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c) Merytoryczny opis prac wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego
Wprowadzenie

Zanieczyszczenie srodowiska jest jednym z najwigkszych probleméw, z jakimi
mierzy si¢ wspotczesny $wiat. Najnowsze dane wskazuja, iz nawet 2,5 miliona
lokalizacji w Europie moze by¢ potencjalnie skazonych. Wsréd zanieczyszczen
wystepujacych w srodowisku najczesciej spotykane sg weglowodory ropopochodne
(PHSs, ang. petroleum hydrocarbons) i metale cigzkie (HMs, ang. heavy metals), ktore
na terenach przemystowych, bardzo czgsto wystepuja facznie (European Environment

Agency, 2021). Zanieczyszczenia te maja negatywny wptyw na funkcjonowanie catych
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ekosystemow, a ze wzgledu na wlasciwosci mutagenne i1 cytotoksyczne stanowia
powazne zagrozenie takze dla zdrowia cztowieka. W ostatnich latach intensyfikowane
sa badania nad opracowaniem skutecznych, niedrogich, a przede wszystkim
przyjaznych dla srodowiska technologii remediacji terenéw zanieczyszczonych. Majac
na uwadze te wymagania, Coraz cze$ciej w oczyszczaniu $rodowisk skazonych
dostrzegany jest potencjat metod biologicznych, ktére definiuje si¢ pod wspdlnym
pojeciem technik bioremediacyjnych (Nwankwegu and Onwosi, 2017).

W bioremediacji gleb skazonych weglowodorami wykorzystuje si¢ naturalng
zdolno$¢ mikroorganizméw zasiedlajagcych to Srodowisko do przeksztatcania
zanieczyszczeh w zwiazki mniej toksyczne lub najlepiej, na drodze calkowitej
mineralizacji, do dwutlenku wegla i wody. Wysoka koncentracja toksycznych i trudno
degradowalnych zanieczyszczen ogranicza jednak liczbe mikroorganizméw
zasiedlajacych srodowiska skazone. Jedng z najczesciej wykorzystywanych strategii
wspomagania bioremediacji jest wowczas bioaugmentacja, ktora polega wprowadzeniu
do zanieczyszczonej gleby wyselekcjonowanych, zdolnych do degradacji
weglowodoréw, pojedynczych szczepow mikroorganizméw lub ich spolecznosci
(Vogel, 1996). Jednym z gltownych ograniczen skutecznej bioremediacji gleb
zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi jest bardzo niska rozpuszczalnos$¢ i
rownoczesnie wysoka hydrofobowos¢ weglowodoréw. Zwigzki te wiazg si¢ silnie z
czastkami gleby, przez co sg trudno dostepne dla mikroorganizmoéow. Dlatego tez, aby
przezwyciezy¢ ten problem, do bioaugmentacji wykorzystuje si¢ szczepy, ktore oprocz
zdolnosci degradacyjnych dodatkowo wykazuja zdolnos¢ do produkcji zwigzkow
powierzchniowo-czynnych — biosurfaktantéw i/lub bioemulgatorow (Chirakkara et al.,
2016).

Do oczyszczania gleb skazonych weglowodorami ropopochodnymi stosuje si¢
rowniez technike fitoremediacji, w ktorej do eliminacji zanieczyszczen z gleby
wykorzystywane sg rosliny, a przede wszystkim zwigzane z nimi mikroorganizmy
ryzosferowe i endofityczne. Proces mikrobiologicznej degradacji zanieczyszczen
zachodzi w tym przypadku glownie w ryzosferze i nosi nazwe ryzodegradacji.
Ryzosfera jest gleba przykorzeniowa bedaca pod wptywem wydzielin korzeniowych i
wtornych metabolitow ro§linnych uwalnianych na drodze ryzodepozycji. Sa one czgsto
wykorzystywane przez mikroorganizmy, jako substraty pomocnicze w
mikrobiologicznej degradacji zanieczyszczen na drodze ich kometabolizmu. Ryzosfera

stanowi, wiec dla tych mikroorganizméw bardzo dobre $rodowisko do wzrostu i
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aktywnosci, takze w glebach zanieczyszczonych (Simmer and Schnoor, 2022). W
procesie fitoremediacji gleb zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi rozktad
pobranych przez rosling weglowodoréw moze zachodzi¢ rowniez wewnatrz jej tkanek
przy udziale znajdujacych si¢ tam mikroorganizméw endofitycznych wykazujacych
aktywno$¢ mechanizmow degradacyjnych. Wyniki wielu badan potwierdzaja, ze
mikroorganizmy endofityczne czg¢sto zawierajag w swoim genomie geny odpowiedzialne
za rozktad r6znorodnych zwigzkow organicznych (Feng et al., 2017). Ponadto, zar6wno
mikroorganizmy ryzosferowe, jak i endofityczne, bardzo czgsto aktywuja réwniez
mechanizmy promowania wzrostu roslin (PGPM, ang. plant growth-promoting
mechanisms), dzigki czemu moga one poprawia¢ kondycj¢ roslin, intensyfikowac ich
wzrost w warunkach stresu srodowiskowego 1 zwigksza¢ ich tolerancj¢ na obecne w
glebie zanieczyszczenia (Basu et al., 2021; Santoyo et al., 2016). Do tej grupy
mikroorganizméw nalezy wiele gatunkow bakterii, jak i grzyboéw, a bakterie,
pozytywnie wplywajace na rozwoj roslin okres§lane sg, jako promujgce ich wzrost
(PGPB, ang. plant growth-promoting bacteria), a w zalezno$ci od miejsca
wystepowania klasyfikowane sa, jako ryzosferowe (PGPR, ang. plant growth-
promoting rhizobacteria) lub endofityczne bakterie promujace wzrost roslin (PGPE,
ang. plant growth promoting endophytic bacteria). Mikroorganizmy te promuja wzrost
ro$lin dzieki aktywnosci jednego lub Kilku mechanizméw, zarowno bezposrednich jak i
posrednich. Do pierwszej grupy mechanizmow zalicza si¢ miedzy innymi zwigkszanie
dostepnosci sktadnikow odzywczych, w tym przeksztatcanie azotu w formy dostepne
dla roélin, rozpuszczanie trudno dostgpnych form fosforu czy udostgpnianie ro§linom
zelaza, a takze synteze fitohormonow, w tym gtéwnie kwasu indolilo-3-octowego
(IAA), oraz regulacje stezenia etylenu dzigki aktywnosci enzymu — deaminazy kwasu
1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC, ang. 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid). Posrednie mechanizmy promowania wzrostu roslin polegaja z kolei na
ochronie ro$lin przed patogenami na skutek wytwarzania przez mikroorganizmy
antybiotykéw czy tez enzymow degradujacych $ciany komorkowe fitopatogenow
(Glick, 2012). Ze wzgledu na liczne korzysci plynace z zastosowania PGPB do
wspomagania wzrostu roslin bardzo czgsto do oczyszczania terendw zanieczyszczonych
weglowodorami wykorzystuje si¢ potaczenie techniki fitoremediacji i bioaugmentacji w
procesie zwanym fitoremediacja wspomagang. W tym wariancie wprowadzane szczepy
oprocz aktywnosci PGPM, wykazuja takze zdolno$§¢ do degradacji zwigzkow

ropopochodnych 1 produkcji biosurfaktantéw, co ma na celu intensyfikacje

10



Magdalena Pacwa-Plociniczak Zatacznik 3: Autoreferat

mikrobiologicznego usuwania zanieczyszczen, glownie w strefie ryzosferowej (Simmer
and Schnoor, 2022). Fitoremediacj¢ wspomagang mikroorganizmami wykorzystuje si¢
rowniez do oczyszczania gleb skazonych metalami cigzkimi i jest to jedyna metoda
pozwalajaca na trwale usunigcie zanieczyszczen metalicznych z gleb skazonych. W tym
przypadku proces usuwania zanieczyszczen zachodzi na drodze fitoekstrakcji
polegajacej na pobieraniu metali obecnych w glebie przez system korzeniowy roslin, a
nastepnie ich translokacji i magazynowaniu w organach nadziemnych. Efektywno$¢
tego procesu jest rowniez zalezna od aktywnosci PGPB, ktére oprocz wspomagania
wzrostu roslin moga dodatkowo zwigksza¢ biodostgpnos¢ metali cigzkich w glebie oraz
ich translokacj¢ w roSlinie, co istotnie przyczynia si¢ do zwigkszenia ich akumulacji
przez rosliny. Mobilizacja metali w glebie jest najczgsciej wynikiem obnizania pH gleby
bedgcego nastepstwem wytwarzania przez bakterie kwasow organicznych, takich jak
kwas glukonowy, szczawiowy, octowy i jablkowy, a takze syntezy sideroforow, czyli
zwigzkow o wysokim potencjale chelatowania jonéw metali, ktore moga by¢ nastepnie
pobierane przez rosliny (Alves et al., 2022).

W przypadku gleb skazonych weglowodorami i metalami cigzkimi (Kko-
zanieczyszczonych) wykazano, iz wspoOlwystepowanie tych dwoch rodzajow
zanieczyszczen stanowi znacznie wieksze niebezpieczenstwo dla $rodowiska w
poroéwnaniu do zagrozen powodowanych wystgpowaniem tylko jednego z nich. Jest to
zwigzane z faktem, iz =zanieczyszczenia te charakteryzuja si¢ odmiennymi
wlasciwosciami chemicznymi, W zwigzku, z czym ich rdwnoczesne usunigcie jest
trudne do przeprowadzenia (Dai et al., 2020). Ponadto, obecno$¢ zanieczyszczen z
jednej grupy moze wptywac na efektywnos$¢ usuwania z gleby zwigzkow nalezacych do
drugiej grupy. Na przyktad, obecnos¢ metali cigzkich w niewielkich ilo§ciach w glebie
moze poczatkowo negatywnie wpltywaé na skuteczno$¢ usuwania weglowodorow.
Dzieje si¢ tak na skutek zajmowania przez kationy metali cigzkich ujemnie
natadowanych fragmentéw powierzchni komoérek mikroorganizméw degradujacych
weglowodory, w wyniku, czego zastoniete zostaja obszary, w ktorych mogloby dojs¢
do adsorpcji wegglowodoréw. Jednak wraz ze wzrostem stezenia kationéw metali na
powierzchni komorek, tadunek mikroorganizmoéow jest stopniowo neutralizowany, co
prowadzi do zmniejszenia hydrofilowosci ich powierzchni i ostatecznie sprzyja
adsorpcji weglowodoréw (Liu et al., 2017). Ponadto, metale cigzkie obecne w glebie w
duzych stezeniach moga konkurowaé z mikroelementami (np. Mg?*, Ca?")

wykorzystywanymi, jako kofaktory enzymow zaangazowanych w degradacje
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weglowodoréw lub moga taczy¢ sie z grupami sulthydrylowymi biatek hamujac w ten
sposOb ich aktywnos$¢ enzymatyczng (Guo et al., 2010; Karaca et al., 2010). Do
oczyszczania terendw ko-zanieczyszczonych coraz czesciej stosuje si¢ fitoremediacje.
Podczas tego procesu wykorzystuje si¢ zarowno naturalne zdolno$ci niektorych roslin
do pobierania, translokacji do czgéci nadziemnych i akumulacji metali cigzkich w
procesie fitoekstrakcji, jak 1 mozliwo$¢ rownoczesnej mikrobiologicznej degradacji
zanieczyszczen organicznych w strefie ryzosferowej (Zhang et al., 2009). Rosliny
stosowane do fitoremediacji terenow ko-skazonych musza, wigec wykazywac tolerancje
zar6wno na obecno$¢ metali cigzkich, jak i zanieczyszczen organicznych w glebie. Ich
odpowiedni dobor jest czgsto problematyczny, dlatego zastosowanie fitoremediacji do
jednoczesnego usuwania z gleby weglowodorow i metali cigzkich czesto nie przynosi
oczekiwanych efektow. Z tego powodu do oczyszczania gleb ko-zanieczyszczonych
coraz czeSciej stosuje si¢ tzw. fitoremediacje wspomagang, ktora polega na
jednoczesnym zastosowaniu fitoremediacji w pofaczeniu z innymi technikami
majacymi na celu zwickszenie jej efektywnos$ci np. bioaugmentacja i/lub biostymulacja
(Cao et al., 2022). W tym celu do gleby, w ktdrej rosng uprzednio wyselekcjonowane
rosliny dodatkowo wprowadza si¢ mikroorganizmy (najczesciej bakterie) wykazujace
aktywno$¢ pozadanych mechanizméw np. promowania wzrostu ro$lin, i/lub naturalne
nawozy, np. maczke kostno-migsng (MBM, ang. meat and bone meal), tuske ryzows,
biowegiel, czy tez martwg biomasg bakteryjng (Bartucca et al., 2022). Wprowadzane
bakterie czgsto charakteryzujg si¢ zdolnoscig do degradacji weglowodorow, a takze
produkcji biosurfaktantow i/lub zwigzkow zakwaszajacych glebe, dzieki czemu moga
zwickszaé biodostgpnos¢ zanieczyszczen (zarowno organicznych jak i nieorganicznych)
obecnych w glebie skazonej. Przyktadowo, w wyniku produkcji m.in. fitohormonow,
PGPB modyfikuja architektur¢ systemu korzeniowego, co prowadzi do zwigkszonego
bocznego rozgateziania si¢ korzeni i rozwoju wlosnikow, przez co istotnie zwigksza si¢
powierzchnia chionna systemu korzeniowego. Powigksza to takze istotnie grubosé¢
ryzosfery i tworzy nowe nisze, ktore moga by¢ zasiedlane przez ryzobakterie
rozktadajace weglowodory, co w ostatecznos$ci intensyfikuje procesy degradacyjne
(Vacheron et al., 2013). Poniewaz istotna czes$¢ bakterii endofitycznych zasiedlajacych
wnetrze roslin pochodzi z ryzosfery, wigksza liczba i bior6znorodnos$¢ bakterii w strefie
przykorzeniowej bedzie powodowata zwigkszenie biordznorodnosci i1 aktywnosci

mikrobiologicznej takze w endosferze ro$lin.
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Prowadzac eksperymenty bioaugmentacyjne nalezy pamigtac, ze efektywnosc¢ tej
techniki jest $cisle uzalezniona od odpowiedniej selekcji wprowadzanych szczepdw, ich
zdolnosci do adaptacji, przezywalnosci 1 namnazania si¢, a takze ich aktywnosci po
wprowadzeniu do gleby. Ponadto, wprowadzane mikroorganizmy mogg wplywaé na
strukture 1 aktywnos$¢ zespoldw mikroorganizméw autochtonicznych w glebie.
Mikroorganizmy rodzime, a takze te bioaugmentowane do gleby sa organizmami
spotecznymi, zyjacymi w glebie w ztozonych zespotach w obrebie, ktorych tworza
skomplikowane interakcje (Stubbendieck et al., 2016). Proces bioaugmentacji moze
prowadzi¢ do czasowych lub trwatych zaburzen tych interakcji, co ostatecznie moze
mie¢ wplyw zardwno pozytywny jak 1 negatywny na efektywno$¢ procesu
oczyszczania. Zmiany w strukturze zespotow bakterii zasiedlajacych oczyszczane gleby
prowadzace do zwickszenia liczby 1 aktywno$ci gatunkow rozktadajacych
zanieczyszczenia sa pozadane i ich zajécie sprzyja zwigkszonemu usuwaniu
zanieczyszczen. Z drugiej jednak strony pomiedzy wprowadzonymi bakteriami a
mikroorganizmami autochtonicznymi moga wystapi¢ oddziatywania negatywne
(wspdtzawodnictwo lub antagonizm), czego konsekwencja moze by¢ zmniejszenie
efektywnosci procesu bioremediacji (Herrero and Stuckey, 2015). Dlatego tez
nieodzownym, a wcigz czesto pomijanym elementem badan bioaugmentacyjnych, jest
monitorowanie zmian w liczebnosci, strukturze i aktywno$ci metabolicznej zespotow
bakterii zasiedlajacych gleby poddane bioaugmentacji. Do tych oznaczen mogg byc
wykorzystywane rozne metody, zaré6wno klasyczne, hodowlane jak i molekularne
niewymagajace izolacji mikroorganizméw na podtozach mikrobiologicznych. Sposrod
metod molekularnych najwigkszym zainteresowaniem w ostatnich latach ciesza si¢
techniki oparte na wysokoprzepustowym sekwencjonowaniu calych metagenoméw lub
metatransktyptomow (Sharma et al., 2019). Ponadto, eksperymenty remediacyjne, w
ktorych oprocz bakterii do usuwania zanieczyszczen stosuje si¢ réwniez rosliny,
powinny obejmowaé takze analize interakcji zachodzacych pomiedzy tymi dwoma
grupami organizmow oraz mikroorganizmami rodzimymi. Poznanie tych interakcji ma
kluczowe znaczenie dla lepszego zrozumienia procesu wspomaganej fitoremediacji i
jest mozliwe, jesli roéwnocze$nie z analizami metagenomowymi i/lub
metatranskryptomicznymi gleby prowadzone beda takze analizy transkryptomiczne
roslin stosowanych w fitoremediacji (Mukherjee, 2022). Takie holistyczne podejscie,
obejmujace badanie ekologicznych, fizjologicznych i molekularnych konsekwencji

prowadzonych procesow bioremediacyjnych zastosowano podczas projektowania
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doswiadczen i opisywania uzyskanych wynikow w ramach opisu osiggni¢¢ naukowych

prezentowanych w niniejszym wniosku.

Omowienie uzyskanych wynikow

1. The effect of bioaugmentation of petroleum-contaminated soil with Rhodococcus

erythropolis strains on removal of petroleum from soil

W pracy nr 1 okreslano wptyw inokulacji gleby skazonej weglowodorami
ropopochodnymi (PHs) szczepami bakterii Rhodococcus erythropolis CD 130 oraz CD
167, wprowadzanymi pojedynczo lub w postaci konsorcjum, na efektywnos¢ usuwania
weglowodordw z tej gleby. Ponadto, badano zmiany w aktywnosci i strukturze zespotow
autochtonicznych mikroorganizméw glebowych w testowanych uktadach (Zal. 4A).
Szczepy CD 130 oraz CD 167 zostaly uprzednio wyizolowane z gleby skazonej PHs,
ktéra wykorzystano w opisywanym doswiadczeniu bioremediacyjnym, byly, wigc
przedstawicielami frakcji hodowalnej mikroorganizméw autochtonicznych. Ich izolacje
i charakterystyke przedstawiono w pracy Pacwa-Plociniczak et al. (2016),
opublikowanej w Journal of Environmental Management, ktorej bytam pierwszym
autorem. Oba szczepy wykazywaly zdolno$¢ do degradacji PHs, a takze efektywnie
produkowaty biosurfaktanty. Spelniaty, wigc najwazniejsze wymagania stawiane
szczepom wykorzystywanym w bioaugmentacji gleb skazonych substancjami
organicznymi. Ponadto, uwaza si¢, iz wprowadzane szczepy, oprocz wykazywania
odpowiednich wlasciwosci katabolicznych wzgledem zanieczyszczen, powinny takze
charakteryzowac si¢ dobrg adaptacja do warunkow panujacych w oczyszczanej glebie,
a co za tym idzie wysoka przezywalnoscia i zdolnoscig do zwigkszania swojej populacji
w tym $rodowisku. W tego typu badaniach preferowane jest stosowanie namnozonych
w warunkach laboratoryjnych szczepow rodzimych dla oczyszczanej gleby,
zaadaptowanych do warunkéw panujacych w glebie poddawanej bioremediacji.
Jednakze bioaugmentacja, czy to szczepami autochtonicznymi czy tez allochtonicznymi
dla skazonej gleby, nie zawsze przyczynia si¢ do zwigkszenia efektywnosci usuwania
PHs z gleby. Przyczyna niepowodzen mogg byé m.in. niekorzystne zmiany w
funkcjonowaniu autochtonicznych zespotéw mikroorganizmoéow glebowych zachodzace
pod wplywem inokulacji. Tego typu, kluczowe analizy sg wciaz bardzo czgsto pomijane

w doswiadczeniach bioremediacyjnych, w ktorych autorzy skupiajg si¢ bardzo czesto
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jedynie na efektywnosci tego procesu. Dodatkowo, inokulowane do gleby szczepy nie
zawsze wykazuja w tym $rodowisku aktywno$¢é mechanizmoéw degradacyjnych, ktorych
dziatanie potwierdzono uprzednio w warunkach laboratoryjnych w czasie ich
charakterystyki. Dlatego tez nowatorskim podejsciem w prezentowanej pracy bylo
monitorowanie zmian w strukturze zespotow bakterii glebowych, a takze zmian w
ekspresji wybranych genéw bakteryjnych kodujacych mechanizmy zaangazowane w
proces degradacji weglowodoréw w czasie trwania do§wiadczenia.

