutantow w genie CBP20 (Cap-
Binding Protein 20), ktore wykazaty, iz wyzsza odporno$¢ mutantdw na susze jest zwigzana z
wicksza depozycja woskow i ich odmiennym sktadem w porownaniu do typoéw dzikich. Wyniki
tych analiz zamieszczono w artykule Cuticular waxes - a shield of barley mutant in CBP20
(Cap-Binding Protein 20) gene when struggling with drought stress, ktory zostat
zaakceptowany do publikacji w czasopismie Plant Science (2020, w druku, DOI:
10.1016/j.plantsci.2020.110593).

Plany badawcze:

W najblizszej perspektywie czasowe] planuje kontynuowaé badania dotyczace
interakcji pomiedzy mikroorganizmami a roslinami w czasie wspomaganej fitoremediacji.
Badania te prowadzone bg¢da na poziomie fizjologicznym i molekularnym. Szczegoélnie
interesujacym mnie zagadnieniem sg mechanizmy odpowiedzi ro$liny na wprowadzane
szczepy, dzieki ktorym dochodzi do zwigkszenia efektywnosci pobierania metali i degradacji
substancji organicznych. Do oznaczen wybranych metabolitow roslinnych (np. glutationu,
kwasu abscysynowego, proliny) wykorzystywal bede wysokosprawng chromatografie
cieczowa sprzezong ze spektrometria mas (HPLC-MS). Planuje roéwniez oznaczenia
enzymatyczne (np. aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych), a takze analize transkryptomu
roslinnego z wykorzystaniem techniki mMRNA-Seq. Cz¢$¢ z tych analiz jest przewidziana do

wykonania w projekcie SONATA12, ktory jest obecnie w trakcie realizacji.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowa realizowang w wiecej niz jednej

uczelni lub instytucji naukowej, w szczegdlnosci zagraniczne;j.

Wspoétprace z prof. Martinem Romantschukiem (Zal. 6 A str. 1) i dr. Aki Sinkkonenem
(Zal. 6 B) z Uniwersytetu w Helsinkach w Finlandii rozpoczatem w 2008 roku, w ktoérym
uzyskatem mozliwo$¢ wyjazdu na 3-miesi¢czne praktyki w zagranicznej instytucji naukowe;j
w ramach programu LLP-Erasmus. Praktyki te odbywatem w Department of Ecology and
Environmental Sciences w Lahti. W czasie praktyk nauczylem si¢ wybranych technik biologii
molekularnej, a w szczegdlnosci metody elektroforezy w gradiencie czynnika denaturujgcego
(DGGE), ktéra z powodzeniem stosowalem w badaniach po powrocie do Polski. Wyniki

uzyskane przeze mnie w czasie praktyk wykorzystano w pracy naukowej Kauppi S.,
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Romantschuk M., Strommer R., Sinkkonen A. 2012. Natural attenuation is enhanced in
previously contaminated and coniferous forest soils. Environmental Science and Pollution
Research, 19, 53-63, czego potwierdzenie znajduje si¢ w sekcji Acknowledgments w/w
artykutu (Zal. 6 C). W trakcie pierwszego pobytu w Lahti wykonatem takze analizy, ktorych
wyniki zamie$citem w przygotowanym we wspotpracy z prof. Romantschukiem 1 dr.
Sinkkonenem manuskrypcie opublikowanym w Applied Soil Ecology (63, 1-7) (Zal. 6 D). W
2009 na zaproszenie dr. Sinkkonena odbytem 2-miesi¢czny staz naukowy, w czasie ktorego
wykonywatem analizy molekularne, a takze uczestniczylem w planowaniu i przeprowadzaniu
eksperymentow bioremediacyjnych. W czasie tego stazu zapoznatem si¢ rowniez z technikami
wysokosprawnej chromatografii cieczowej 1 chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrem mas. Wyniki prowadzonych przeze mnie analiz zostaty opublikowane w
czasopismie Journal of Soils Sediments (13, 1430-1438) (Zal. 6 E) i zaprezentowane na
konferencji ISME 14 — The power of the small. The 14™ International Symposium on Microbial
Ecology, Kopenhaga, Dania w 2012 roku.