Do$wiadczenie bioaugmentacyjne prowadzono w warunkach laboratoryjnych w
doniczkach z gleba 0 wieloletniej historii zanieczyszczenia PHs. Catkowite stgzenie
weglowodorow (TPH, ang. total petroleum hydrocarbons) wynosito 11,98 g kg™ suchej
masy (s.m.) gleby. Gleba ta charakteryzowata si¢ ponadto niskim pH rownym 4. W
zaleznoéci od uktadu szczepy CD 130 i CD 167 wprowadzano w liczbie 107 jednostek
tworzacych kolonie (j.tk.) gt s.m. gleby, jako pojedyncze inokulanty. W uktadzie
wspomaganym konsorcjum tych szczepow liczba komorek kazdego z nich wynosita
5x10° jtk. gt s.m. gleby. W dos$wiadczeniu przygotowano takze nieinokulowane
bakteriami uktady kontrolne. Eksperyment prowadzono przez 182 dni i w trakcie jego
trwania monitorowano liczbe komoérek wprowadzonych szczepow w glebie, do czego
wykorzystano marker w postaci ich opornosci na rifampicyne. Do rozrdznienia
testowanych szczepow wykorzystywano rowniez ich cechy morfologiczne, a takze
dodatkowo, w przypadku szczepu CD 130, opornos¢ na kanamycyng. Co istotne,
posiewajac zawiesing glebowa z uktadow kontrolnych na plytki z rifampicyng w
stezeniu 150 pg ml™ nie obserwowano wzrostu bakterii, co potwierdzito przydatnosé
tego markera w oznaczaniu przezywalnosci wprowadzanych szczepow.

Do 42 dnia po inokulacji na ptytkach z rifampicyng obserwowano wzrost obu
testowanych szczepow izolowanych z gleb, do ktorych zostaly wprowadzone. Brak
wzrostu szczepéw CD 130 oraz CD 167 izolowanych z gleby na podtozu z dodatkiem
rifampicyny w pozniejszych dniach trwania do$wiadczenia nie wyklucza jednak
obecnosci tych szczepow w glebie, a jedynie wskazuje na niewystepowanie w glebie
rifampicynoopornych mutantow tych szczepow. Szczepy CD 130 oraz CD 167 mogty
utraci¢ cech¢ opornosci na rifampicyng w wyniku zjawiska okreslanego w literaturze
naukowej, jako ,,antibiotic masking” polegajacego na czasowej utracie opornosci na
antybiotyk (Nairn and Chanway, 2002).

W potowie trwania eksperymentu istotne statystycznie ubytki weglowodorow

wzgledem kontroli odnotowano we wszystkich bioaugmentowanych glebach. Ponadto,
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w glebie traktowanej bakteryjnym konsorcjum obserwowano istotnie wyzszy ubytek
TPH (28,52%), w poréwnaniu do gleb, do ktorych wprowadzono pojedyncze szczepy
CD 130 oraz CD 167, w ktorych ubytek wynosit odpowiednio 19,37% oraz 21,87%.
Wynik ten wskazuje na synergistyczne oddziatywanie pomig¢dzy szczepami, ktore moze
polega¢ m.in. na wykorzystaniu produktow posrednich uzyskanych w czasie rozktadu
weglowodoréw przez jeden ze szczepow, jako zrodto wegla dla drugiego szczepu.
Analiza zawarto$ci weglowodorow oszacowana w glebach po zakonczeniu
eksperymentu wykazata istotnie statystycznie wyzsze ubytki TPH we wszystkich
bioaugmentowanych ukladach, w porownaniu z nieinokulowanym ukladem
kontrolnym. Inaczej niz w potowie trwania eksperymentu, w dniu 182 najwigkszy,
wynoszacy 38,40%, ubytek tych zwigzkéw obserwowano w glebie traktowanej
szczepem CD 167, natomiast w glebach traktowanych szczepem CD 130 i konsorcjum
szczepéw odnotowano poréwnywalng, okoto 30% redukcje zawartosci TPH. Ze
wzgledu na to, iz od dnia 42 eksperymentu w bioaugmentowanych glebach nie
odnotowano obecnosci rifampicynoopornych mutantéw szczepéw CD 130 oraz CD
167, natomiast w glebach tych wciaz obserwowano zwickszony ubytek weglowodorow,
w poréwnaniu z nieinokulowang gleba kontrolna, zatozono, 1z rozktad ten mogl by¢
efektem dzialalnosci wprowadzonych szczepdéw, ktore namnazaly si¢ w glebie i
wykazywaty aktywnos$¢ degradacyjna, jednak utracity opornos¢ na rifampicyne. Ubytek
ten moze by¢ rowniez wynikiem aktywno$ci mikroorganizmow autochtonicznych, ktore
uzyskaty zdolnos¢ degradacyjng w wyniku transferu genéw kodujacych mechanizmy
rozktadu zanieczyszczen pochodzacych z wprowadzanych szczepow. Obserwowany
ubytek weglowodorow mogt byé rowniez zwigzany ze zmianami aktywnosci i/lub
struktury  zespotow  mikroorganizméw  autochtonicznych  pod  wplywem
wprowadzonych szczepow. Wobec uzyskania opisanych powyzej wynikéw w kolejnym
etapie badan zasadnym bylo okreslenie wptywu introdukowanych do gleby bakterii na
aktywnos¢ i strukturg mikroorganizméw rodzimych oczyszczanej gleby.

W pierwszym etapie tych analiz okreslano wptyw inokulacji gleby szczepami CD
130 i/lub CD 167 na aktywnos$¢ metaboliczng i strukture zespoldw mikroorganizmow ja
zasiedlajacych. Zaobserwowano, ze po wprowadzeniu testowanych szczepdéw bakterii
nastepowat wzrost aktywnosci biologicznej gleby, wyrazonej w mg CO2 g s.m. gleby
uwolnionego w ciggu 120 h, co mogto wynika¢ z dostarczenia do gleby tatwo
dostepnego zrodla wegla z martwej biomasy bakteryjnej pochodzacej od bakterii, ktore

nie przezyty inokulacji. W doswiadczeniach bioaugmentacyjnych, w ktorych inokulum
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zawiera zawiesing o duzej liczbie komorek bakterii, bardzo czesto obserwuje si¢
zamieranie cz¢$ci z nich bezposrednio po inokulacji. Powstala w ten sposob martwa
biomasa bakteryjna, zwana czasem nekromasg, staje si¢ zrodlem sktadnikow
odzywczych dla pozostalych mikroorganizméw obecnych w glebie i jest przez nie
metabolizowana. Pomimo, iz testowane rifampicynooporne szczepy byty rodzime dla
testowanej gleby 1 efektywnie ja zasiedlaty, bezposrednio po inokulacji obserwowano
spadek ich liczby wynoszacy okoto 20%. Nie jest to duza warto$¢, gdyz w szeregu prac
opublikowanych przez Zespét Mikrobiologii i Bioremediacji Srodowiska, a takze
innych badaczy redukcja ta wynosita 90 a nawet 99% (Plociniczak et al., 2019, 2017;
Ptaszek et al., 2020). Z kolei poziom respiracji glebowej oszacowany zarowno w dniu
91 jak 1 182 w glebach bioaugmentowanych byl nizszy, w poréwnaniu z glebg kontrolng.
Mozliwym wyjasnieniem tego wyniku jest pogorszenie warunkéw srodowiskowych w
glebie zwigzane ze zwickszeniem biodostgpnosci weglowodorow pod wplywem
biosurfaktantow wytworzonych przez wprowadzane szczepy.

Analiza profili fosfolipidowych kwasoéw ttuszczowych (PLFAs, ang. phospholipid
fatty acids) wykazata, ze wprowadzenie do gleby duzej liczby komorek
R. erythropolis spowodowato wzrost biomasy zaréwno rozgal¢zionych, jak i
jednonienasyconych i cyklopropanowych PLFAs. Zmiany te nie miaty jednak trwatego
charakteru i pod koniec eksperymentu istotne statystycznie roéznice W profilach PLFAS
obserwowano tylko w glebie inokulowanej szczepem CD 167, w porownaniu do gleby
kontrolnej.

W kolejnym etapie w badanych glebach okreslano poziom ekspresji genu 16S
rRNA oraz gendéw kodujacych enzymy zaangazowane w rozktad weglowodoréw
alifatycznych [hydroksylazy alkanowej (alkH) oraz hydroksylazy alkanowej zwigzanej
z cytochromem P450 (CYP153)], aromatycznych [(1,2-dioksygenazy katecholowej
(C120) oraz 2,3-dioksygenazy katecholowej (C230)], a takze wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych [dioksygenazy pirenu (nidA)]. Sposrod badanych
genow w analizowanych glebach odnotowano ekspresje gendw 16S rRNA, alkH,
CYP153 oraz C230. Zaobserwowano, iz ekspresja genu 16S rRNA w pierwszej czgsci
eksperymentu pozostawata na podobnym poziomie we wszystkich analizowanych
probkach, natomiast pod koniec jego trwania obserwowano istotnie statystycznie
wyzsza liczbe transkryptow tego genu w glebach inokulowanych bakteriami, w
poréwnaniu z kontrolg. Z kolei ekspresja genéw alkH, CYP153 oraz C230, $cisle

powigzana z aktywnos$cig bakterii rozktadajacych weglowodory, zachodzita na r6znym

17



Magdalena Pacwa-Plociniczak Zatacznik 3: Autoreferat

poziomie w testowanych glebach. Najwyzszy poziom ekspresji w badanych glebach
odnotowano dla genu alkH i byt on wyzszy od poziomu ekspresji genow CYP153 oraz
C230 odpowiednio o 1 i 4 rzedy wielko$ci. Dla wszystkich analizowanych genéw pod
koniec trwania eksperymentu obserwowano istotnie statystycznie wyzszy poziom ich

ekspresji w glebach bioaugmentowanych, w poréwnaniu z kontrolg.

Podsumowanie:

e \Wprowadzenie szczepdéw bakterii Rhodococcus etrythropolis CD 130 i CD 167 oraz
ich konsorcjum do gleby z wieloletnig historig skazenia PHs powodowato istotne
zwigkszenie efektywno$ci usuwania zanieczyszczen z tej gleby, w poréownaniu z
nieinokulowang gleba kontrolna;

e Bioaugmentacja gleby zarowno pojedynczymi szczepami, jak i ich konsorcjum
powodowala zwigkszong ekspresj¢ genow, kodujacych enzymy zaangazowane w
degradacje weglowodorow;

¢ Inokulacja gleby pojedynczymi szczepami oraz ich konsorcjum powodowata zmiany
w strukturze autochtonicznych zespotéw bakterii. Wynikiem tych zmian byty roznice
w efektywnosci usuwania weglowodorow pomigdzy uktadami badawczymi w czasie

trwania eksperymentu, jednak nie miaty one charakteru trwatego.

2. Metagenomic functional profiling reveals differences in bacterial composition

and function during bioaugmentation of aged petroleum-contaminated soil

W pracy 2 opisano wyniki badan dotyczacych wptywu inokulacji gleby skazone;j
PHs szczepami CD 130 oraz CD 167, a takze ich konsorcjum na strukture
autochtonicznych zespotéw bakterii glebowych. Badania te prowadzone byly z
wykorzystaniem niewymagajacej hodowli mikroorganizmow techniki
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS, ang. next generation sequencing)
fragmentow genu 16S rRNA. Umozliwito to uzyskanie szczegdétowych informacji na
temat zmian w strukturze zespotéw bakteryjnych, w poréwnaniu do danych uzyskanych
w pracy 1, w ktorej opisano wyniki otrzymane z zastosowaniem analizy PLFA.
Dodatkowo, na podstawie uzyskanych sekwencji genu 16S rRNA z wykorzystaniem

pakietu bioinformatycznego PICRUSt (ang. phylogenetic investigation of communities
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by reconstruction of unobserved states), przeprowadzono predykcyjng analizg
funkcjonalng metagenomu oczyszczanej gleby (Zal. 4B).

Analiza struktury autochtonicznych zespotow bakterii glebowych przeprowadzona
w pierwszym dniu po wprowadzeniu bakterii wykazata, ze wszystkie analizowane gleby
charakteryzowaty si¢ wysokim, ale odmiennym bogactwem taksonomicznym, co
okreslono na podstawie wyznaczonych wspotczynnikéw  bioréznorodnoscei.
Odnotowano dominacj¢ sekwencji charakterystycznych dla rodzajéw Rhodococcus oraz
Mycobacterium w  glebach  poddanych  bioaugmentacji oraz  sekwencji
charakterystycznych dla rodzaju Mycobacterium w nieinokulowanej glebie kontrolnej.
W glebach inokulowanych pojedynczymi szczepami R. erythropolis CD 130 lub CD
167, a takze w glebie traktowanej konsorcjum tych szczepow sekwencje
charakterystyczne dla rodzaju Rhodoccocus stanowity odpowiednio 33,89%, 5,82%
oraz 22,28% wszystkich sekwencji, natomiast te charakterystyczne dla rodzaju
Mycobacterium stanowity odpowiednio 12,79%; 28,71% oraz 17,62%. W glebie
kontrolnej sekwencje przyporzadkowane do rodzaju Rhodococcus stanowilty zaledwie
0,02%, natomiast w glebie tej dominowaty bakterie z rodzaju Mycobacterium, ktérych
udzial wynosit 21,55%. Co istotne, we wczesniejszych badaniach, w ktorych z tej same;j
gleby przeprowadzono izolacj¢ hodowalnej frakcji bakterii rozktadajacych
weglowodory zawarte w surowej ropie naftowej, dominowaly bakterie z rodzaju
Rhodococcus, natomiast bakterii z rodzaju Mycobacterium na podlozach
mikrobiologicznych nie wyizolowano (Pacwa-Plociniczak et al., 2016). Pozyskanie
szczepow bakterii efektywnie degradujacych PHs jest, zatem kluczowym etapem
bioremediacji. Co wazne, szczepy te powinny naleze¢ do grup dominujacych w
zanieczyszczonym $rodowisku, €O umozliwi ich skuteczng adaptacj¢ do warunkow
glebowych, a finalnie moze przyczyni¢ si¢ do wysokiej aktywnosci degradacyjnej po
wprowadzeniu do skazonej gleby.

W glebach traktowanych szczepami R. erythropolis odnotowano takze obecno$¢
sekwencji charakterystycznych dla bakterii z rodzaju Pseudomonas (ich udziat wynosit
9,39%); 1,28% oraz 7,28% odpowiednio w glebach CD 130; CD 167 oraz CD 130 + CD
167), nie zaobserwowano ich z kolei w glebie kontrolnej. Bakterie nalezace do tego
rodzaju bardzo czgsto wykazuja aktywno$¢ degradacyjng wzgledem PHs i sa
wykrywane w glebach zanieczyszczonych wegglowodorami. Mozna, zatem
przypuszczaé, iz zastosowany zabieg bioaugmentacji mial wptyw na zwigkszenie w

glebie liczby bakterii nalezacych do rodzaju Pseudomonas, co w konsekwencji
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wplyneto na wyzsza efektywnos¢ usuwania PHs z gleb bioaugmentowanych. Ponadto,
we wszystkich analizowanych glebach wykryto wysoki wudziat sekwencji
charakterystycznych dla bakterii nalezacych do rodzin Acetobacteraceae i
Acidobacteriaceae, a takze przyporzadkowanych do rzedu Acidimicrobiales oraz grupy
Ellin6513. Bakterie nalezace do wymienionych grup wykrywane byly rowniez przez
innych badaczy w kwasnych glebach zanieczyszczonych weglowodorami (Wu et al.,
2017).

W kolejnych tygodniach trwania eksperymentu we wszystkich analizowanych
glebach obserwowano spadek wartosci wspotczynnikow bior6znorodnosci (Chaol,
Shannon, Simpson). W dniu 91 we wszystkich glebach dominowaty bakterie
zaklasyfikowane do rzedu Acidimicrobiales (25,71 — 40,26%), a takze rodziny
Acetobacteraceae (25,63 — 39,72%) oraz rodzaju Mycobacterium (20,93 — 30,62%).
Sekwencje charakterystyczne dla bakterii z rodzaju Rhodococcus obecne byty jedynie
w glebach bioaugmentowanych, a ich udziat byt niewielki i stanowit zaledwie 0,37%
(CD 130); 0,23% (CD167) oraz 0,21% (konsorcjum) wszystkich bakteryjnych
sekwencji. We wszystkich glebach odnotowano réwniez zwigkszenie udziatu, w
poroéwnaniu do dnia 1, sekwencji charakterystycznych dla rzedu Clostridiales, co moze
swiadczy¢ o miejscowym wystgpowaniu warunkéw beztlenowych na skutek
zwiekszonej biodostepnosci lub migracji weglowodorow. W 182 dniu eksperymentu we
wszystkich badanych glebach dominowaly bakterie nalezace do rodziny
Acetobacteracea, a ich udziat zawierat si¢ w przedziale 26,37 — 36,42%. We wszystkich
analizowanych glebach stwierdzono réwniez obecno$¢ sekwencji przyporzadkowanych
do rzedu Acidimicrobiales oraz rodzaju Mycobacterium. Dodatkowo, w glebie
traktowanej konsorcjum bakteryjnym obserwowano znaczacy wzrost, w poréwnaniu do
dnia 91, udziatlu sekwencji charakterystycznych dla rzgdu Clostridiales. Uzyskane
wyniki wskazujg, ze gleby z dlugg historig zanieczyszczenia PHs charakteryzujg si¢
posiadaniem stabilnego mikrobiomu. W zwigzku z tym do intensyfikacji usuwania
zanieczyszczen z takich gleb na drodze bioaugmentacji powinno si¢ wykorzystywac
mikroorganizmy autochtoniczne, lub ta grupa mikroorganizméw powinna by¢
wspomagana poprzez procesy biostymulacji. Zastosowanie gatunkow/rodzajow
,»obcych” moze by¢é nieskuteczne ze wzgledu na niskg przezywalno$¢ takich
inokulantéw oraz ich ograniczong zdolno$§¢ do adaptacji do istniejacej w glebie
spotecznosci mikroorganizmow i pozostatych warunkow glebowych. Co istotne, zdolne

do degradacji PHs szczepy bakterii wyroste na podlozach mikrobiologicznych nie
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muszg naleze¢ do gatunkow dominujacych w danej glebie, co dodatkowo zmniejsza
szanse na powodzenie procesu bioaugmentacji.

Dla badanych gleb przeprowadzono réwniez predykcyjna analiz¢ funkcjonalng
metagenomu. Analiza ta pozwolita na okreslenie potencjalnych szlakow
metabolicznych zachodzacych w komoérkach bakterii zasiedlajacych te gleby, a
nast¢pnie poréwnanie ich $redniego udzialu w probkach pochodzacych z réznych
uktadow badawczych. W pierwszym dniu eksperymentu we wszystkich glebach
poddanych bioaugmentacji obserwowano istotnie wyzszy udziat proceséw zwigzanych
z biodegradacja 1 metabolizmem ksenobiotykoéw, a takze metabolizmem lipidow,
terpenoidow, poliketydow i aminokwasow, w porownaniu do gleby kontrolnej. Wynik
ten moze by¢ konsekwencjg wprowadzenia do gleby duzej liczby bakterii testowanych
szczepow. W dniu 91 nie odnotowano istotnych statystycznie roznic pomiedzy szlakami
metabolicznymi zachodzacymi w glebach z testowanych uktadéw badawczych,
natomiast pod koniec eksperymentu wykazano istotnie nizszy udzial procesow
zwigzanych z translacja bialek i istotnie wyzszy udziat procesow zwigzanych z
metabolizmem terpenoidéw i poliketydow w glebie CD 130, w poréwnaniu z kontrola.
W tym dniu odnotowano rowniez istotne statystycznie rdznice W profilach
metabolicznych pomiedzy glebami CD 130 + CD 167 a kontrola, ktore dotyczyty
przebiegu az 62% wszystkich potencjalnych szlakow metabolicznych wykrytych w tych
glebach.

Wazng czg$ciag prezentowanych badan byta roéwniez analiza bioréznorodnosci
bakterii zaangazowanych w rozktad weglowodoréw. W pracy okreslono sktad
taksonomiczny bakterii posiadajacych w swoim genomie testowane w pracy 1 geny
alkH, CYP153, C120 oraz C230 i zasiedlajacych gleby pochodzace z réznych uktadow
badawczych. Na poczatku eksperymentu w glebach poddanych bioaugmentacji wsrod
bakterii posiadajacych gen alkH dominowaty bakterie z rodzaju Rhodococcus oraz
Mycobacterium, podczas gdy w glebie kontrolnej wystepowaty glownie bakterie z
rodzaju Mycobacterium. Nastgpnie, zarowno w dniu 91 jak i 182 we wszystkich
analizowanych glebach dominowaly bakterie z rodzaju Mycobacterium. Z kolei réznice
w skladzie taksonomicznym bakterii posiadajacych gen CYP153 kodujacy
hydroksylaze alkanowa zwigzang z cytochromem P450 obserwowano migdzy glebami
pochodzacymi z réznych uktadéw badawczych gtownie w dniu 91 1 182. W dniu 91 w
glebie traktowanej konsorcjum szczepéw CD 130 + CD 167 oraz w kontroli

dominowaly gtownie bakterie nalezace do rodziny Bradyrhizobiaceae, podczas gdy w
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glebach CD 130 oraz CD 167 oprocz bakterii nalezacych do tej rodziny obserwowano
réwniez wysoki udziat sekwencji charakterystycznych dla rodziny Nocardioidaceae. W
dniu 182 we wszystkich glebach dominowaty bakterie z rodziny Bradyrhizobiaceae oraz
dodatkowo w glebach bioaugmentowanych obecne byly bakterie z rodzin
Isosphaeraceae oraz Streptosporangiaceae. W przypadku gendéw C120 oraz C230
zaobserwowano, iz na poczatku eksperymentu w glebach traktowanych szczepami R.
erythropolis dominowaty bakterie nalezace do rodzaju Rhodococcus, podczas gdy
bakterie te nie byly obecne w glebie kontrolnej, w ktorej w przypadku obu gendéw
dominowaly bakterie z rodziny Bradyrhizobiaceae. W dniu 91 dla obu badanych genow
obserwowano podobienstwo w sktadzie taksonomicznym pomigdzy glebami CD 130 i
CD 167, a takze pomiedzy gleba traktowang bakteryjnym konsorcjum i kontrola. Na
uwage zastuguje fakt, iz w przypadku bakterii posiadajacych gen C120 zasiedlajacych
glebe inokulowanag bakteryjnym konsorcjum dominowaty bakterie nalezace do rzedu
Acidimicorbiales, natomiast w glebach CD 130 i CD 167 najwickszy udziat stanowity
bakterie z rodzin Bradyrhizobiaceae oraz Nocardioidaceae. Bakterie nalezace do tych
rodzin dominowaty rowniez wsrdd bakterii posiadajagcych gen C230 zasiedlajacych
gleby ze wszystkich testowanych ukladow badawczych. W dniu 182 profile
taksonomiczne dla genéw C120 oraz C230 uzyskane dla gleb CD 167, CD 130 + CD
167 oraz kontroli byly do siebie bardzo zblizone, natomiast odmienny sktad
taksonomiczny obserwowano w tym dniu w glebie traktowanej szczepem CD 130.
Niemniej jednak, obserwowane zmiany w skladzie taksonomicznym bakterii
posiadajacych geny zaangazowane w proces rozktadu weglowodoréw nie byly
powiazane z efektywnoscig usuwania tych zwigzkow z gleby, co sugeruje, ze kluczowe
znaczenie dla tego procesu ma wyznaczanie poziomu ekspresji tych genéw, a nie

jedynie sama ich obecnos$¢.

Podsumowanie:

o Whyniki sekwencjonowania fragmentéw genu 16S rRNA pochodzacych z puli DNA
glebowego izolowanego z uktadow bioaugmentowanych wykazaly wysoki udziat
sekwencji charakterystycznych dla rodzaju Rhodococcus tylko na poczatku
eksperymentu, co potwierdzito brak zdolnosci szczepow R. erythropolis CD 130 oraz
CD 167 do dtugotrwatej kolonizacji badanej gleby;
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e (Odnotowany ubytek weglowodoréw byt wynikiem aktywnos$ci rodzimych zespotow
bakterii, wsrod ktérych dominowatly bakterie z rodzaju Mycobacterium, a rodzaj
Rhodococcus stanowit jedynie niewielka frakcje¢ tej grupy;

e Wprowadzenie szczepow CD 130 oraz CD 167, zarowno, jako pojedyncze szczepy
jak 1 w postaci konsorcjum, powodowato tymczasowe zmiany w skladzie
taksonomicznym autochtonicznych zespotéw bakterii glebowych, polegajace
glownie na zwigkszeniu udziatu sekwencji charakterystycznych dla bakterii z
rodzajow Rhodococcus i Pseudomonas;

e Wsrdod przedstawicieli autochtonicznych — zespotoéw  bakterii  glebowych
posiadajacych w swoim genomie gen alkH dominowaly bakterie z rodzaju
Mycobacterium, natomiast bakterie z rodzaju Bradyrhizobium dominowaty wérod
przedstawicieli posiadajacych geny CYP153, C120 oraz C230;

e Zespoty autochtonicznych bakterii w badanej glebie charakteryzowaty sie
stabilnosécig sktadu taksonomicznego, dlatego tez do jej bioaugmentacji nalezy
wykorzysta¢ gatunki dominujace wykazujace zdolnosci degradacyjne lub wspieraé

efektywno$¢ usuwania PHs na drodze biostymulacji.

Wyniki uzyskane w pracy 2 zostaty zrealizowane w ramach grantu SONATA 14
(2018/31/D/INZ9/01610) Badanie interakcji w ukiadzie roslina-bakterie podczas
wspomaganej fitoremediacji gleby ko-zanieczyszczonej weglowodorami i metalami
cigzkimi finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, a takze w ramach projektu
badawczego Monitorowanie bioréznorodnosci i aktywnosci degradacyjnej zespotow
bakteryjnych zamieszkujgcych glebe zanieczyszczonq zwiqgzkami ropopochodnymi
poddang procesowi bioaugmentacji dla mtodych pracownikow nauki finansowanego ze
srodkow JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. W obu projektach
petitam rolg kierownika.

W kolejnym etapie prowadzono badania majgce na celu usuwanie zanieczyszczen
z gleb z wykorzystaniem fitoremediacji wspomaganej bioaugmentacja i/lub
biostymulacjag. W badaniach tych wykorzystano gleby o dhugiej historii
zanieczyszczenia weglowodorami oraz gleby ko-zanieczyszczone weglowodorami i
metalami cigzkimi (HMS). Potaczenie technik bioaugmentacji/biostymulacji i

fitoremediacji pozwala zwickszy¢ efektywnos$¢ usuwania weglowodoréw z gleby, a w
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przypadku gleb skazonych HMs (w tym ko-zanieczyszczonych) fitoremediacja jest

jedyna biologiczng metoda pozwalajaca na usunigcie zanieczyszczen metalicznych.

3. A deeper insight into the phytoremediation of soil polluted with petroleum

hydrocarbons supported by the Enterobacter ludwigii ZCRS5 strain

W pracy 3 opisano wyniki kompleksowych badan fitoremediacyjnych gleby z dtuga
historig skazenia PHs. W badaniach tych do wspomagania fitoremediacji zastosowano
bioaugmentacje szczepem Enterobacter ludwigii ZCRS, a w uktadach kontrolnych
glebe traktowano termicznie inaktywowanymi komorkami tego szczepu lub woda.
Doswiadczenie doniczkowe poprzedzita analiza potencjatu genetycznego, jak i
biochemicznego szczepu ZCR5 pod katem aktywnosci mechanizméw kluczowych do
wspomagania procesu fitoremediacji. Ponadto, w pracy okreslano rzeczywistg
aktywno$¢  bakteryjnych mechanizméw  potencjalnie  odpowiedzialnych  za
wspomaganie fitoremediacji w trakcie prowadzonego doswiadczenia. Aktywnos¢ ta
byla monitorowana poprzez pomiar poziomu ekspresji wybranych genéw, ktoérych
obecnos¢ w genomie szczepu ZCR5 potwierdzono uprzednio na drodze analizy
bioinformatycznej (Zal. 4C). Zastosowane podejscie bylo modyfikacja, a zarazem
rozwinigciem analizy przeprowadzonej w pracy 1, w ktorej badano poziom ekspres;ji
genow kodujacych enzymy zaangazowane w rozktad weglowodoréw alifatycznych z
wykorzystaniem starterow uniwersalnych dla wielu grup bakterii. Wprowadzona
modyfikacja polegata na okresleniu poziomu ekspresji wybranych genoéw z uzyciem
zaro6wno starterow uniwersalnych dla wielu grup bakterii, jak i zaprojektowanych przeze
mnie starterow specyficznych dla szczepu ZCRS. Dzigki temu mozliwa byla ocena
ekspresji wybranych gendéw bakterii autochtonicznych oraz specyficznych dla szczepu
ZCRS.

Wykorzystany w doswiadczeniu endofityczny szczep ZCR5 wyizolowano z lisci
kukurydzy rosnagcej w glebie zanieczyszczonej weglowodorami w bezposrednim
sasiedztwie koksowni ,.JJadwiga” w Zabrzu. Wybor endofitycznego szczepu bakterii
miat na celu zwigkszenie efektywnosci procesu fitoremediacji zanieczyszczen poprzez
nawigzanie $cistych relacji pomigdzy inokulantem a stosowang rosling. Wyniki wielu
badan wykazaly, ze bakterie endofityczne wprowadzone do gleby skutecznie
kolonizowaly tkanki roslinne, promowaly wzrost ros§lin oraz wykazywaly wysoka

aktywnos¢ degradacyjng PHs, zarowno w ryzosferze jak i endosferze ro$lin uzytych do

24



Magdalena Pacwa-Plociniczak Zatacznik 3: Autoreferat

fitoremediacji (Afzal et al., 2013; Khan et al., 2013; Weyens et al., 2010, 2009).
Wykorzystany w do$wiadczeniu szczep ZCR5 w warunkach laboratoryjnych
degradowat weglowodory ropopochodne, produkowat biosurfaktanty, a takze
wykazywal aktywno$¢ wybranych mechanizméw potencjalnie przydatnych do
bakteryjnego wspomagania wzrostu roslin, takich jak produkcja amoniaku oraz 1AA,
aktywno$¢ deaminazy ACC, a takze zdolnos¢ do uwalniania fosforu z trudno
rozpuszczalnego Cas(PO4).. Analiza genomu szczepu ZCRS wykazata obecnos$¢ genow
kodujacych enzymy zaangazowane w prowadzenie wymienionych powyzej procesow
oraz dodatkowo obecnos¢ gendw zwigzanych z biosynteza sideroforow (enterobaktyny
i aerobaktyny), egzopolisacharydow (celulozy), a takze gendéw zaangazowanych w
chemotaksje oraz ruch. Zaobserwowano, ze w warunkach laboratoryjnych szczep ZCR5
nie wykazywat zdolnosci do produkcji sideroforéw, jednak posiadat geny, ktérych
transkrypty sg niezb¢dne do ich produkcji. Mozna, zatem przypuszczaé, ze wytwarzanie
sideroforow przez ten szczep jest Scisle zwigzane z warunkami srodowiskowymi, w
ktoérych sie znajduje.

Doswiadczenie doniczkowe wspomaganej fitoremediacji prowadzone bylo w
warunkach laboratoryjnych z wykorzystaniem zycicy trwatej (Lolium perenne L. cv.
Pinia), ktérg posiewano w liczbie 220 nasion do doniczek zawierajagcych 500 g s.m.
gleby skazonej PHs. Do inokulacji gleby wykorzystano spontanicznego mutanta
szczepu ZCRS opornego na rifampicyne (ZCR5"M o identycznych cechach jak szczep
macierzysty. Dwa tygodnie po wykietkowaniu roslin do gleby wprowadzano komorki
szczepu ZCR5" w liczbie 108 j.t.k. gt s.m. gleby, zaréwno w postaci zywych komérek
(bioaugmentacja, BA) jak i w postaci komorek inaktywowanych termicznie
(biostymulacja, BS). Dodatkowo, przygotowano doniczki kontrolne, w ktérych zycica
trwala w czasie inokulacji pozostatych ukladow traktowana byta sterylng woda
(kontrola, W). Eksperyment prowadzony byt przez 28 dni, a w trakcie jego trwania w
uktadach BA monitorowano przezywalnos$¢ inokulanta w glebie, a takze jego zdolno$¢
do kolonizacji tkanek zycicy. Tego typu analizy stanowig bardzo wazny element
eksperymentow z zastosowaniem fitoremediacji wspomaganej bakteriami, gdyz
pozwalaja okresli¢ czy obserwowany pod koniec doswiadczenia efekt byt
spowodowany aktywnoscia wprowadzonego szczepu, czy tez wynikat z innych
czynnikoéw, takich jak nawozenie roslin martwag biomasg bakterii pochodzaca z
wprowadzonego szczepu (uktad BS). Analiza przezywalnosci E. ludwigii ZCR5

wykazala, iz liczba komorek tego szczepu w glebie malata w trakcie trwania
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eksperymentu i ostatecznie w czwartym tygodniu po inokulacji byta 0 99% mniejsza w
stosunku do liczby komoérek wprowadzonych, jako inokulum. Endofityczny szczep
izolowany z tkanek kukurydzy nie wykazywat specyficznos$ci wzgledem gospodarza
roslinnego i kolonizowat korzenie zycicy juz w pierwszym tygodniu po wprowadzeniu
do gleby. Od drugiego tygodnia eksperymentu obecno$é szczepu ZCR5" potwierdzono
rowniez w czg$ciach nadziemnych zycicy, gdzie liczba komorek tego szczepu
utrzymywata si¢ do konca trwania do$wiadczenia na poziomie 2-3 logio j.t.k. gt $wiezej
masy ($.m.) pedow.

Pomimo tego, iz liczba opornych na rifampicyne komorek szczepu ZCRS w glebie
spadata w trakcie trwania eksperymentu, obserwowano jego stymulujacy wptyw na
biomase roslin. Po zakonczeniu eksperymentu §wieza biomasa czgsci nadziemnych
roslin z uktadu BA byta 0 16% wigksza wzgledem biomasy roslin kontrolnych, podczas
gdy w uktadzie BS byta jedynie 0 3% wigksza, w poréwnaniu do kontroli. Z kolei
biomasa korzeni roslin z uktadéw BA i BS byta istotnie wyzsza w porownaniu z kontrola
w trzecim i czwartym tygodniu trwania eksperymentu.

Po zakonczeniu eksperymentu w glebach pochodzacych z wszystkich uktadow
badawczych oszacowano procentowy ubytek PHSs. Najwyzszy, wynoszacy 30,62%,
ubytek PHs obserwowano w glebie BA traktowanej zywymi komoérkami ZCR5™ i byt
on istotnie statystycznie wyzszy od ubytku odnotowanego w glebach BS (17,62%) oraz
W (12,87%). Sposrdd testowanych uktadow najwiekszg biomase roslin uzyskano
rowniez w ukladzie BA, co §wiadczy o istotnej roli tego inokulanta, pomimo statej
redukcji jego liczby w glebie, we wspomaganiu fitoremediacji gleby skazonej PHs.

W czasie trwania eksperymentu analizowano aktywnos$¢ Dbakteryjnych
mechanizméw przydatnych we wspomaganiu fitoremediacji gleb skazonych PHs. W
tym celu zarowno w ryzosferze jak i korzeniach i liSciach Zycicy monitorowano
ekspresje wybranych genow bakteryjnych. Tego typu analizy pozwalaja okresli¢
rzeczywista aktywno$¢ bakterii (w tym inokulantow) w Srodowisku w trakcie
prowadzonych doswiadczen wspomaganej fitoremediacji, jednak wcigz nie sg
powszechnie prowadzone w badaniach fitoremediacyjnych. Wielu autorow zaktada, ze
po inokulacji do skazonej gleby zastosowane szczepy beda wykazywaty potencjat
metaboliczny potwierdzony uprzednio w laboratoryjnych testach biochemicznych
Wyniki doswiadczen, opisywane w pracach 3 oraz 5 pokazuja jednak, ze jest to

podejscie wymagajace weryfikacji.
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W ramach tych analiz wyznaczano miedzy innymi poziom ekspresji genu 16S
rRNA w glebie 1 tkankach zycicy z wykorzystaniem uniwersalnych starterow
bakteryjnych, Na tej podstawie posrednio okre§lano catkowita liczbe bakterii w
analizowanych ukladach badawczych. Okre§lano takze poziom ekspresji genow
zaangazowanych w rozktad weglowodorow alifatycznych: alkH, CYP153, C230, nidA,
nahAc, kodujacych odpowiednio hydroksylaze alkanowsa, hydroksylaze alkanowa
zwigzang z cytochromem P450, 2,3-dioksygenaze katecholowa, dioksygenazg
indukowang naftalenem i1 dioksygenazg naftalenowa, a takze genow zwigzanych z
produkcja biosurfaktantow: sfp 1 rhlB, kodujacych odpowiednio transferaze 4'-
fosfopanteteinylowa i transferaz¢ ramnozylowa. Ponadto, z wykorzystaniem starterow
zaprojektowanych dla specyficznych genow zwigzanych z promowaniem wzrostu roslin
obecnych w genomie szczepu ZCR5" sprawdzano ekspresje tych genow w glebie i
roslinie w trakcie trwania eksperymentu fitoremediacyjnego. Dzigki takiemu podejsciu
mozliwe jest okres$lenie, ktore z mechanizméw wspomagania fitoremediacji
potwierdzone wczesniej dla szczepu ZCR5" byly aktywne podczas prowadzonego
eksperymentu. Ponadto, wyznaczajgc poziom ekspresji genéw zwigzanych z rozktadem
weglowodorow zarowno w ryzosferze jak 1 endosferze korzeni i pedow roslin, mozliwe
jest wskazanie nisz, w ktorych zachodza procesy degradacji PHs.