W 2011 roku zostalem ponownie zaproszony przez prof. Romantschuka do
uczestnictwa w badaniach realizowanych w ramach projektu LIMES (Limits of microbial
evolution in soil), finansowanego przez Academy of Finland. W czasie 4-miesi¢cznego pobytu
w Department of Environmental Sciences w Lahti uczestniczylem w planowaniu i realizacji
doswiadczen bioremediacyjnych gleb skazonych zanieczyszczeniami organicznymi, a takze
przeprowadzalem badania majace na celu okreslenie bioréznorodnosci mikroorganizméw
zasiedlajacych gleby zanieczyszczone metalami cigzkimi. Wyniki prowadzonych do$wiadczen
bioremediacyjnych opublikowano w dwoch czasopismach: PLoS ONE (12(11):e0187852, 1-
18) oraz Water Air and Soil Pollution (229:13, 1-13) (Zal. 6 F i 6 G).

Efektem wieloletniej wspotpracy z naukowcami z Department of Environmental
Sciences w Lahti jest rowniez artykut dotyczacy przezywalnosci wprowadzonego do gleby
ryzosferowego szczepu Brevibacterium casei MHS8a i jego zdolnosci do kolonizacji roslin w
czasie wspomaganej fitoremediacji gleb skazonych, ktory zostat opublikowany w Frontiers in
Plant Science (7:101, 1-10) (Zal. 6 H).

W kolejnych latach wraz z dr. Sinkkonenem i prof. Romantschukiem podejmowatem
proby pozyskania $rodkow na realizacj¢ badan w ramach programoéw finansowanych ze
srodkéw Unii Europejskiej: Joint Programming Initiatives Water Challenges for a Changing
World Agriculture, Food Security and Climate Change, 2016 (projekt Monitoring and reducing
impacts of agrochemical contaminants), ForestValue — Innovating the forest-based
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bioeconomy, 2017 (projekt Innovative Microbiological, Immunomodulatory and Biochemical
Concepts of Forest-Based Products) oraz Interreg Regionu Morza Battyckiego w osi
priorytetowej 2: Efektywne zarzgdzanie zasobami naturalnymi, 2019 (projekt Comprehesive
Baltic Sea pollution reversion initiative). W tym czasie zajmowalem si¢ roéwniez
organizowaniem przyjazdow zaréwno prof. Romantschuka, jak i1 dr. Sinkkonena na Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. W czasie ich wizyt, w
trakcie spotkan naukowych, wielokrotnie prezentowatem wyniki prowadzonych przez siebie, a
takze we wspolpracy z prof. Romantschukiem i dr. Sinkkonenem badan.

W listopadzie 2019 roku w ramach wspotpracy z prof. Romantschukiem pekitem
funkcj¢ eksperta zewnetrznego w ramach projektu Nanorauta (fin. nanozelazo) - Combinations
of nZVI, biostimulation, and electrokinetics in laboratory and field scale enabling profitable
business for local remediation entrepreneurs w Lahti, gdzie wygtositem wyktad Biosurfactant-
producing bacteria in the bioaugmentation of soils contaminated with petroleum compounds.

Jednoczesnie nie ustaje w probach pozyskania srodkéw na prowadzenie badan
naukowych, we wspotpracy z naukowcami z Finlandii. W kwietniu 2020 roku ztozony zostat
wniosek projektowy w ramach programu Horizon 2020 (tytut projektu: Novel
Phytoremediation Strategies Integrating Ecorestoration and Clean Biofuel Production, numer
wniosku 101006938) finansowanego przez Komisj¢ Europejska. Wraz z prof. dr hab. Zofig
Piotrowskg-Seget, liderem drugiego zadania badawczego, we wspotpracy z prof.
Romantschukiem, inicjatorem przygotowania wniosku i koordynatorem Dr. Panagiotisem
Kougiasem z Soil and Water Resources Institute (SWRI) opracowatem cze$¢ wniosku
projektowego dotyczaca oczyszczania terenow skazonych z zastosowaniem fitoremediacji

wspomaganej mikroorganizmami promujgcymi wzrost roslin.