Sposrod 17 analizowanych genow w testowanych probkach odnotowano ekspresje
trzech z nich, tj. 16S rRNA, CYP153 oraz nahAc. Nie zaobserwowano jednak ekspresji
genow kodujacych enzymy zwigzane z mechanizmami promowania wzrostu ro$lin,
ktorych obecnoéé potwierdzono w genomie szczepu ZCR5"T. W przypadku genu 16S
rRNA istotne statystycznie réznice pomiedzy uktadami badawczymi obserwowano
tylko w ryzosferze. W probkach tych w pierwszym tygodniu trwania eksperymentu
istotnie statystycznie wyzszy poziom transkryptow tego genu uzyskano w ryzosferze
BS, w poréwnaniu w uktadami BA oraz W. Okresowe zwigkszenie liczby bakterii w
glebie BS mogto by¢ wynikiem wprowadzenia do tej gleby tatwo dostepnych substancji
odzywczych w postaci martwej biomasy bakterii, co sprzyjato ich namnazaniu. W
drugim tygodniu trwania eksperymentu liczba transkryptow genu 16S rRNA byta
istotnie wyzsza w probkach BS i W, w pordwnaniu z probkami BA. Mniegjsza liczba
transkryptow w uktadzie BA moze wynika¢ z pogorszenia warunkow srodowiskowych
spowodowanego zwigkszeniem biodostepnosci zanieczyszezen na skutek aktywnos$ci
wprowadzonego szczepu. Obserwowany efekt byt jednak przej$ciowy, gdyz w trzecim

tygodniu trwania eksperymentu nie odnotowano istotnych réznic pomiedzy
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analizowanymi ukladami badawczymi. W przypadku genu CYP153 istotne
statystycznie roéznice w liczbie transkryptow tego genu uzyskano tylko w probkach
ryzosfery w drugim tygodniu trwania eksperymentu. Obserwowano wowczas istotnie
statystycznie wyzszy poziom ekspresji tego genu w ryzosferze roslin z uktadow BS oraz
W, w poréwnaniu z ryzosferag BA. Ponadto, zaobserwowano, iz liczba transkryptow tego
genu oszacowana w probkach korzeni i pedow zycicy byta o jeden rzad wielko$ci nizsza,
w porownaniu z liczbg oszacowang w probkach ryzosfery. Ekspresja genu nahAc zostata
potwierdzona tylko w glebie ryzosferowej. Istotne statystycznie rdznice pomiedzy
probkami ryzosfery pochodzacymi z réznych uktadéw badawczych zaobserwowano
jedynie w drugim tygodniu trwania eksperymentu, w ktorym liczba transkryptow nahAc
byta wyzsza w probkach z uktadu BS, w poréwnaniu z pozostatymi ukladami

badawczymi.

Podsumowanie:

e Endofityczny szczep Enterobacter ludwigii ZCR5, wyizolowany z tkanek
kukurydzy, zasiedlat zanieczyszczong glebe¢ przez caly okres prowadzonego
eksperymentu fitoremediacyjnego, a takze wykazywat zdolno$¢ do kolonizacji
tkanek zycicy trwatej (Lolium perenne cv. Pinia);

e Inokulacja gleby zywymi komérkami szczepu ZCR5" spowodowata istotny
statystycznie wyzszy ubytek PHS, w poréwnaniu z pozostatymi uktadami
badawczymi;

e Na podstawie obecnosci transkryptow genow kodujacych enzymy degradacyjne we
wszystkich testowanych niszach mozna przypuszczaé, ze zachodzi w nich
degradacja PHs, przy czym najwyzszg ich liczbg oznaczono w glebie ryzosferowej;

e Zywy szczep ZCR5"" istotnie stymulowal biomase pedéow zycicy trwatej, w
poréwnaniu z pozostatymi uktadami badawczymi;

o Aktywnos¢ szczepu ZCR5" okreslona w warunkach laboratoryjnych nie pokrywata
si¢ z jego rzeczywistg aktywnoscig w glebie;

¢ Nie mozna jednoznacznie okresli¢ mechanizmu/mechanizméw odpowiedzialnych

za promowanie fitoremediacji gleby skazonej PHs przez szczep ZCR5™.

Prace 4 i 5 opisuja wyniki uzyskane w ramach realizacji projektu SONATA 14
(2018/31/D/NZ9/01610) finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, Badanie
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interakcji w ukladzie roslina-bakterie podczas wspomaganej fitoremediacji gleby ko-
zanieczyszczonej weglowodorami i metalami ciezkimi, ktérego bytam kierownikiem. W
projekcie tym bazujac na wczesniej uzyskanych wynikach zaproponowalam
wykorzystanie  wspomaganej  fitoremediacji do  oczyszczania gleb  ko-
zanieczyszczonych. Konsekwentnie, w badaniach tych szczegdlny nacisk potozony
zostal na identyfikacje mechanizméw wptywajacych na efektywnos$¢ prowadzonego

procesu.

4. Analysis of the genome of the heavy metal resistant and hydrocarbon-degrading
rhizospheric Pseudomonas gingdaonensis ZCR6 strain and assessment of its

plant-growth-promoting traits

W pracy 4 opisano wyniki badan, ktorych celem bylo pozyskanie metaloopornych
szczepow bakterii zdolnych do degradacji weglowodoréw oraz wykazujacych
aktywno$¢ mechanizméw promowania wzrostu roslin. Sposrdd izolatow spetniajacych
te kryteria do dalszych badan wyselekcjonowano najbardziej perspektywiczny szczep z
zamiarem jego wykorzystania do wspomagania fitoremediacji gleby ko-
zanieczyszczonej weglowodorami ropopochodnymi (PHS) i metalami cigzkimi (HMS).
W pracy tej zaproponowano nowe podejScie umozliwiajace kompleksowe zbadanie
potencjatu bakterii do wspomagania procesu fitoremediacji takich terenéw przed ich
zastosowaniem w badaniach doniczkowych (Zal. 4D). Szczepy bakterii izolowano z
ryzosfery oraz tkanek kukurydzy rosnacej w glebie ko-zanieczyszczonej PHs i HMs na
podtozu minimalnym z dodatkiem ropy naftowej, jako jedyne zrodto wegla i energii
oraz w obecnosci jonéw metali cigzkich. Nastgpnie izolaty badano pod katem
aktywno$ci mechanizméw potencjalnie odpowiedzialnych za promowanie wzrostu
roslin wykonujac standardowe testy biochemiczne. Szczep ZCR6 byt jednym z 26
izolatow wykazujacych zdolno$¢ do wzrostu w podtozu minimalnym z dodatkiem ropy
naftowej w stezeniu 1% (v/v), jako jedyne zrédlo wegla oraz cynku w stezeniu 3mM.
Jako jedyny sposrod przebadanych bakterii wykazywal rownoczesnie bardzo wysoka
aktywno$¢ deaminazy ACC (296,76 nmoli a-ketomaslanu mg™ biatka h®), zdolno$¢ do
efektywnej produkcji zwigzkéw powierzchniowo-czynnych, 1AA (3,59 pg ml?),
sideroforow, amoniaku i celulazy, a takze zdolno$¢ do uwalniania fosforu z trudno

rozpuszczalnego Caz(POa)2 (Srednica przejasnienia wokot kolonii wynosita 6,5 mm).
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Ponadto, efektywna degradacj¢ weglowodorow przez szczep ZCR6 potwierdzono w
eksperymencie z uzyciem ptynnej pozywki minimalnej, w ktorej ropa naftowa byta
jedynym zrodtem wegla. Po czterech tygodniach hodowli szczepu ZCR6 w tej pozywce
efektywno$¢ degradacji wynosita 75%. W kolejnym etapie badan przeprowadzono
analiz¢ filogenetyczng na podstawie sekwencji fragmentu genu 16S rRNA oraz analize
MLSA (ang. multilocus sequence analysis) trzech genéw metabolizmu podstawowego
(16S rRNA, gyrB oraz rpoD). Analiza filogenetyczna ujawnita wysokie podobienstwo
szczepu ZCR6 do Pseudomonas gingdaonensis JJ3", wyizolowanego przez Wang et al.
(2019) z ryzosfery orzeszkéw ziemnych. W celu doktadniejszego poréwnania obu
szczepow przeprowadzono dodatkowe analizy, ktoére wykazaty, ze szczep ZCR6
produkowat oksydaze, katalaze i dihydrolaze argininy oraz syntetyzowat piowerdyne.
Nie produkowal z kolei dehydrogenazy, ureazy, reduktazy azotanowej i zelatynazy, a
takze nie hydrolizowat skrobi oraz nie uwalniat piocyjaniny. Dla testowanego szczepu
przeprowadzona zostata rowniez analiza komorkowych kwasow ttuszczowych. Wyniki
te byly w duzym stopniu zbiezne z wynikami uzyskanymi dla szczepu P. gingdaonensis
JJ3, a obserwowane roznice moga wynika¢ z naturalnej zmienno$ci wystepujacej
miedzy szczepami nalezacymi do tego samego gatunku, lub zastosowania innych
protokotéw hodowli szczepow przed izolacja kwasow ttuszczowych.

W kolejnym etapie przeprowadzona zostala analiza genomu szczepu P.
gingdaonensis ZCR6 w celu okreslenia genetycznego potencjalu tej bakterii do
wspomagania fitoremediacji gleb ko-zanieczyszczonych PHs i HMs.

W genomie ZCR6 stwierdzono obecno$é genow iscS oraz iscU kodujacych
odpowiednio desulfuraze cysteinowa oraz biatko wiazania azotu, ktorych sekwencje
aminokwasowe sa podobne do sekwencji biatek NifS oraz NifU. Rolg biatek NifS oraz
NifU jest formowanie klastréw zelazowo-siarkowych niezbednych w procesie
dojrzewania nitrogenazy. Sama obecno$¢ produktow gendow iscS oraz iscU jest, co
prawda niewystarczajaca, aby proces wigzania azotu mogt by¢ przeprowadzony, jednak
ze wzgledu na mozliwos¢ krzyzowych interakcji (ang. cross talk) miedzy biatkami Nif
oraz ISC wspomniane biatka IscS oraz IscU moga by¢ wykorzystane do tworzenia
klastréw zelazowo-siarkowych przez inne bakterie ryzosferowe, u ktérych nastapita
utrata funkcji biatek NifS i/lub NifU.

Procesy solubilizacji fosforu nieorganicznego, mineralizacji fosforu organicznego,
a takze pobierania i transportu tego pierwiastka sa kodowane sg przez geny nalezace do

trzech grup, ktorych obecnos¢ potwierdzono w genomie szczepu ZCR6. Do pierwszej

30



Magdalena Pacwa-Plociniczak Zatacznik 3: Autoreferat

grupy zaliczany jest gen gcd kodujacy chinoproteinowa dehydrogenazg glukozy
(PQQGDH) oraz klaster genow pqqABCDE niezbedny dla syntezy chinonu
pirolochinolinowego (PQQ). PQQGDH jest enzymem zaangazowanym w proces
biosyntezy kwasu glukonowego (GA) w szklaku bezposredniego utleniania glukozy,
natomiast PQQ jest kofaktorem tej reakcji. Wydzielanie GA jest glownym
mechanizmem solubilizacji mineralnego fosforu. Do grupy tej zaliczane sa réwniez
obecne w genomie szczepu ZCR6 geny ppa oraz ppx-gppA, kodujace odpowiednio
pirofosfataze  nieorganiczng odpowiedzialng za hydrolize nieorganicznego
pirofosforanu PPi do nieorganicznego fosforanu Pi oraz egzopolifosfataze katalizujaca
proces hydrolizy koncowych reszt nieorganicznych polifosforanow (polyP) do Pi. Do
drugiej grupy gendéw nalezg obecne w genomie ZCR6 geny pit i pstSCAB, ktorych
produkty zaangazowane sg w procesy pobierania i transportu P. Trzecig grupe stanowia
geny phoB, phoR i phoU biorace udziat w regulacji zapotrzebowania na fosfor u bakterii.
Biatka PhoR oraz PhoB tworza dwusktadnikowy system regulacyjny odpowiedzialny
za reagowanie na zmieniajace si¢ stezenie P w srodowisku.

W genomie szczepu ZCR6 obecne byly rowniez geny kodujace enzymy
zaangazowane w proces rozszczepienia wigzania O-S w estrach siarczanowych oraz
biorgce udzial w mobilizacji SO4 z sulfonianéw (SSUABCDE). Ponadto, potwierdzono
obecnos¢ genow kodujacych biatka zaangazowane w proces transportu tiosiarczanu lub
nieorganicznego siarczanu do komoérek. Obecne byly rowniez geny, ktorych produkty
zaangazowane s3 w proces syntezy HzS. Siarkowodor w niskich stezeniach odgrywa
korzystng role w modulowaniu wzrostu i rozwoju ro$lin, szczeg6lnie w takich procesach
jak kietkowanie nasion, organogeneza w tkance korzeniowej, zamykanie aparatow
szparkowych oraz dojrzewanie roslin i kwiatow.

W genomie szczepu ZCR6 potwierdzono wystepowanie kilku genéw kodujacych
siderofory, tj. entD kodujacego enterobaktyne, bfr kodujacego bakterioferrytyng oraz
pvd kodujgcego piowerdyng. Ponadto, w genomie P. gingdaonensis wykryto obecnos¢
genow exbD, fepA, oraz pvdF, ktorych produkty zaangazowane sa w transport
kompleksu siderofor-zelazo, a takze genu tonB kodujacego biatko peryplazmatyczne
dostarczajace energii potrzebnej do translokacji kompleksu siderofor-zelazo przez btong
zewnetrzng do przestrzeni peryplazmatycznej bakterii Gram-ujemnych. Siderofory
bakteryjne moga by¢ skutecznie wykorzystywane przez ro§liny zarowno w celu
zwigkszenia dostepnosci zelaza, przez co stymulujg one ich wzrost, ale rowniez moga

one tworzy¢ stabilne kompleksy z innymi metalami, takimi jak Al, Cd, Cu, Pb i Zn,
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zwigkszajac tym samym ich dostgpnos¢ dla roslin, co jest szczeg6lnie istotne w procesie
fitoekstrakciji.

W genomie szczepu P. gingdaonensis ZCR6 obecne byly rowniez geny zwigzane z
syntezg IAA. Bakteryjna auksyna aktywuje proces zakwaszenia komorek roslinnych
poprzez pompowanie protonéw do $cian komorkowych, a to z kolei aktywuje biatko
zwane ekspansyng, ktore rozbija polagczenia miedzy celuloza a hemiceluloza,
pozwalajac komodrkom na rozszerzanie si¢. Wsrdod zidentyfikowanych genow
zaangazowanych w biosynteze IA A potwierdzono obecnos$¢ zarowno genow trpABCDE
odpowiedzialnych za syntezg L-tryptofanu, gtdéwnego prekursora kwasu indolilo-3-
octowego, jak i geny aspC, aldA, aldB, oraz ipdC bezposrednio zaangazowane w szlaku
syntezy IAA. Ponadto, stwierdzono réwniez obecnos¢ genu acdS kodujacego deaminaze
ACC oraz genu dcyD kodujgcego desulfhydrylaze D-cysteiny, bedaca homologiem
deaminazy ACC. Oba enzymy odpowiedzialne sg za hydrolize ACC bedacego
prekursorem etylenu, do amoniaku i ketomaslanu. Jest to szczegolnie istotne, poniewaz
w warunkach stresowych koncentracja etylenu znacznie wzrasta, co niekorzystnie
wplywa na wzrost korzeni i metabolizm catej rosliny, prowadzac do przyspieszonego
jej starzenia.

Ponadto, szczep ZCR6 posiadat geny kodujace mechanizmy opornosci na metale
ciezkie (Cd, Co, Zn, Cu, As, Cr oraz Hg) oraz zwigzane z produkcja
egzopolisacharydow, ktorych gléwnag rolg jest ochrona komorek bakterii przed
niekorzystnymi warunkami $rodowiskowymi, w tym przed metalami cigzkimi. W
genomie badanego szczepu obecne byty rowniez geny odpowiedzi na stres oksydacyjny,
powstajacy w wyniku wytworzenia w srodowisku reaktywnych form tlenu. Stwierdzono
obecnos¢ genow KkatE i katG kodujacych katalaze, sod2 kodujacego dysmutaze
ponadtlenkowa, GST kodujacego S-transferaze glutationowa, ggt kodujacego hydrolaze
glutationowa, gpx kodujacego peroksydaze glutationowg oraz gor kodujgcego reduktaze
glutationowa. Szczep ZCR6 posiadal roéwniez geny zwigzane z degradacja
weglowodoroéw, zardwno alifatycznych jak 1 aromatycznych. Stwierdzono na przyktad
obecno$¢ genu ladA kodujacego zalezng od flawin dtugotancuchowa monooksygenaze
alkanowsa, przeprowadzajaca terminalng oksydacj¢ dtugotancuchowych alkanow (o
dlugosci od C15 do C36). Sposrod gendw zaangazowanych w degradacje
weglowodoréw aromatycznych obecne byly geny nalezace do operonu pca kodujace
enzymy zaangazowane w katabolizm kwasu protokatechowego, jednego z 4 gtownych

intermediatow transformacji ksenobiotykéw o budowie aromatycznej, ktory nastgpnie
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w szlaku B-ketoadypinowym rozktadany jest do acetylo- i bursztynylo- koenzymu A
ostatecznie wlaczanych do cyklu Krebsa. Ponadto, w genomie szczepu ZCR6
znaleziono geny nalezace do operonu hpa zaangazowane w rozktad kwasu 3,4-
dihydroksyfenylooctowego  przebiegajacy  z  rozszczepieniem  pierscienia
aromatycznego w pozycji meta z wytworzeniem produktow wiaczanych do cyklu
Krebsa, a takze geny zaangazowane w rozklad fenyloacetylo-CoA (paaABCDE),
etylobenzenu (etbAa oraz etbAb) oraz naftalenu (nagZ). Analiza genomu szczepu P.
gingdaonensis ZCR6 wykazata roéwniez obecnos¢ genéw zaangazowanych w synteze
metabolitow wtornych, w tym substancji o charakterze biosurfaktantow (wiskozynu,
orfamidu B i anikasinu).

Analizy genetyczne wykazaty, wiec duzy potencjat genetyczny szczepu ZCR6 do
wspomagania fitoremediacji terenéw ko-zanieczyszczonych. Co istotne, nawet
najdoktadniejsza biochemiczna charakterystyka szczepu w warunkach laboratoryjnych,
przeprowadzona zgodnie z przyjetymi protokotami, nie umozliwia wykazanie takiego
potencjalu dla testowanego szczepu. Otwartym pozostawalo jednak zagadnienie
zwigzane z ekspresja tych mechanizméw w glebie skazonej w czasie eksperymentu
doniczkowego. Stanowito to jednak przedmiot badan, ktorych wyniki opisano w pracy
5.

Podsumowanie:

e Analiza genomu szczepu Pseudomonas gingdaonensis ZCR6, wyizolowanego z
ryzosfery kukurydzy rosnacej w glebie ko-zanieczyszczonej PHs i HMs, wykazata
obecno$¢ gendw zwigzanych z degradacja zwigzkéw organicznych, opornoscia na
metale cigzkie, a takze kodujacych mechanizmy potencjalnie odpowiedzialne za
promowanie wzrostu roslin;

e Przeprowadzone testy biochemiczne i degradacyjne wykazaty, iz P. qingdaonensis
ZCR6 degradowat PHs i produkowat zwigzki powierzchniowo-czynne, a takze byt
oporny na wybrane metale ci¢gzkie (Cd, Zn oraz Cu);

e Szczep ZCR6 w warunkach laboratoryjnych wykazywatl aktywnos$¢ mechanizméow
potencjalnie przydatnych do promowania wzrostu, tj. produkowat IAA, siderofory,
amoniak i celulazy, uwalniat fosfor z trudno rozpuszczalnych zwiazkow fosforu, a

takze wykazywal aktywno$¢ deaminazy ACC;
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e Przeprowadzona charakterystyka genetyczna i biochemiczna szczepu Pseudomonas
gingdaonensis ZCR6 potwierdzita jego potencjalng przydatnos¢ do wspomagania

fitoremediacji gleb ko-zanieczyszczonych.

5. The potential of enhanced phytoremediation to clean up multi-contaminated soil

— insights from metatranscriptomics

Szczep P. qingdaonensis ZCR6, ktorego szczegdtows charakterystyke
przedstawiono w pracy 4 zostal nastgpnie wykorzystany W Dbadaniach
fitoremediacyjnych gleby o dtugiej historii zanieczyszczenia PHs i HMs (Zal. 4E). Ze
wzgledu na niewielkag liczbe prowadzonych badan fitoremediacja gleb
zanieczyszczonych PHs i HMs jest wcigz niedostatecznie opisana. Ponadto,
oczyszczanie gleb ko-zanieczyszczonych jest procesem trudnym do przeprowadzenia ze
wzgledu na wcigz nie w petni poznane interakcje pomigdzy samymi zanieczyszczeniami
nalezgcymi do roznych grup chemicznych, ktore mogg istotnie wptywaé na efektywnosé
procesu oczyszczania. Dodatkowo, obecno$¢ zarowno weglowodorow, jak i metali
cigzkich w glebie jest kluczowym czynnikiem wptywajacym na metabolizm, zar6wno
mikroorganizméw jak i roslin, co ma fundamentalne znaczenie dla efektywnosci
fitoremediacji. W zwiagzku z tym w trakcie badan podjeto probg zwigkszenia
efektywnosci tego procesu poprzez bioaugmentacje gleby z wykorzystaniem zywych
komorek szczepu ZCR6 oraz biostymulacj¢ z zastosowaniem martwej biomasy tego
szczepu i/lub bionawozu - maczki migsno-kostnej (MBM). MBM to produkt uboczny
przemystu migsnego, niezdatny do spozycia przez ludzi. Zawiera duza ilo§¢ sktadnikow
odzywczych — wegla, azotu i fosforu, oraz niewielkie ilosci potasu i magnezu, gtownie
w wolno rozpuszczalnych formach organicznych, co czyni go cennym zroédiem
sktadnikow odzywczych dla roslin oraz mikroorganizmoéow glebowych. Kluczowym i
nowatorskim  elementem  przeprowadzonych  badan  bylo  zastosowanie
metatranskryptomicznej analizy gleby w celu zidentyfikowania bakteryjnych
mechanizméw decydujacych o efektywnosci fitoremediacji. Wykorzystanie tej
zaawansowanej techniki badawczej umozliwito okreslenie wptywu zastosowanych
zabiegow na globalng ekspresje¢ bakteryjnych genow w glebie w trakcie prowadzonej

fitoremediacji. W czasie przygotowania niniejszego wniosku w ogdlnodostepnych
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bazach literaturowych znaleziono dostownie tylko kilka publikacji wykorzystujacych te
technike do wskazania kluczowych mechanizméw wplywajacych na efektywnos¢
wspomaganej fitoremediacji terendw skazonych.

Gleba wykorzystana w doswiadczeniu zostala pobrana z okolic koksowni
,Jadwiga” w Zabrzu. Gleba ta byta zanieczyszczona PHs oraz cynkiem (Zn), kadmem
(Cd) 1 miedzig (Cu). Doswiadczenie fitoremediacyjne prowadzone byto w warunkach
laboratoryjnych przez 40 dni od dnia inokulacji bakterii i obejmowato przygotowanie
czterech uktadow badawczych z wykorzystaniem kukurydzy (Zea mays, P9363, Corteva
Agriscience) traktowanej: 1) maczka migsno-kostng (MBM) i zywymi komoérkami
szczepu ZCR6 (BL+MBM), 2) MBM i termicznie inaktywowanymi komorkami
szczepu ZCR6 (BTI+MBM), 3) MBM oraz sterylng woda oraz 4) sterylng woda (W).
Zywe bakterie w liczbie 108j.t.k. g’ s.m. gleby, martwa biomase bakterii (108j.t.k. g
s.m. gleby, po termicznej inaktywacji) lub wode (50 ml) wprowadzano do gleby 2
tygodnie po wykietkowaniu nasion kukurydzy. Podobnie jak w pracach 1 oraz 3 przed
rozpoczgciem do$wiadczenia doniczkowego pozyskano spontanicznego mutanta
szczepu ZCR6' ktory wykazywat takie same wiasciwosci jak szczep macierzysty.
Dodatkowo z wykorzystaniem techniki elektroporacji szczep ten zostal wyznakowany
biatkiem zielonej fluorescencji (egfp), dzigki czemu jego losy w glebie mozna byto
monitorowac zaréwno z wykorzystaniem klasycznej metody ptytkowej na podiozu z
dodatkiem rifampicyny, jak i przy uzyciu rzadko wykorzystywanej do tego celu
cytometrii przeptywowej. Obecno$é szczepu ZCR6'f w glebie zostata potwierdzona
przez caly okres prowadzonego doswiadczenia z wykorzystaniem obu metod, jednak
liczba komorek bakterii oszacowana w kolejnych dniach trwania eksperymentu ro6znita
sie¢ w zalezno$ci od zastosowanej techniki pomiaru. Wyniki uzyskane metodg seryjnych
rozcienczen z zastosowaniem podtoza z dodatkiem antybiotyku wskazywaty na
stopniowe zmniejszanie liczby komorek szczepu ZCR6" w glebie BL+MBM w trakcie
trwania eksperymentu. Zaobserwowano zmniejszanie si¢ liczby komorek tego szczepu
z poczatkowej wartosci 8 logio do 3,7 logio j.t.k. gt s.m. gleby w 40 dniu od inokulacji,
a wigc o ponad cztery rzedy wielkosci. Co interesujace, na podstawie wynikow
uzyskanych z wykorzystaniem cytometru przeplywowego redukcje liczby komorek
szczepu ZCR6"" obserwowano jedynie w ciggu pierwszych 3 dni do$wiadczenia (z
wartosci 8 10gio do 6,9 logio j.t.k. g s.m. gleby). Po tym czasie liczba komérek tego
szczepu pozostawata na zblizonym poziomie az do konca trwania eksperymentu.

Obserwowane istotne roznice mogly by¢ zwigzane z opisywanym w literaturze
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zjawiskiem ,,antibiotic masking” lub przechodzeniem komoérek do stanu okreslanego,
jako ,,zywotny, ale nie hodowalny” (VBNC, ang. viable but not culturable), przez co
zmniejszata si¢ liczba komorek zdolna do wzrostu na stosowanym podtozu. Poniewaz
W metodzie z wykorzystaniem cytometru przeptywowego pomiaru liczby komorek
dokonuje si¢ bez koniecznosci ich hodowania na podtozach mikrobiologicznych metoda
ta dostarcza bardziej wiarygodnych wynikow, poniewaz uwzglednia rowniez komorki
szczepu ZCR6", ktore osiagnety stan VBNC.

Podczas prowadzonego eksperymentu fitoremediacyjnego, od dwudziestego dnia
po wykietkowaniu roslin, we wszystkich uktadach doswiadczalnych z dodatkiem MBM
obserwowano mniejsza biomase korzeni jak i pedéw kukurydzy, w poréwnaniu do
roslin traktowanych woda. Od trzydziestego dnia eksperymentu rosliny te zaczely
wykazywac objawy ekspozycji na dziatanie substancji fitotoksycznych i obumarty. W
pdzniejszych dniach wzrost roslin obserwowano jedynie w glebie bez dodatku MBM,
co wskazywalo, ze to dodatek tego bionawozu w stgzeniu 2% a nie obecno$é
zanieczyszczen w glebie, byl przyczyna zamierania roslin. Obserwowany negatywny
wplyw MBM na wzrost roslin mégl by¢ zwigzany z uwolnieniem do gleby duzej ilosci
amoniaku na drodze amonifikacji i jego dalszej transformacji do toksycznych azotynow.
W potowie czasu trwania do$wiadczenia oraz po jego zakonczeniu w glebach
pochodzacych ze wszystkich uktadow badawczych wyznaczono procentowy ubytek
TPH. W dwudziestym dniu eksperymentu we wszystkich glebach wzbogaconych MBM
obserwowano okoto 32% redukcj¢ stezenia weglowodoréw, niezaleznie od
zastosowanego wspomagania. W glebie kontrolnej, bez dodatku MBM, w ktorej rosliny
przetrwaty do konca eksperymentu ubytek ten byt istotnie nizszy i wynosit 18%. Co
istotne, od polowy czasu trwania eksperymentu, az do jego konca nie obserwowano
dalszej degradacji PHs. Obserwowana wysoka efektywnos$¢ usuwania weglowodorow
w glebach z dodatkiem MBM zwigzana byla z istotnie wyzsza aktywnos$cia
mikrobiologiczng oszacowang w tych glebach z uzyciem metody hydrolizy dwuoctanu
fluoresceiny (FDA, ang. fluorescein diacetate). Obserwowane zaleznoS$ci sg zgodne z
wynikami uzyskanymi we wczesniejszych badaniach, ktore wskazuja, ze ubytek
weglowodoréow byl wynikiem aktywnosci mikroorganizméw autochtonicznych,
pobudzonych do dziatania przez stosowane zabiegi.

Ze wzgledu na to, iz w glebach z dodatkiem MBM rosliny nie przetrwaly do konca
czasu trwania eksperymentu zdolno$¢ do akumulacji testowanych metali cigzkich (Zn,

Cd i Cu) okreslono tylko dla roslin hodowanych w glebie W. Ro$liny te akumulowaty
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metale glownie w korzeniach, a wartosci wspotczynnika translokacji byty istotnie nizsze
od 1, co $wiadczy o ograniczonym potencjale niewspomaganej zabiegami kukurydzy do
usuwania metali cigzkich z gleby ko-zanieczyszczone;j.

Analizujac opisane powyzej wyniki, pomimo potencjalu wykazanego w badaniach
biochemicznych i analizach genetycznych, nie zaobserwowano stymulujgcego wptywu
szczepu ZCR6'" na przebieg procesu bioremediacji gleby ko-zanieczyszczonej
traktowanej MBM. W kolejnym etapie przeprowadzono analize poziomu ekspres;ji
wybranych genéw w sposob analogiczny do analizy przeprowadzonej w pracy 3.
Sposrod testowanych genow we wszystkich badanych glebach obserwowano jedynie
obecno$¢ transkryptéw genu CYP153, kodujacego hydroksylaze alkanowa zwigzang z
cytochromem P450 oraz genu acdS, kodujacego deaminaz¢ ACC. Co zaskakujace,
liczba transkryptow genu CYP153 oszacowana w dwudziestym dniu eksperymentu byta
na istotnie nizszym poziomie we wszystkich glebach wzbogaconych MBM, w
porownaniu do gleby bez dodatku tego bionawozu. Z kolei efektywnos¢ usuwania
weglowodoréw w glebach z MBM byta w tym dniu istotnie statystycznie wyzsza, niz w
glebie bez dodatku MBM. Na tej podstawie mozna podejrzewaé, iz degradacja
weglowodoréw w analizowanych glebach zachodzita przy udziale innych niz
analizowane enzymow, specyficznych dla mikroorganizmow autochtonicznych.

Poniewaz uzyskane do tej pory wyniki nie pozwolity na zidentyfikowanie
mechanizméw  warunkujacych zwickszone usuwanie weglowodorow z gleb
wzbogaconych MBM, dla wszystkich uktadow badawczych w dwudziestym dniu
eksperymentu wykonano analiz¢ metatranskryptomiczng. Analiza ta umozliwita
okreslenie roznic w sktadzie taksonomicznym i profilach ekspresji genow bakterii
zasiedlajagcych badane gleby. Analiza metatranskryptomu gleb wykazata, iz
zastosowanie MBM doprowadzito do przebudowy sktadu zespotdéw bakterii glebowych,
powodujac przede wszystkim wzrost udzialu w tych glebach bakterii nalezacych do
rodzaju Nitrospira, Albibacterium, Rhodobacter oraz Lysobacter, w poréwnaniu z gleba
W, w ktorej dominowaty bakterie z rodzaju Rhodococcus. W wyniku przeprowadzonej
analizy roznicowej ekspresji genow wykazano, ze wprowadzenie do gleby traktowane;j
MBM zywych komoérek szczepu ZCR6 (gleba BL+MBM) spowodowato zmiang
ekspresji 7602 genoéw (405 z nich ulegaty zwigkszonej, a 7197 obnizonej ekspresji), w
poréwnaniu do gleby W+MBM. Porownanie gleb BTI+MBM oraz W+MBM nie
wykazato genow, ktore ulegaly zroznicowanej ekspresji (DEGs, ang. differentially

expressed genes), natomiast zidentyfikowano az 11 095 DEGs (7580 o zwigkszonej i
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5204 o zmniejszonej ekspresji) porownujac profile ekspresji genéw z gleb W+MBM
oraz W. W celu wskazania procesow biologicznych, ktore ulegty zmianie w badanych
glebach, dla genéw o zmienionej ekspresji przeprowadzono analizy wzbogacenia (GO i
KEGG enrichment pathway). Analizy te pozwolily na zaproponowanie przyczyny
nizszej aktywnosci mikrobiologicznej odnotowanej przy uzyciu metody hydrolizy FDA
w glebie nawozonej MBA i traktowanej zywym szczepem ZCR6"", w poréwnaniu do
gleby W+MBM. W glebie BL+MBM wykazano, bowiem znaczaco nizsza ekspresje
genow biorgcych udziat w takich procesach metabolicznych jak glikoliza, szlak Entnera-
Doudorofta, szlak utleniania pirogronianiu i szlak pentozofosforanowy, w poréwnaniu
do gleby nieinokulowanej bakteriami. Ponadto, w glebie BL+MBM obserwowano
zmniejszong ekspresje gendw kodujacych biatka stanowigce czgs$¢ systemow sekrecji
(typu 11, typu VI oraz Sec-SRP), bedacych wielobiatkowymi kompleksami
wykorzystywanymi przez bakterie do przenoszenia substancji przez bton¢ komorkowa.
Poniewaz systemy te sa $ciS$le zwigzane z wydzielaniem przez bakterie wielu
réznorodnych substratow bioragcych udziat migdzy innymi w adhezji bakterii do
podtoza, tworzeniu biofilmu czy tez procesie quorum sensing, odgrywaja wazng rolg w
komunikacji migdzykomoérkowej. Zmniejszona ekspresja genow kodujacych sktadniki
tych uktadow w glebie BL+MBM mogta spowodowac zaburzenie interakcji pomiedzy
bakteriami, ktore funkcjonujg w glebie, jako zespotly, co spowodowato obnizenie ich
aktywnosci. Analiza wzbogacenia przeprowadzona dla DEGs obecnych w glebie
W+MBM, w poréwnaniu do gleby W, wykazata migdzy innymi zwickszong ekspresje
genu pmoA-amoA kodujacego podjednostke A monooksygenazy metanowej/amonowej
biorgcej udziat w bakteryjnym utlenianiu metanu przez bakterie z rzgdu
Nitrosomonadales. Enzym ten charakteryzuje si¢ niska specyficzno$cig substratowa,
dlatego moze katalizowaé proces utleniania szeregu substratow, w tym amoniaku,
metanu, a takze weglowodordéw i zwigzkow aromatycznych. Zwigkszong ekspresj¢ tych
genow, w porownaniu do gleby W, zaobserwowano rowniez w pozostalych glebach
nawozonych maczkg (BL+MBM oraz BTI+MBM). Zwigkszona ekspresja genu pmoA-
amoA byta skorelowana ze zwickszonym procentowym udziatem bakterii z rzedu
Nitrosomonadales w tych glebach. Ponadto, analiza metatranskryptomiczna ujawnita
ekspresje genow CYP153 oraz alkB zaangazowanych w rozktad weglowodorow we
wszystkich analizowanych glebach. Co istotne, ekspresji genu alkB nie wykazano z
zastosowaniem metody RT-qPCR, Zaobserwowane r6znice moga wynika¢ z faktu, iz

zastosowana w metodzie RT-qPCR para starteréw byla specyficzna dla wariantu genu,
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ktory charakteryzuje si¢ duzg zmiennos$cig sekwencji w obrebie roznych grup bakterii.
Podobne obserwacje zostaly takze zaprezentowane W pracy Frostegard et al. (2022).
Ekspresja genow CYP153 oraz alkB oszacowana na bardzo niskim poziomie w glebach
nawozonych MBM sugeruje, ze kodowane przez nie enzymy nie miaty istotnego udziatu
w rozktadzie weglowodorow w tych uktadach badawczych. Z kolei bardzo wysoka
liczba transkryptow genu pmoA-amoA oszacowana w tych glebach wskazuje na
kluczowa role monooksygenazy metanowej/amonowej w zwigkszonym usuwaniu
weglowodorow. Wysoki poziom ekspresji genéow kodujacych ten enzym oraz
dodatkowo dehydrogenazy hydroksyloaminowej w glebach z dodatkiem MBM
zaangazowanych odpowiednio w utlenianie amoniaku do hydroksyloaminy i nastepnie
do azotynow, jest potwierdzeniem wczesniejszych przypuszczen na temat
prawdopodobnego powodu zamierania roslin z uktadach nawozonych maczka migsno-

kostna.

Podsumowanie:

e Szczep Pseudomonas gingdaonensis ZCR6™, pomimo potwierdzonej w warunkach
laboratoryjnych aktywno$ci kilku kluczowych mechanizméw do wspomagania
fitoremediacji gleb ko-zanieczyszczonych nie wspomagal tego procesu w czasie
doswiadczenia doniczkowego;

e Maczka migsno-kostna stanowita dobry biostymulant zwickszajacy aktywnos¢
mikroorganizméw autochtonicznych w glebie ko-zanieczyszczonej weglowodorami
i metalami cigzkimi, co przektadato si¢ na zwickszone usuwanie PHS z gleby;

e Dodatek maczki migsno-kostnej w stezeniu 2% (w/w) do gleby ko-zanieczyszczonej
weglowodorami i metalami cigzkimi mial negatywny wptyw na wzrost kukurydzy i
doprowadzit do $mierci roslin, prawdopodobnie na skutek gwattownego zwigkszenia
ilosci amoniaku w glebie 1 wywolanego przez to efektu toksycznego;

o Kukurydza wykazywata ograniczony potencjat do akumulacji metali cigzkich, a ich
akumulacja miata miejsce gldéwnie w korzeniach;

e Selekcja efektywnych szczepdéw wspomagajacych fitoremediacje terenow ko-
zanieczyszczonych, a takze dobor odpowiednich roslin do tego procesu jest kluczowe
dla uzyskania zadawalajacych efektow;

e Stosowanie zaawansowanych analiz genetycznych umozliwia wskazanie

kluczowych  bakteryjnych  mechanizméw  wptywajacych na efektywnosé
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wspomaganej fitoremediacji, a takze umozliwia identyfikacje przyczyn

niepowodzenia prowadzonych procesow.

Podsumowujqgc, do najwazniejszych osiggnieé przedstawionych prac nalezy:

Wykazanie, ze biologiczny proces usuwania weglowodorow z gleb o diugiej
historii skazenia zachodzi gtéwnie dzigki aktywnoS$ci autochtonicznych zespotow
mikroorganizmow.