6. Informacja o osiagnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych naukg.

Od chwili zatrudnienia na stanowisku asystenta naukowo-dydaktycznego w 2005 roku
realizuje zajecia laboratoryjne ze studentami studiow I i II stopnia z zakresu mikrobiologii
ogo6lnej, mikrobiologii srodowiskowe;j i1 biotechnologii. Od grudnia 2012 roku, po przejsciu na
etat adiunkta naukowo-dydaktycznego, prowadz¢ rowniez wyktady w ramach modutow:
Podstawy biotechnologii, Biotechnologia mikroorganizmow, Metody biotechnologiczne w

ochronie srodowiska oraz Biotechnologia roslin. W latach 2012-2013 dla doktorantéow WBiOS
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w ramach studiow doktoranckich Advanced Methods in Biotechnology and Biodiversity
prowadzitem anglojezyczne zajecia Techniques for biodiversity of soil microorganisms.

Od roku 2010 petnitem rolg promotora 17 prac licencjackich, a takze sprawowalem
opieke merytoryczng nad 11 magistrantami, ktérych promotorem byla prof. dr. hab. Zofia
Piotrowska-Seget. Bytem rowniez recenzentem pracy licencjackiej, a takze cztonkiem komisji
w czasie egzaminOw licencjackich 1 magisterskich.

W roku 2017 na zaproszenie prof. Rauni Strommer petnitem funkcj¢ recenzenta pracy
magisterskiej Comparison of volatile PAH concentrations in urban and rural areas in Pdijt-
Hdme autorstwa Heli K. Vari, a wykonanej pod kierownictwem naukowcow z Katedry Nauk o
Srodowisku Uniwersytetu Helsinskiego w Lahti (Aki Sinkkonen, Anna-Lea Rantalainen i
Anirudra Parajuli).

W ramach projektu UPGOW (Uniwersytet Partnerem Gospodarki Opartej na Wiedzy)
finansowanego ze S$rodkow Unii Europejskiej bylem wspotautorem dwoch kurséw e-
learningowych: Wykorzystanie mikroorganizméw w ochronie Srodowiska (2009) oraz
Mikrobiologia srodowiskowa (2013) umieszczonych na platformie Moodle Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach. Kursy te wciaz sa popularne wéréd studentow i sa wykorzystywane
jako zrodto informacji niezbednych do realizacji wielu modutéw zwigzanych z biotechnologia
srodowiska. W ramach projektu ATRINBIOTECH — Atrakcyjna i Innowacyjna Biotechnologia
przygotowatem autorski program 1 prowadzitem zajecia laboratoryjne oraz wyktady z
przedmiotu Ekologia mikroorganizmoéow. W latach 2018-2019 w ramach projektu Innovative
Start, wspotfinansowanego ze srodkow Unii Europejskiej przygotowatem i prowadzitem
autorski kurs: Warsztaty aparaturowe z zakresu chromatografii. Projekt ten mial na celu
podniesienie kompetencji zawodowych studentéow Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w odpowiedzi na oczekiwania przysztych pracodawcow.