Potwierdzenie, ze stosowanie bioaugmentacji i/lub biostymulacji w celu
zwigkszenia potencjatu degradacyjnego zanieczyszczonej gleby powoduje
potencjalnie  korzystne zmiany w  strukturze zespotéw  glebowych
mikroorganizméw autochtonicznych.

Wykazanie, ze maczka migsno-kostna stanowi dobry biostymulant zwickszajacy
aktywno$¢ mikroorganizmow autochtonicznych w glebie ko-zanieczyszczonej
weglowodorami 1 metalami ciezkimi, co przektada si¢ na zwigkszone usuwanie
zanieczyszczen organicznych z gleby.

Potwierdzenie, ze analiza wprowadzonych do gleby bakterii wyznakowanych
bialkiem zielonej fluorescencji z zastosowaniem cytometrii przeptywowej jest
przydatng metoda umozliwiajacg monitorowanie ich przezywalnosci w tym
srodowisku. Metoda ta uwzglednia réwniez wyznakowane GFP komorki bedace w
stanie VBNC.

Wykazanie, iz analiza genomu szczepOw bakterii wskazuje jedynie ich potencjat do
wspomagania fitoremediacji, jednak nie gwarantuje selekcji najbardziej
optymalnych szczepow.

Wskazanie analiz transkryptomicznych, jako niezbedne narzedzie do $ledzenia
aktywno$ci inokulantow i mikroorganizmoéw rodzimych w czasie wspomagane;j
fitoremediacji.

Wykazanie przydatnosci biostymulacji do zwigkszania efektywnosci fitoremediacji

poprzez stymulacje aktywnosci mikroorganizmow autochtonicznych.

40



Magdalena Pacwa-Ptociniczak Zalacznik 3: Autoreferat

Literatura

Afzal, M., Khan, S., Igbal, S., Mirza, M.S., Khan, Q.M., 2013. Inoculation method affects
colonization and activity of Burkholderia phytofirmans PsJN during phytoremediation
of diesel-contaminated soil. Int. Biodeterior. Biodegr. 85, 331-336.
https://doi.org/10.1016/J.1BIOD.2013.08.022

Alves, AR.A, Yin, Q., Oliveira, R.S., Silva, E.F., Novo, L.A.B., 2022. Plant growth-
promoting bacteria in phytoremediation of metal-polluted soils: Current knowledge
and future directions. Sci. Total Environ. 838.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.156435

Bartucca, M.L., Cerri, M., Del Buono, D., Forni, C., 2022. Use of Biostimulants as a New
Approach for the Improvement of Phytoremediation Performance—A Review. Plants
11, 1946. https://doi.org/10.3390/plants11151946

Basu, A., Prasad, P., Das, S.N., Kalam, S., Sayyed, R.Z., Reddy, M.S., Enshasy, H., 2021.
Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) as green bioinoculants: Recent
developments, constraints, and prospects. Sustainability (Switzerland) 13, 1-20.
https://doi.org/10.3390/su13031140

Cao, X., Cui, X., Xie, M., Zhao, R., Xu, L., Ni, S., Cui, Z., 2022. Amendments and
Bioaugmentation Enhanced Phytoremediation and Micro-ecology for PAHs and
Heavy Metals Co-contaminated Soils. J. Hazard. Mater. 426, 128096.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.128096

Chirakkara, R.A., Cameselle, C., Reddy, K.R., 2016. Assessing the applicability of
phytoremediation of soils with mixed organic and heavy metal contaminants. Rev.
Environ. Sci. Biotechnol. 15, 299-326. https://doi.org/10.1007/s11157-016-9391-0

Dai, Y., Liu, R., Zhou, Y., Li, N., Hou, L., Ma, Q., Gao, B., 2020. Fire Phoenix facilitates
phytoremediation of PAH-Cd co-contaminated soil through promotion of beneficial
rhizosphere bacterial communities. Environ. Int. 136, 105421.
https://doi.org/10.1016/J.ENVINT.2019.105421

European Environment Agency, 2021. Progress in management of contaminated sites.
https://doi.org/10.2788/4658

Feng, N.X,, Yu, J., Zhao, H.M., Cheng, Y.T., Mo, C.H., Cai, Q.Y., Li, Y.W., Li, H., Wong,

M.H., 2017. Efficient phytoremediation of organic contaminants in soils using plant—

41



Magdalena Pacwa-Plociniczak Zatagcznik 3: Autoreferat

endophyte partnerships. Sci. Total Environ. 583, 352-368.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.01.075

Frostegérd, A., Vick, S.H.W., Lim, N.Y.N., Bakken, L.R., Shapleigh, J.P., 2022. Linking
meta-omics to the kinetics of denitrification intermediates reveals pH-dependent
causes of N2O emissions and nitrite accumulation in soil. ISME Journal 16, 26-37.
https://doi.org/10.1038/s41396-021-01045-2

Glick, B.R., 2012. Plant Growth-Promoting Bacteria: Mechanisms and Applications.
Scientifica (Cairo) 2012, 963401. https://doi.org/10.6064/2012/963401

Guo, H., Luo, S., Chen, L., Xiao, X., Xi, Q., Wei, W., Zeng, G., Liu, C., Wan, Y., Chen,
J., He, Y., 2010. Bioremediation of heavy metals by growing hyperaccumulator
endophytic bacterium Bacillus sp. L14. Bioresour. Technol. 101, 8599-8605.
https://doi.org/10.1016/J.BIORTECH.2010.06.085

Herrero, M., Stuckey, D.C., 2015. Bioaugmentation and its application in wastewater
treatment: A review. Chemosphere 140, 119-128.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2014.10.033

Karaca, A., Cetin, S.C., Turgay, O.C., Kizilkaya, R., 2010. Effects of Heavy Metals on Soil
Enzyme Activities, in: Soil Heavy Metals. Springer, Berlin, Heidelberg, pp. 237-262.
https://doi.org/10.1007/978-3-642-02436-8 11

Khan, S., Afzal, M., Igbal, S., Mirza, M.S., Khan, Q.M., 2013. Inoculum pretreatment
affects bacterial survival, activity and catabolic gene expression during
phytoremediation of diesel contaminated soil. Chemosphere 91, 663-668.
https://doi.org/10.1016/J. CHEMOSPHERE.2013.01.025

Liu, S.H., Zeng, G.M., Niu, Q.Y., Liu, Y., Zhou, L., Jiang, L.H., Tan, X. F., Xu, P., Zhang,
C., Cheng, M., 2017. Bioremediation mechanisms of combined pollution of PAHs and
heavy metals by bacteria and fungi: A mini review. Bioresour. Technol. 224, 25-33.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.11.095

Mukherjee, A., 2022. What do we know from the transcriptomic studies investigating the
interactions between plants and plant growth-promoting bacteria? Front. Plant Sci.
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.997308

Nairn, J.D., Chanway, C.P., 2002. Temporary loss of antibiotic resistance by marked
bacteria in the rhizosphere of spruce seedlings. FEMS Microbiol. Ecol. 40, 167-170.
https://doi.org/10.1016/S0168-6496(02)00230-1

42



Magdalena Pacwa-Ptociniczak Zatacznik 3: Autoreferat

Nwankwegu, A.S., Onwosi, C.O., 2017. Bioremediation of gasoline contaminated
agricultural soil by bioaugmentation. Environ. Technol. Innov. 7, 1-11.
https://doi.org/10.1016/j.eti.2016.11.003

Pacwa-Ptociniczak, M., Plociniczak, T., Iwan, J., Zarska, M., Chorazewski, M., Dzida, M.,
Piotrowska-Seget, Z., 2016. Isolation of hydrocarbon-degrading and biosurfactant-
producing bacteria and assessment their plant growth-promoting traits. J Environ.
Manage. 168, 175-184. https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2015.11.058

Plociniczak, T., Chodor, M., Pacwa-Plociniczak, M., Piotrowska-Seget, Z., 2019. Metal-
tolerant endophytic bacteria associated with Silene vulgaris support the Cd and Zn
phytoextraction in non-host plants. Chemosphere 219.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2018.12.018

Ptociniczak, T., Fic, E., Pacwa-Plociniczak, M., Pawlik, M., Piotrowska-Seget, Z., 2017.
Improvement of phytoremediation of an aged petroleum hydrocarbon-contaminated
soil by Rhodococcus erythropolis CD 106 strain. Int. J Phyto. 19.
https://doi.org/10.1080/15226514.2016.1278420

Ptaszek, N., Pacwa-Ptociniczak, M., Noszczynska, M., Ptociniczak, T., 2020. Comparative
study on multiway enhanced bio- and phytoremediation of aged petroleum-
contaminated soil. Agronomy 10. https://doi.org/10.3390/agronomy10070947

Santoyo, G., Moreno-Hagelsieb, G., del Carmen Orozco-Mosqueda, M., Glick, B.R., 2016.
Plant growth-promoting bacterial endophytes. Microbiol. Res. 183, 92-99.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2015.11.008

Sharma, P.K., Sharma, V., Sharma, S., Bhatia, G., Singh, K., Sharma, R., 20109.
Comparative metatranscriptome analysis revealed broad response of microbial
communities in two soil types, agriculture versus organic soil. J Genet. Eng.
Biotechnol. 17. https://doi.org/10.1186/s43141-019-0006-3

Simmer, R.A., Schnoor, J.L., 2022. Phytoremediation, Bioaugmentation, and the Plant
Microbiome. Environ. Sci. Technol. https://doi.org/10.1021/acs.est.2c05970

Stubbendieck, R.M., Vargas-Bautista, C., Straight, P.D., 2016. Bacterial communities:
Interactions to scale. Front. Microbiol. 7, 1-19.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01234

Vacheron, J., Desbrosses, G., Bouffaud, M.-L., Touraine, B., Moénne-Loccoz, Y., Muller,
D., Legendre, L., Wisniewski-Dyé, F., Prigent-Combaret, C., Rewald, B., De Bello,
F., 2013. Plant growth-promoting rhizobacteria and root system functioning. Front.
Plant Sci. 4, 356. https://doi.org/10.3389/fpls.2013.00356

43



Magdalena Pacwa-Ptociniczak Zalacznik 3: Autoreferat

Vogel, T.M., 1996. Bioaugmentation as a soil bioremediation approach. Curr. Opin.
Biotechnol. 7, 311-316. https://doi.org/10.1016/S0958-1669(96)80036-X

Wang, M.Q., Wang, Z., Yu, L.N., Zhang, C.S., Bi, J., Sun, J., 2019. Pseudomonas
gingdaonensis sp. nov., an aflatoxin-degrading bacterium, isolated from peanut
rhizospheric soil. Arch. Microbiol. 201, 673-678. https://doi.org/10.1007/s00203-
019-01636-w

Weyens, N., Truyens, S., Dupae, J., Newman, L., Taghavi, S., Van Der Lelie, D., Carleer,
R., Vangronsveld, J., 2010. Potential of the TCE-degrading endophyte Pseudomonas
putida W619-TCE to improve plant growth and reduce TCE phytotoxicity and
evapotranspiration in poplar cuttings. Environ. Pollut. 158, 2915-2919.
https://doi.org/10.1016/J.ENVPOL.2010.06.004

Weyens, N., van der Lelie, D., Taghavi, S., Vangronsveld, J., 2009. Phytoremediation:
plant—endophyte partnerships take the challenge. Curr. Opin. Biotechnol. 20, 248—
254. https://doi.org/10.1016/J.COPBI0.2009.02.012

Wu, Y., Zeng, J., Zhu, Q., Zhang, Z., Lin, X., 2017. PH is the primary determinant of the
bacterial community structure in agricultural soils impacted by polycyclic aromatic
hydrocarbon pollution. Sci. Rep. 7, 1-7. https://doi.org/10.1038/srep40093

Zhang, H., Dang, Z., Zheng, L.C., Yi, X.Y., 2009. Remediation of soil co-contaminated
with pyrene and cadmium by growing maize (Zea mays L.). Int. J Environ. Sci. Tech.
6, 249-258. https://doi.org/10.1007/BF03327629

Omdéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Bakterie produkujace biosurfaktanty i ich wykorzystanie do wspomagania

bioremediacji gleb zanieczyszczonych

Badania zwigzane z okreslaniem zdolnosci bakterii do produkcji biosurfaktantow,
czyli biologicznych substancji powierzchniowo-czynnych oraz testowaniem wptywu
tych bakterii na efektywnos¢ procesdw oczyszczania gleb skazonych realizuje od
momentu rozpoczecia Studiow Doktoranckich na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach w 2009 roku az do dnia dzisiejszego.

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej finansowane byty w pierwszych
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etapach z projektu nr NN523418237 Zastosowanie odpadow i sciekow z réznych galezi
przemystu  spozZywczego do produkcji  biosurfaktantow  finansowanego przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Kierownikiem tego projektu byta prof. dr
hab. Grazyna Ptaza z Instytutu Ekologii Terenéw Uprzemystowionych w Katowicach,
Kopromotorka przygotowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej. Badania te
finansowane byty rowniez ze srodkéw projektu PRELUDIUM 2 2011/03/N/NZ9/02089
Monitorowanie struktury zespotow mikroorganizmow w glebach zanieczyszczonych
zwigzkami ropopochodnymi inokulowanych szczepami bakterii zdolnymi do rozktadu
weglowodorow i produkcji biosurfaktantéw, finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki, w ktorym pelnitam funkcj¢ kierownika. Uzyskane wyniki byly podstawa
przygotowania rozprawy doktorskiej bedacej zbiorem publikacji naukowych pod
wspolnym tytulem  Wykorzystanie bakterii  produkujgcych  biosurfaktanty —w
bioremediacji gleb skazonych zwigzkami ropopochodnymi. W pracy tej potwierdzitam,
ze usuwanie zwiazkoéw ropopochodnych z zanieczyszczonej gleby moze by¢ efektywnie
wspomagane przez wprowadzenie szczepow Bacillus subtilis T°-1 i Pseudomonas sp.
P-1 zdolnych do rozktadu weglowodoréw i produkcji biosurfaktantow. Wprowadzenie
pojedynczych szczepdéw, a takze ich konsorcjum powodowato zmiany zaro6wno w
bior6znorodnosci genetycznej jak i funkcjonalnej zespoldéw mikroorganizmow
zasiedlajacych oczyszczang gleba. Zmiany te prowadzity do zwigkszonego usuwania
weglowodorow z tej gleby. Ponadto, w pracy wykazalam, Ze melasa moze by¢
wykorzystywana, jako tanie, alternatywne do komercyjnych, podtoze do namnazania
bakterii zdolnych do produkcji biosurfaktantow.

W czasie planowania i prowadzenia badan w ramach pracy doktorskiej dokonatam
szczegotowego przegladu dostepne;j literatury zwigzanej z tematyka pracy, a naukowym
efektem tej aktywnosci bylo przygotowanie manuskryptu publikacji przegladowe;:

Pacwa-Plociniczak M., Plaza G.A., Piotrowska-Seget Z., Cameotra S.S. 2011.
Environmental applications of biosurfactants: recent advances. International
Journal of Molecular Sciences 12, 633-654.

W pracy tej opisane zostaty mechanizmy dziatania biosurfaktantow i mozliwosc¢ ich
zastosowania w badaniach $rodowiskowych, a takze produkujgcych je szczepow
bakterii do oczyszczania srodowisk skazonych zarowno zwigzkami organicznymi jak i
nieorganicznymi. Praca ta zostala doceniona przez $rodowisko naukowe, 0 czym
$wiadczy fakt, iz zostata do tej pory zacytowana przez innych badaczy ponad 700 razy
(wg. bazy Scopus na dzien 27.08.2024r).
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Wyniki uzyskane podczas realizacji badan w ramach pracy doktorskiej stanowity
podstawe do przygotowania trzech oryginalnych artykutéw badawczych
opublikowanych w czasopismach z listy JCR (ang. Journal Citation Reports):

1) Ptaza G.A., Pacwa-Plociniczak M., Piotrowska-Seget Z., Jangid K., Wilk K.A.
2011. Using agro-industrial wastes as unconventional substrates for growing of
Bacillus strains and biosurfactant production. Environment Protection Engineering
37 (3): 63-71;

2) Pacwa-Plociniczak M., Plaza G.A., Poliwoda A., Piotrowska-Seget Z. 2014.
Characterization of hydrocarbon-degrading and  biosurfactant-producing
Pseudomonas sp. strain as a potential tool for bioremediation of petroleum-
contaminated soil. Environmental Science and Pollution Research 21(15): 9385-
9395;

3) Pacwa-Plociniczak M., Plaza G.A., Piotrowska-Seget Z. 2016. Monitoring the
changes in a bacterial community in petroleum-polluted soil bioaugmented with
hydrocarbon-degrading strains. Applied Soil Ecology 105, 76-85.

Ponadto, wyniki uzyskane podczas realizacji badan, ktére prowadzitam w ramach
projektu kierowanego przez prof. dr hab. Grazyne Plaze stanowily podstawe do
przygotowania artykutu naukowego:

Ptaza G.A., Krdl E., Pacwa-Plociniczak M., Piotrowska-Seget Z., Brigmon R.S.

2012. Study of antifungal activity of bacilli species cultured on agro-industrial
wastes. Acta Scientiarum Polonorum Seria Hortorum Cultus 11(5): 169-182;

oraz rozdziatu w monografii:

Plaza G.A., Plociniczak M., Piotrowska-Seget Z., Brigmon R., Krol E. 2015.
Characterization of bacillus strains producing biosurfactants. W: Environmental
Sustainability. Role of green technologies 2015, Thangavel P., Sridevi G. (Eds.),
Springer India, 173-184.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora kontynuowatam badania zwigzane z
izolacja bakterii zdolnych do rozktadu weglowodoréw i produkcji biosurfaktantow.
Bakterie te izolowane byly z gleby dtugotrwale skazonej weglowodorami, pobranej z
okolicy rafinerii w Czechowicach-Dziedzicach. Uzyskane izolaty byly nastepnie
charakteryzowane pod katem zdolnosci do produkcji zwigzkéw powierzchniowo-
czynnych oraz aktywnos$ci mechanizmow potencjalnie przydatnych do wspomagania
wzrostu ro$lin w trakcie wspomaganej bakteriami fitoremediacji terenow
zanieczyszczonych. Do badan zwigzanych z wykrywaniem produkcji biosurfaktantow
przez bakterie wykorzystano szereg technik, w tym hodowlg bakterii na dedykowanych
podtozach laboratoryjnych (agar krwisty, podtoze z dodatkiem biekitu metylenowego)

oraz metody oceny aktywnosci powierzchniowej (metoda oil-spreading),
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emulsyfikacyjnej (wyznaczanie indeksu emulsyfikacji) 1 pomiaru napigcia
powierzchniowego podtoza po hodowli testowanych szczepow z uzyciem tensjometru.
Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze zastosowane metody roznily sie
czulo$cia, a do uzyskania wiarygodnych wynikow nalezy wykonaé szereg
uzupelniajacych si¢ analiz. Badanie aktywno$ci mechanizméw uwazanych za
przydatne do wspomagania wzrostu roslin obejmowato oceng produkcji sideroforéw,
auksyny, zdolnosci do rozpuszczania fosforanu trojwapniowego i wytwarzania
deaminazy ACC. Mechanizmy te s3 wymieniane w literaturze, jako kluczowe do
wspomagania wzrostu ros$lin w warunkach stresu powodowanego przez skazenie.
Przeprowadzona charakterystyka pozwolila na wyselekcjonowanie szczepow
przydatnych w bioaugmentacji i/lub wspomaganej fitoremediacji gleb
zanieczyszczonych weglowodorami  ropopochodnymi. Wyniki te zostaly
opublikowane w artykule:

Pacwa-Plociniczak M., Plociniczak T., Iwan J., Zarska M., Chorazewski M., Dzida

M., Piotrowska-Seget Z. 2016. Isolation of hydrocarbon-degrading and

biosurfactant-producing bacteria and assessment their plant growth-promoting
traits. Journal of Environmental Management 168, 175-184

Manuskrypt ten nie wchodzit w skiad pracy doktorskiej, ale ze wzgledu na fakt, iz
zostat wystany do recenzji w 2015 roku, a wigc przed obrong pracy doktorskiej nie zostat

on wlagczony do opisu gtownego osiaggniecia naukowego we wniosku habilitacyjnym.

Szczep Rhodococcus erythropolis CD 106 pozyskany i scharakteryzowany w
ramach pracy Pacwa-Ptociniczak i in. (2016), zostal wykorzystany do wspomagania
fitoremediacji gleby zanieczyszczonej weglowodorami z wykorzystaniem zycicy
trwalej (Lolium perenne). Uzyskane wyniki wykazaly, ze wprowadzenie szczepu CD
106 do gleby skazonej istotnie zwiekszylo biomase zycicy oraz efektywnosé
usuwania weglowodoréw z gleby. Szczep ten przezywal w glebie przez caty okres
prowadzonego doswiadczenia, dzigki czemu mozna go uzna¢ za dobrego kandydata do
przygotowania  bioszczepionki w celu wspomagania fitoremediacji  gleb
zanieczyszczonych weglowodorami ropopochodnymi. Wyniki te zostaly opublikowane
W pracy:

Plociniczak T., Fic E., Pacwa-Plociniczak M., Pawlik M., Piotrowska-Seget Z.

2017. Improvement of phytoremediation of an aged petroleum hydrocarbon-

contaminated soil by Rhodococcus erythropolis CD 106 strain. International
Journal of Phytoremediation 19, 614-620.
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W kolejnych badaniach przeprowadzitam charakterystyke  wlasciwosci
powierzchniowo-czynnych endofitycznego szczepu R. erythropolis CDEL254,
wykorzystanego nastepnie w badaniach, ktorych wyniki opublikowano w pracy Ptaszek
i in. (2020). W przeprowadzonym eksperymencie poréwnywano efektywnos¢ 11
biologicznych metod oczyszczania gleby skazonej weglowodorami ropopochodnymi.
Zaobserwowano, ze posrod testowanych metod bio- i fito-remediacyjnych po 112
dniach trwania doswiadczenia najwyzszy ubytek TPH mial miejsce w glebie
poddanej fitoremediacji z wykorzystaniem Zycicy trwalej, wspomaganej zywym
szczepem CDEL254 oraz dodatkiem komercyjnego preparatu zawierajgcego
biosurfaktant ramnolipidowy. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w pracy:

Ptaszek N., Pacwa-Plociniczak M., Noszczynska M., Plociniczak T. 2020.

Comparative study on multiway enhanced bio- and phytoremediation of aged
petroleum-contaminated soil. Agronomy 10 (7), 947, 1-20.

Wykorzystanie technik molekularnych do badania zespotéw mikroorganizmow

Moje zainteresowania naukowe dotycza rowniez zastosowania technik
molekularnych do badania struktury i aktywno$ci mikroorganizméw autochtonicznych
w $rodowiskach zanieczyszczonych. Techniki te wykorzystuje do okreslania
oddziatywan  zachodzacych  podczas procesu  bioaugmentacji  pomigdzy
wprowadzanymi do srodowiska bakteriami a mikroorganizmami autochtonicznymi.
Analizy te sa przydatne réwniez w badaniach fitoremediacyjnych do $ledzenia
wzajemnych interakcji pomiedzy inokulantami oraz mikroorganizmami rodzimymi
gleby, a takze zwigzanymi z roslinami (mikroorganizmy ryzosferowe i endofityczne).
Wigkszos¢ opublikowanych prac z tematyki bio- i fito-remediacji skupia si¢ wcigz
gléwnie na oznaczeniu efektywnosci tego procesu, nie probujac wyjasni¢ rzeczywistych
powodow uzyskania danych rezultatow, a zatem pomijajac zupelnie aspekt interakcji
mig¢dzy zanieczyszczeniami a organizmami tworzacymi uktady remediacyjne. Dlatego
moje zainteresowania badawcze koncentruja si¢ na analizie tych oddziatywan, a
uzyskane wyniki przyczyniajg si¢ do uzupehnienia brakujacych informacji na temat
kluczowych mechanizméw determinujacych skuteczno$¢ prowadzonych procesow

bioremediacyjnych. W badaniach tych oprocz klasycznych technik hodowlanych i
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testow biochemicznych opartych m.in. na analizie fosfolipidowych kwasow
thuszczowych (PLFA, ang phospholipid fatty acid analysis), wykorzystywano takze
elektroforez¢ w gradiencie czynnika denaturujgcego (DGGE, ang. denaturing gradient
gel electrophoresis), a obecnie do tych analiz stosuje si¢ najczesciej reakcje tancuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR, ang. real-time polymerase chain
reaction) oraz sekwencjonowanie nastgpnej generacji (NGS, ang. next generation
sequencing) amplikonu 16S rRNA, lub calkowitego DNA/RNA izolowanego
bezposrednio ze skazonych srodowisk.

W ramach tej tematyki, we wspotpracy z naukowcami z University of Helsinki,
analizowatam wplyw metali ci¢zkich i ryzodepozycji lepnicy rozdetej (Silene vulgaris)
na strukture autochtonicznych zespoldw mikroorganizméw w glebie Silnie skazonej
metalami cigzkimi. Badania te prowadzone byty z wykorzystaniem materiatu ro§linnego
I gleby pobranej z terenu nieczynnej Huty Metali Niezelaznych w Szopienicach.
Wykazaly one, ze zarowno obecnos¢ rosliny jak i odleglos¢ od emitora nie miala
wplywu na ogolna liczebno$¢ bakterii w analizowanych prébkach gleby.
Parametry te mialy natomiast wplyw na liczebno$¢ bakterii opornych na Cd, a

takze na strukture zespoléw mikroorganizméw. Wyniki tych badan opublikowano w
pracy:

Pacwa-Plociniczak M., Plociniczak T., Yu D., Kurola J.M., Sinkkonen A.,
Piotrowska-Seget Z., Romantschuk M. 2018. Effect of Silene vulgaris and heavy
metal pollution on soil microbial diversity in long-term contaminated soil. Water
Air and Soil Pollution 229:13, 1-13.

Podobne badania zwigzane z monitorowaniem zmian w strukturze zespotow bakterii
autochtonicznych w trakcie prowadzonych proceséw bioremediacyjnych prowadzitam
rowniez w ramach badan do projektu PRELUDIUM 2, w ktorym pethitam funkcje
kierownika. Wyniki te opublikowano w pracy:

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

changes in a bacterial community in petroleum-polluted soil bioaugmented with
hydrocarbon-degrading strains. Applied Soil Ecology 105, 76-85

Ponadto, technik biologii molekularnej, a takze zaawansowane narzgdzia
bioinformatyczne stosowatam do analizy struktury i aktywnos$ci mikroorganizmow
zasiedlajacych zanieczyszczone $srodowiska realizujac badania we wspotpracy z innymi
naukowcami zajmujacymi si¢ bioremediacja. Wyniki przeprowadzonych przeze mnie

analiz dostarczyly kluczowych informacji na temat zmian w liczebno$ci bakterii
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autochtonicznych w glebie w trakcie wspomaganej fitoekstrakcji gleby skazonej
metalami ciezkimi z zastosowaniem gorczycy bialej (Sinapis alba). Liczebno$¢ ta
byta okreslana z wykorzystaniem techniki real-time PCR w oparciu 0 wyznaczenie
liczby kopii genu 16S rRNA. Takie podejscie metodyczne spowodowalo, ze
uzyskane wyniki odzwierciedlaly calkowita liczebnos¢ bakterii w glebie, z
uwzglednieniem frakeji VBNC. Ponadto, przeprowadzitam analizy bioinformatyczne
wynikéw sekwencjonowania amplikonu 16S rRNA wyizolowanego z ryzosfery i
endosfery gorczycy bialej, w trakcie wspomaganej fitoekstrakcji metali cigzkich.
Uzyskane wyniki, w czasie ich publikacji, byly jednymi z pierwszych dostepnych
danych dotyczacych monitorowania struktury zespolow bakterii w ryzosferze i
endosferze podczas procesu wspomaganej fitoekstrakcji. T¢ sama metodyke
wykorzystatam takze do okreSlenia zmian w strukturze zespoléw bakterii
zasiedlajacych wode i osad rzeczny zanieczyszczony bisfenolem A i S w czasie
prowadzonego procesu bioremediacji wspomaganej bioszczepionka. Wyniki tych
analiz zostaly opublikowane w nast¢pujacych pracach:

1) Plociniczak T., Chodér M., Pacwa-Plociniczak M., Piotrowska-Seget Z. 2019.
Metal-tolerant endophytic bacteria associated with Silene vulgaris support the Cd
and Zn phytoextraction in non-host plants. Chemosphere 219, 250-260;

2) Plociniczak T., Pacwa-Plociniczak M., Kwasniewski M., Chwiatkowska K.,
Piotrowska-Seget Z. 2020. Response of rhizospheric and endophytic bacterial
communities of white mustard (Sinapis alba) to bioaugmentation of soil with the
Pseudomonas sp. H15 strain. Ecotoxicology and Environmental Safety 194:110434,
1-9;

3) Noszczynska M., Pacwa-Plociniczak M., Bondarczuk K., Piotrowska-Seget Z.
2023. The microbial removal of bisphenols in aquatic microcosms and associated

alteration in bacterial community. Environmental Science and Pollution Research
30(36), 85292-85304.

W ramach prowadzonych badan wyznaczalam roéwniez poziom ekspres;ji
wybranych genow bakteryjnych w osadzie czynnym zanieczyszczonym jodowym
srodkiem kontrastowym — diatrizoatem. Na podstawie uzyskanych wynikow
przygotowywany jest manuskrypt: Nowak A., Pacwa-Plociniczak M., Marchlewicz A.
The effect of long-term exposure to diatrizoate on microbial communities in activated
sludge, ktory w najblizszym czasie zostanie wystany do recenzji w czasopi$mie z listy
JCR. Ponadto, przeprowadzitam izolacjc RNA, a takze analize bioinformatyczng
wynikoéw sekwencjonowania metatranskryptomu ryzosfery jeczmienia odmiany

Sebastian w warunkach niedoboru wody. Na podstawie uzyskanych wynikow
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przygotowany zostal manuskrypt Collin A., Pacwa-Plociniczak M., Ptociniczak T.,
Novak O., Marzec M., Guo W., Simpson C.G., Daszkowska-Golec A. Molecular and
hormonal strategies of barley in combating drought stress, ktory wystano do recenzji w
czasopi$mie Journal of Applied Genetics.

Plany badawcze

Poniewaz zastosowanie bakterii promujacych wzrost ros$lin do wspomagania
fitoremediacji gleb zanieczyszczonych nie zawsze przynosi pozadany efekt, w
najblizszym czasie planuj¢ przeprowadzi¢ badania majace na celu identyfikacje
przyczyn tych niepowodzen. Uwaza si¢, ze dla procesu fitoremediacji wspomaganej
bioaugmentacjg kluczowe znaczenie maja wcigz nie do konca poznane interakcje
zachodzace miedzy bakteriami a roslinami, dlatego tez planuje przeprowadzenie
kompleksowej analizy, w ktorej wyniki analiz metatranskryptomicznych gleby zestawie
z wynikami analizy transkryptomicznej ro$lin wykorzystywanych do fitoremediacji.
Przeprowadzone analizy (RNA-seq) gleby i rosliny dostarcza szczegdtowych danych na
temat procesOw wspomagania wzrostu roslin przez bakterie in vivo. Wiedza ta umozliwi
uzupetnienie wcigz dalece niepelnych danych literaturowych z tego tematu. Dysponuje
juz wynikami sekwencjonowania transkryptomu kukurydzy oraz metatranskryptomu
gleby ko-zanieczyszczonej pochodzacymi z eksperymentu wspomaganej fitoremediaciji,
a w najblizszym czasie bedg przeprowadzata ich analize bioinformatyczna.

Ponadto, w ramach miedzynarodowego projektu Recovering and Exploiting Old
and New Barley Diversity for Future-Ready Agriculture (RecoBar) bede prowadzita
badania dotyczace oddzialywan migdzy bakteriami a jeczmieniem narazonym na
dziatanie stresu wodnego, tj. suszy i zalewania nadmierng iloscig wody. Stres ten,
bedacy konsekwencja postepujacych zmian klimatycznych, przyjmujacych forme
niezrownowazonej i nieprzewidywalnej dystrybucji opadéw atmosferycznych w ciggu
roku, jest obecnie gtownym czynnikiem abiotycznym ograniczajagcym produkcje
ro§linng na calym $wiecie. Jest to réwniez zjawisko klimatyczne o najwigkszym
negatywnym wplywie na §wiatowa produkcje zboz. Jedna z metod jego tagodzenia jest
inokulacja roslin bakteriami promujacymi wzrost roslin, zasiedlajagcymi zaréwno ich
ryzosfere jak i endosfere. Zaplanowane w ramach projektu badania majg na celu analizg
transkryptomu jeczmienia 1 metatranskryptomu jego ryzosfery, dzieki czemu mozliwe

bedzie okreslenie bakteryjnych mechanizméw istotnych dla zwigkszania tolerancji
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roslin na stres suszy i zalania, co w konsekwencji pozwoli na usprawnienie procesu

wspomagania ro$lin przez towarzyszace im bakterie w tych warunkach.

5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA
NAUKOWA ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ
JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI
KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ

Moja wspotpraca z naukowcami z Finlandii rozpoczeta si¢ w 2007 roku, w ktorym
cze$¢ badan do pracy magisterskiej wykonywatam w University of Helsinki w Finlandii
w ramach programu LLP-Erasmus. Podczas mojego 4-miesigcznego pobytu w
Department of Ecology and Environmental Sciences w Lahti pod opieka naukowg prof.
Martina Romantschuka (Zal. 6A) oraz dr. Aki Sinkkonena (Zal. 6B) poznawatam
techniki biologii molekularnej, w tym metody elektroforezy w gradiencie czynnika
denaturujacego (DGGE, ang. denaturing gradient gel electrophoresis) oraz metody
tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR), a nastgpnie
wykorzystywatam je do badania bior6znorodnosci zespolow bakterii glebowych.
Metody te stosowatam takze po powrocie do Polski podczas prowadzenia badan
naukowych, a wyniki uzyskane z ich pomocg zostaty nastepnie opublikowane w pracach
z zakresu bio- i fitoremediacji (Applied Soil Ecology 2016 105, 76-85; Ecotoxicology
and Environmental Safety 2019 169, 615-622; Chemosphere 2019, 219, 250-260;
Applied Soil Ecology 2023, 181, 104651). Nastepnie w roku 2011 zostatam zaproszona
przez dr. Aki Sinkkonena do udziatu w badaniach realizowanych w ramach projektu
LIMES (Limits of microbial evolution in soil), finansowanego przez Academy of
Finland. Podczas trwajacego 4 miesigce stazu haukowego w Department of Ecology and
Environmental Sciences w Lahti uczestniczytam w planowaniu i realizacji doswiadczen
bioremediacyjnych gleb zanieczyszczonych chlorofenolami. Wyniki tych doswiadczen
zostaty nastepnie zaprezentowane na konferencji ISME — 14™ International Symposium
on Microbial Ecology, Kopenhaga, Dania.

W kolejnych latach wraz z dr. Sinkkonenem oraz prof. Romantschukiem
podejmowalismy proby zdobycia finansowania wspdlnych badan w ramach projektow

finansowanych ze srodkéw Unii Europejskiej:
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e Joint Programming Initiatives Water Challenges for a Changing World Agriculture,
Food Security and Climate Change, 2016 - projekt Monitoring and reducing
impacts of agrochemical contaminants;

e ForestValue — Innovating the forest-based bioeconomy, 2017 - projekt Innovative
Microbiological, Immunomodulatory and Biochemical Concepts of Forest-Based
Products;

¢ Interreg Regionu Morza Baltyckiego w osi priorytetowej 2: Efektywne zarzadzanie
zasobami naturalnymi, 2018 - projekt Comprehesive Baltic Sea pollution reversion
initiative, w ktoérym prof. Romantschuk zaproponowal mi pelnienie roli lidera
czwartego zadania badawczego;

e Horizon 2020 - projekt Novel Phytoremediation Strategies Integrating

Ecorestoration and Clean Biofuel Production.

Pomimo, iz starania te nie przyniosty oczekiwanego rezultatu, doswiadczenie, ktore
nabylam przy przygotowaniu mig¢dzynarodowych wnioskéw grantowych okazato sie

bardzo cenne w czasie aplikacji o $rodki krajowe.

W roku 2018 wraz z naukowcami z Finlandii opublikowatam artykut naukowy:

Pacwa-Plociniczak M., Plociniczak T., Yu D., Kurola J.M., Sinkkonen A.,
Piotrowska-Seget Z., Romantschuk M. 2018. Effect of Silene vulgaris and heavy
metal pollution on soil microbial diversity in long-term contaminated soil. Water
Air and Soil Pollution 229:13, 1-13 (Zal. 6C).

W czerwcu 2019 roku pozyskatam finansowanie z Narodowego Centrum Nauki na
realizacj¢ projektu SONATA 14 Badanie interakcji w uktadzie roslina-bakterie podczas
wspomaganej fitoremediacji gleby ko-zanieczyszczonej weglowodorami i metalami
ciezkimi, w ktorym oficjalnymi wykonawcami byli naukowcy z Finlandii w osobach dr.
Akiego Sinkkonena oraz dr Marji Roslund z University of Helsinki. W ramach
konsultacji zwigzanych z realizacja tego projektu w pazdzierniku 2019 roku goscitam
dr Sinkkonena oraz dr Roslund na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach. Celem wizyty naukowcow z Finlandii byto m.in. opracowanie
planu prowadzenia eksperymentéw fitoremediacyjnych, a takze wygloszenie przez
gosci wykltadow dla spotecznosci Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska, WNP. Cze$¢ uzyskanych w ramach wspolpracy naukowej z dr.
Sinkkonenem i dr Roslund wynikéw zostata opublikowana w pracy:

Pacwa-Plociniczak M., Kumor A., Bukowczan M., Sinkkonen A., Roslund M.,
Plociniczak T., 2024. The potential of enhanced phytoremediation to clean up multi-
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contaminated soil — insights from metatranscriptomics. Microbiological Research
284, 127738 (Zal. 4E)

Kolejne uzyskane wspodlnie wyniki sg obecnie poddawane analizom i w najblizszej
przysztosci manuskrypt zostanie ztozony do czasopisma z listy JCR. Wspotpraca z dr.
Sinkkonenem i dr Roslund ma charakter aktywny, nawet po zmianie miejsca
zatrudnienia finskich naukowcow na Natural Resources Institute (LUKE), Finland.

W roku 2017 prowadzitam wspotprace naukowa z mgr Martg Siebyta z Instytutu
Badawczego Lesnictwa w Sgkocinie Starym. W ramach tej wspotpracy wykonatam
nastepujace badania, 1) Izolacja DNA oraz analiza gPCR dla genu 16S rRNA z probek
glebowych (Zal. 6D) oraz 2) Wykonanie tanicuchowej reakcji polimerazy PCR wraz z
interpretacjq wynikow (Zal. 6E).