Jednocze$nie staram si¢ w sposob ciagly podnosi¢ swoje kompetencje dydaktyczne
poprzez udziat w kursach organizowanych m.in. w ramach projektu SWAN — Szkolnictwo
Wyzisze Atrakcyjne i Nowoczesne — Podnoszenie kompetencji dydaktycznych kadry
akademickiej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

Ukonczylem nastepujace kursy i szkolenia:

. kurs: Wystapienia i prezentacje w jezyku angielskim, 2019

. certyfikowane szkolenie: Tutor Il stopnia, 2018

. certyfikowane szkolenie: Tutor | stopnia, 2017

. certyfikowane szkolenie: Grywalizacja jako narzadzie w edukacji akademickiej, 2017
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W 2018 roku bylem tutorem lic. Natalii Ptaszek, w ramach projektu Tutornig dla
najlepszych studentéw Uniwersytetu Slaskiego. W ramach tego projektu studentka realizowata
badania, a takze analizowala otrzymane wyniki. Efektem tych aktywnos$ci jest publikacja
Comparative study on multiway enhanced bio- and phytoremediation of aged petroleum-
contaminated soil przygotowana pod moim kierunkiem.

Staram si¢ roOwniez nieustannie podnosi¢ swoje kompetencje w zakresie obstugi
aparatury i oprogramowania. Poniewaz w swoich badaniach w coraz szerszym zakresie
korzystam z technik chromatografii cieczowej (HPLC) i gazowej (GC), a takze chromatografii
gazowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas (GCMS), w celu podniesienia swoich kompetencji
uczestniczytem w nastepujacych szkoleniach:

. szkolenie: Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometriq mas we wspotczesnej
chemii analitycznej w ramach Akademii Chemii Analitycznej, Jachranka 2019

. warsztaty: Warsztaty z oprogramowania w zakresie HPLC-DAD-FLD - zostan
ekspertem w LabSolutions, Krakéw 2016

Wiedze nabyta w czasie tych szkolen wykorzystuje w dziatalnos$ci naukowe;j, a takze
podczas zaje¢ ze studentami (moduty: Analiza instrumentalna, Metody biotechnologiczne w
ochronie srodowiska, Technologie stosowane w ochronie srodowiska).

W roku 2014 odbylem roéwniez staz naukowo-dydaktyczny w ramach projektu NITKA,
finansowanego ze $rodkéw Unii Europejskiej. Podczas miesiecznego pobytu w Centre for
Functional Ecology, Department of Life Sciences, University of Coimbra w Portugalii
zapoznalem si¢ z tematami badawczymi i technikami stosowanymi przez czionkéw grupy
kierowanej przez prof. Helen¢ Freitas. W czasie stazu izolowalem i charakteryzowatem
endofityczne bakterie promujace wzrost roslin, a takze badatem ich wplyw na aktywnos¢
wybranych mechanizméw roslinnej obrony przed stresem. Istotnym celem tego stazu byto
rowniez zapoznanie si¢ z ofertg dydaktyczng i sposobem prowadzenia zaje¢ w w/w jednostce.

W czasie swojej pracy dydaktycznej petnilem rowniez role opiekuna naukowego
Studenckiego Interdyscyplinarnego Kota Naukowego Planeta, sekcja fizjologii roslin. Bardzo
mitym 1 waznym dla mnie wyrazem uznania ze strony studentéw jest nagroda ,,Ztoty
Mikroskop w kategorii przyjaciel studenta”, ktérg otrzymatem w roku 2018 z rak
Przewodniczacego Samorzadu Studenckiego WBIOS.

W ramach swojej pracy dydaktycznej petnitem réwniez wielokrotnie role recenzenta
prac w ramach Olimpiady Biologicznej dla miodziezy licealnej. Angazowalem si¢ takze w

dzialania Wydziatu majace na celu popularyzacje nauki, poczynajac od udziatu w ,,Dniach
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otwartych” WBiOS, podczas ktorych prowadzitem zajecia praktyczne z zakresu mikrobiologii
dla mtodziezy licealnej. Wyglaszatem takze wyktady popularno-naukowe dla mtodziezy
gimnazjalnej i licealnej na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska US w Katowicach, w
Patacu Mtodziezy w Katowicach, a takze w ramach aktywno$ci Centrum Studiow nad
Cztowiekiem i Srodowiskiem Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Od roku 2012
angazowatem si¢ w przygotowanie i1 prowadzenie zaje¢ w ramach Ogolnopolskiej Nocy
Biologow, a w roku 2017 petnitem rolg Wydziatowego Koordynatora VI Ogoélnopolskiej Nocy
Biologdw nawigzujac wspotprace z Instytutem Badawczym Lesnictwa z S¢kocina Starego w
zakresie realizacji tego przedsiewzigcia.

W ramach dziatalno$ci organizacyjnej w latach 2013-2018 roku pehitem funkcje
Wydzialowego Koordynatora ds. praktyk zawodowych dla studentow na kierunku
Biotechnologia, dwukrotnie petnitem rowniez role cztonka Komisji rekrutacyjnej WBiOS. Od
2005 wspolorganizowatem, a takze czynnie uczestniczylem, jako prelegent, w seminariach
organizowanych przez WBiOS w ramach programu LLP-Erasmus, w ktorych udziat brali
naukowcy m.in. z Niemiec, Wtoch, Finlandii, Anglii. W roku 2011 bylem wspotorganizatorem
posiedzenia Komitetu Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk na Uniwersytecie Slaskim w
Katowicach. W 2020 roku spotecznos¢ akademicka powierzyta mi funkcje cztonka kolegium

elektoréw wybierajacych Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach na nowa kadencje.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowe;j.

W ramach dziatalnosci naukowej wykonywalem roéwniez analizy, ktorych wyniki

zamieszczono w nastepujacych publikacjach (Zak. 7 A-D):

e Kauppi S., Romantschuk M., Strommer R., Sinkkonen A. 2012. Natural attenuation is
enhanced in previously contaminated and coniferous forest soils. Environmental
Science and Pollution Research, 19, 53-63, DOI: 10.1007/s11356-011-0528-y (Zal. 7
A)

- wykonalem analizy molekularne, ktoérych wyniki zamieszczono w pracy

e Pacwa-Plociniczak M., Plaza G.A., Piotrowska-Seget Z. 2016. Monitoring the changes

in a bacterial community in petroleum-polluted soil bioaugmented with hydrocarbon-
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degrading strains. Applied Soil Ecology, 105, 76-85, DOIL: 10.1016/j.apso0il.2016.04.005
(Zal. 7 B)

- przy uzyciu GC-FID wykonatem oznaczenia zawartosci TPH w glebie, a takze

uzyskatem profile PLFA izolowanych z gleby

e Daszkowska-Golec A., Skubacz A., Sitko K., Stota M., Kurowska M., Szarejko 1. 2018.
Mutation in barley ERA1 (Enhanced Response to ABAI) gene confers better
photosynthesis efficiency in response to drought as revealed by transcriptomic and
physiological analysis. Environmental and Experimental Botany, 148, 12-26, DOI:
10.1016/j.envexpbot.2018.01.003 (Zal. 7 C)

- izolowatem i oznaczatem, z zastosowaniem HPLC, zawartos¢ kwasu abscysynowego

(ABA) w tkankach roslin

e Krzyzowski M., Baran B., Lozowski B., Francikowski J. 2020. The effect of
Rosmarinus officinalis essential oil fumigation on biochemical, behavioral, and

physiological parameters of Callosobruchus masculatus. Insects, 11, 344, DOI:

10.3390/insects11060344 (Zal. 7 D)

- metodg GC-MS wykonatem analizg skfadu olejku rozmarynowego wykorzystanego w

eksperymencie

Za dziatalnos¢ naukowg otrzymatem nastgpujgce nagrody (Zal. 8):

I. Nagroda Indywidualna JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach Il stopnia za
dziatalnos¢ naukowo-badawczg, 2018

2. Nagroda Zespotowa JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach I stopnia za
dziatalnos¢ naukowo-badawcza, 2017

3. Dodatek projakosciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, za wyniki

pracy naukowej, 2015
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