W roku 2022 rozpoczelam wspotprace naukowa z prof. dr hab. Lukaszem
Chrzanowskim oraz dr Martg Wozniak-Karczewska z Zaktadu Chemii Organiczne;j
Politechniki Poznanskiej (Zal. 6F). W ramach tej wspotpracy do tej pory petnitam rolg
opiekuna naukowego stazu dla trzech Doktorantow wykonujacych prace doktorskie pod
kierunkiem prof. Chrzanowskiego i dr Wozniak-Karczewskiej. Podczas stazu
Doktoranci uczyli si¢ pod moja opieka metod izolacji RNA z tkanek rzepaku i miotty
zbozowej. Przygotowane przez nich probki zostalty nastgpnie wystane do
sekwencjonowania, a otrzymane wyniki sa aktualnie przeze mnie analizowane i beda
podstawa do przygotowania wspolnych manuskryptow naukowych. Ponadto, jeden z
Doktorantéw, podczas dwumiesiecznego stazu, przeprowadzil pod moja opieka
eksperyment naukowy majacy na celu zbadanie wptywu wybranych herbicydowych
cieczy jonowych na zdolnos$¢ szczepu Hansschlegelia zhihuaiae do kolonizacji tkanek
kukurydzy i miotlty zbozowej. W celu realizacji zaplanowanego zadania student
wyselekcjonowat rifampicynoopornego spontanicznego mutanta szczepu H. zhihuaiae,
i nastgpnie w trakcie prowadzonego eksperymentu doniczkowego monitorowat jego
liczebnos¢ zardbwno w glebie jak i wewnatrz korzeni i lisci badanych ro$lin. Manuskrypt
obejmujacy wyniki uzyskane przez Doktoranta podczas stazu jest aktualnie w
przygotowaniu.

W roku 2023 rozpocz¢lam rowniez wspdiprace naukowa z prof. Jaco
Vangronsveldem i dr Sofie Thijs z Centre for Environmental Sciences na University of
Hasselt w Belgii (Zal. 6G) W ramach tej wspoélpracy, na zaproszenie Profesora,

odbytam szeSciotygodniowy staz naukowy w Belgii, podczas, ktorego uczytam sie¢
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analizy  bioinformatycznej  wynikow  uzyskanych z  sekwencjonowania
metatranskryptomu gleby poddanej procesowi fitoremediacji wspomaganej konsorcjum
mikroorganizmow. Uzyskane wyniki zostang w najblizszym czasie opublikowane w

czasopismie z listy JCR.

6. INFORMACJA o) OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,
ORGANIZACYJNYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB
SZTUKE

a) Osiagniecia dydaktyczne

Od momentu rozpoczecia Studiow Doktoranckich na Uniwersytecie Slaskim w
Katowicach w 2009 roku prowadze zajgcia laboratoryjne ze studentami studiow
zaréwno I jak i II stopnia kierunkow biotechnologia i biologia realizujac nast¢pujace
moduty: mikrobiologia, mikrobiologia przemystowa, mikrobiologia sanitarna,
podstawy  biotechnologii, biotechnologia  mikroorganizméw, biotechnologia
srodowiskowa. Od roku akademickiego 2017/2018, po przejsciu na etat adiunkta
naukowo-dydaktycznego, prowadzg rowniez wyktady w ramach modutu Mikrobiologia
dla studentéw I stopnia kierunkow biologia i biofizyka.

Od poczatku Studiow Doktoranckich sprawowatam opieke merytoryczng nad 5
magistrantami, ktorych promotorem byta dr hab. Zofia Piotrowska-Seget, natomiast od
uzyskania stopnia doktora petnitam rol¢ promotora 6 prac licencjackich oraz 4 prac
magisterskich. Bytam réwniez ko-promotorem pracy magisterskiej realizowanej przez
studentke programu Erasmus+ Sare Gobetti z University of Turin, ktora zostala
obroniona na macierzystej Uczelni z wyr6znieniem. Pelnitam réwniez rol¢ promotora
pomocniczego doktorantki, mgr Darii Chlebek, ktora 13 listopada 2023 roku obronita
prace doktorskg zatytutowang Identyfikacja i uwarunkowania genetyczne
antagonistycznych oddziatywan endofitycznych szczepow Pseudomonas fluorescens
BRZ63 i Serratia quinivorans KP32 z fitopatogenami grzybowymi (promotorem pracy
byta dr hab. Katarzyna Hupert-Kocurek, prof. US). Aktualnie jestem promotorem
pomocniczym mgr. Mateusza Glenszczyka, ktory realizuje prace doktorska Wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe kokonow u pajgkoéw przedgcych i nieprzedgcych (promotorem
pracy jest dr hab. Agnieszka Babczynska, prof. US, a obrona planowana jest na rok
2025).
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W okresie od 01.03 do 30.06.2017 roku (Zal. 7A) oraz od 01.11.2017 do 30.06.2018
(Zal. 7B) pelnitam funkcje opiekuna merytorycznego Studenckich Zespotow
Projektowych w projekcie ,,NEW. Zwickszenie konkurencyjnosci studentoéw Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego na rynku pracy przez rozwoj
ich kompetencji zawodowych” w ramach Programu operacyjnego Wiedza Edukacja
Rozwdj, finansowanego z Europejskiego Funduszu Spotecznego. W trakcie dziatalno$ci
zespotow studenci, pod opieka merytoryczng pracownikoOw naukowych, realizowali
wilasne projekty naukowe, ktorych wyniki prezentowali podczas | Interdyscyplinarnej
Konferencji Naukowej ,,Aktualne Problemy Ochrony Srodowiska” organizowanej w
dniu 19 maja 2017 roku w Katowicach oraz 52 Ogodlnopolskiej Konferencji
Mikrobiologicznej ,,Mikrobiologia s$rodowiskowa szansg dla biotechnologii i
zrownowazonego rozwoju’ organizowanej w 2018 roku w Ustroniu.

W latach 2015-2018 petnitam role opiekuna studentow studiow I stopnia na
kierunku Biotechnologia, a od roku 2022 pelni¢ role opiekuna anglojezycznych
studentow studiow II stopnia na kierunku Biotechnology.

W roku akademickim 2018/2019 bylam tutorem lic. Agaty Czopki, w ramach
projektu Tutornig dla najlepszych studentéw Uniwersytetu Slaskiego. W ramach tego
projektu studentka przygotowywata artykut popularnonaukowy przedstawiajacy
problem  zanieczyszczenia §rodowiska naturalnego metalami cigzkimi i
weglowodorami, a takze opisujacy mozliwos¢ oczyszczania takich s$rodowisk z
zastosowaniem roslin i towarzyszacych im bakterii. Pelnitam réwniez role tutora dla
dwoch doktorantek - mgr Agaty Kumor (semestr zimowy roku akademickiego
2022/2023) oraz mgr Marty Bukowczan (semestr zimowy roku akademickiego
2023/2024). Pierwsza z nich przygotowywala pod moja opieka manuskrypt
anglojezycznego artykutu naukowego, zawierajacego wyniki badan uzyskane w trakcie
pierwszego roku studiow w Szkole Doktorskiej. Wkrotce manuskrypt zostanie wystany
do czasopisma New Biotechnology. Natomiast tutoring z mgr Martg Bukowczan
obejmowal  szkolenie  doktorantki ~w  zakresie  przeprowadzania analiz
bioinformatycznych wynikow sekwencjonowania probek metatranskryptomicznych.

Przez caty czas pracy staram si¢ podnosi¢ swoje kompetencje dydaktyczne. W tym
celu uczestniczytam w nastepujacych kursach, szkoleniach:

e Certyfikowane szkolenie ,,Pobieranie probek srodowiskowych do badan zgodnie z

odpowiednimi normami” realizowane przez CE2 Centrum Edukacji M. Dziewa, E.

Tarnas-Szwed Sp. j., 27.09.2023, Katowice;
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o Certyfikowane szkolenie ,Kontrolowanie jakosci podtozy z zastosowaniem
szczepow wzorcowych” realizowane przez CE2 Centrum Edukacji M. Dziewa, E.
Tarnas-Szwed Sp. j., 28 - 29.09.2021, Katowice;

e Warsztaty ,,Tworzenie i praca z bazami danych” realizowane w ramach programu
»SWAN. Szkolnictwo Wyzsze Atrakcyjne i Nowoczesne — Podnoszenie
Kompetencji Dydaktycznych Kadry Akademickiej Wydzialu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach”, 18.02. - 29.04.2019,
Katowice;

e Certyfikowane szkolenie ,,Grywalizacja jako narzedzie w edukacji akademickiej”
realizowane przez Collegium Wratislaviense w ramach programu ,,SWAN.
Szkolnictwo Wyzsze Atrakcyjne i Nowoczesne — Podnoszenie Kompetencji
Dydaktycznych Kadry Akademickiej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach”, 18.09 — 21.09.2017, Katowice;

e Kurs,,Sposob postepowania z substancjami i mieszaninami chemicznymi, zgodnie
z przepisami rozporzagdzen REACH 1 CLP” prowadzony przez Placowke

Niepubliczng Ksztatcenia Ustawicznego — Kursowego, 13.06.2017, Katowice.

Réwnoczesnie przez caly czas staram si¢ podnosi¢ swoje kwalifikacje w zakresie
obstugi aparatury i narzedzi bioinformatycznych. W tym celu uczestniczytam w
nastepujacych szkoleniach:

e _Wprowadzenie do analizy RNA-seq” organizowane przez firm¢ data2biology sp.
z 0.0, 18-19.11.2023, szkolenie on-line;

e  Metagenomics, metatranscriptomics, and multi'omics for microbial community
studies” organizowane przez firme¢ Physalia Courses, 12-16.06.2023, szkolenie on-
line;

e Praktyczne zastosowanie Pythona w naukach przyrodniczych i medycznych — dla
poczatkujacych” organizowane przez Fundacj¢ na rzecz promocji nauki i rozwoju
TYGIEL, 6-20.12.2022, szkolenie on-ling;

e . Wprowadzenie do systemu LINUX dla biologow” organizowane przez firme
data2biology sp. z 0.0., 26.11.2022, szkolenie on-ling;

e  Obsluga cytometru przeptywowego Sysmex Partec CyFlow® Space” realizowane
przez przedstawiciela firmy Sysmex Polska Sp. z 0.0., 29.07.2020, Katowice;

e _Wprowadzenie do obrdobki i analizy danych NGS” realizowane przez firme

ideas4biology sp. z 0.0., 3.11.2017, Poznan.
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Wiedze i umiejetnosci nabyte w trakcie tych szkolen wykorzystuje w pracy
naukowej oraz w pracy ze studentami, np. prowadzac Pracowni¢ dyplomowa lub petniac
funkcje opiekuna seminarium.

W 2018 roku otrzymalam wyrdznienie przyznawane przez studentow Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego - nagroda Ztoty Mikroskop -1l
miejsce w kategorii ,,Najlepszy ¢wiczeniowiec w roku akademickim 2017/2018” (Zal.

7C).

b) Osiagniecia organizacyjne i popularyzujace nauke

W roku 2012 bylam cztonkiem komitetu organizacyjnego | Ogélnopolskiej Nocy
Biologéw organizowanej na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska i od tego czasu,
co roku, angazuje si¢ w organizacje i prowadzenie zaje¢ z dzie¢mi i mtodziezg szkolng.
W roku 2015 przygotowywatam i prowadzitam réwniez zajecia w ramach wydarzenia
popularnonaukowego Fascination of Plants Day. W 2017 roku bralam udziat w
konferencji naukowej zorganizowanej z okazji Dnia Patrona — Marii Sktodowskiej-
Curie w Zespole Szkot w Tarnowskich Goérach zatytutowanej ,,Kobieta, nauka, pasja,
szczgscie, sukces”, podczas, ktorej wyglositam referat popularnonaukowy a nastepnie
uczestniczytam w dyskusji z uczniami, podczas ktorej odpowiadalam na pytania
zwigzane z praca i studiowaniem na WNP (Zak. 7D). W 2023 roku uczestniczytam w
spotkaniu z uczniami klas siédmych i1 6smych zorganizowanym przez Szkote
Podstawowg nr 6 im. ks. Jana Twardowskiego w Mystowicach, ktorego celem byto
przyblizenie uczniom zawodu naukowca (Zal. 7E). Prowadzitam rowniez liczne zajecia
popularnonaukowe dla mlodziezy z I Liceum Ogolnoksztalcacego im. Tadeusza
Kosciuszki w Mystowicach oraz II Liceum Ogolnoksztalcacego im. Stefana
Zeromskiego w Dabrowie Gorniczej. Ponadto, prowadzitam zajecia popularnonaukowe
podczas Tygodnia Mikro§wiata organizowanego w ramach 50 Tygodni w Miescie
Nauki, zwigzanego z przyznaniem Katowicom tytutu Europejskiego Miasta Nauki w
2024 roku.

Do mojej dziatalnosci popularnonaukowej zaliczam roéwniez promowanie nauki w
formie wywiadow: udzielonych do US TV, Gazety US, czasopisma NO Limits,
czasopisma Newsweek 1 Polskiej Agencji Prasowej, a takze udzial w programie

telewizyjnym ,,Dzien dobry TVN™:
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e ,Bakterie kochajg melase¢” — udzielenie wywiadu Gazecie Uniwersyteckiej US
(https://gazeta.us.edu.pl/node/272631)

e ,Pozyteczne bakterie” — promocja w Gazecie Uniwersyteckiej US projektu
PRELUDIUM Monitorowanie struktury zespotow mikroorganizmow w glebach
zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi inokulowanych szczepami bakterii
zdolnymi  do  rozkladu  weglowodorow i  produkcji  biosurfaktantow

(https://gazeta.us.edu.pl/node/274211)

e _Rosliny i bakterie oczyszczajace skazone gleby” - udzielenie wywiadu Gazecie
Uniwersyteckiej US (https:/gazeta.us.edu.pl/node/428263)

e ,Legionella, czyli przeciwnik dobrze znany” — udzielenie wywiadu dla telewizji

Uniwersytetu Slaskiego (https://www.youtube.com/watch?v=dul WTvhxC00)

e Kloskowicz M., Pacwa-Plociniczak M., Ptociniczak T. 2021 Plants and Bacteria as
Rescue  for  Contaminated Soil. No Limits, (2(4), 24-27.
https://doi.org/10.31261/no limits.2021.4.07

e Oczyszczaja glebe przy pomocy bakterii i roslin. "Jesli dalej chcemy zy¢ na Ziemi,
musimy o niej mysle¢" — udziat w programie telewizyjnym ,,Dzien dobry TVN”

(https://dziendobry.tvn.pl/styl-zycia/jak-zapanowac-nad-zanieczyszczeniem-gleb-

bakterie-i-rosliny-moga-pomoc-naszemu-srodowisku-da334668-1s5315763)

e _Rosliny i bakterie moga oczyszcza¢ gleb¢ z substancji ropopochodnych” —
udzielenie wywiadu Polskiej Agencji Prasowej (PAP)
(https://www.pap.pl/aktualnosci/news%2C805075%2Crosliny-i-bakterie-moga-

oczyszczac-glebe-z-substancji-ropopochodnych.html)

e Bioszczepionka z bakterii oczysci glebe ze zwigzkow ropopochodnych” —
udzielenie wywiadu Polskiej Agencji Prasowej (PAP)
(https://naukawpolsce.pl/aktualnosci/news%2C393728%2Chioszczepionka-z-

bakterii-oczysci-glebe-ze-zwiazkow-ropopochodnych.html)

o  Kiedy praca to pasja” — udziat w materiale video promujacym badania i studia na
Wydziale Nauk Przyrodniczych US
(https://www.youtube.com/watch?v=mCwHNJiffsq)

e Podgladamy bakterie w akcji” zajecia przygotowane w ramach X Ogolnopolskiej
Nocy Biologow odbywajacej si¢ w formule on-line
(https://www.youtube.com/watch?app=desktop&v=30Fkgc4FfWk&embeds_refer
ring_euri=https%3A%2F%2Fopus.us.edu.pl%2F&feature=emb_imp_woyt)
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W ramach dziatalnosci organizacyjnej bytam cztonkiem komitetu organizacyjnego
52 Ogodlnopolskiej Konferencji Mikrobiologicznej ,,Mikrobiologia srodowiskowa
szansg dla biotechnologii i zrownowazonego rozwoju” organizowanej w dniach 12-15
czerwca 2018 roku w Ustroniu przez pracownikow Wydzialu Biologii i Ochrony
Srodowiska US. Od lutego 2020 roku jestem cztonkiem Zespotu ds. Promocji Wydziatu
Nauk Przyrodniczych US, ktéry dziala z ramienia Pani Prodziekan ds. Promocji Badan
i Umiedzynarodowienia dr hab. Agaty Daszkowskiej-Golec, prof. US (Zal. 7F). W
zespole tym bylam odpowiedzialna za stworzenie kanatu ,,US WNP” na platformie
YouTube, ktorego dziataniem zajmuje si¢ do dnia dzisiejszego. Ponadto, w zespole tym
jestem odpowiedzialna za promocj¢ kierunkoéw studidéw na naszym Wydziale, w
zwiazku, z czym wspottworze opisy oraz infografiki kierunkéw studiow umieszczane
na stronie internetowej WNP, biore¢ udziat w kampaniach reklamowych promujacych
kierunkéw studiow na WNP (konsultuje grafiki uniwersyteckie oraz redaguje teksty do
ptatnej reklamy), przygotowywatam materiaty do folderu promujacego angloj¢zyczne
kierunki studiow na WNP, biore udzial w spotkaniach z Centrum Promocji US oraz
Centrum Komunikacji Medialnej US. W roku 2020 bratam udziatl w przygotowaniu
Wirtualnych Dni Otwartych na WNP, a takze bylam wspdtodpowiedzialna za
przygotowanie cyklu filmow promocyjnych, w ktorych pracownicy, studenci i
absolwenci naszego Wydziatu opowiadali o badaniach i studiach na WNP. Filmy te
zostaty umieszczone, jako 3 odrebne playlisty na kanale WNP US:
o Kiedy praca to pasja (https://youtube.com/playlist?list=PL.9¢89Z-
ISgp04ohx eAlgY7K410SxgelJF&si=5Yp300QA0YdRgS-6B),

e WNP w studenckim zwierciadle (https://youtube.com/playlist?list=PL9c89Z7-
ISqp1kPOEMpHNAWJUEhg6gWUYW&si=702rmJBGONIdOebZ)

e WNP we wspomnieniach absolwentow
(https://youtube.com/playlist?list=PL 9¢89Z-
ISgp3rrjRAR8jykT9UhS5 HOYyGb&si=T4MW35b_6sdD11Vt)
W lutym 2021 roku w ramach podnoszenia swoich kompetencji do pracy w Zespole
ds. Promocji bralam udziat w szkoleniu on-line pt. ,,VIDEOMARKETING”

organizowanym przez Zespot Ekspertow Manager Pelczar Sp. j. W latach 2021, 2022,
2023 oraz 2024 jako cztonek Zespotu ds. Promocji bratam udziat w pracach komitetu

organizacyjnego Ogolnopolskiej Nocy Biologow, a moja rola zwigzana byla z
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przygotowywaniem materialéw promujacych te wydarzenia w mediach. W latach 2021 ,
2022 oraz 2023 bralam udzial w przygotowywaniu i realizacji, przy wspélpracy z
Centrum Komunikacji Medialnej US, videospotu reklamowego dotyczacego pracy
naukowe;j oraz studiowania na WNP

(https:/youtu.be/R89QcIIHEG4?si=BiB_Nvgo5S9yyjbTL). W roku 2022 bylam

czlonkiem komisji dokonujgcej wyboru najlepszego absolwenta WNP US w ramach
Programu Najlepszych Absolwentéw US.

W pazdzierniku 2022 roku praca Zespohi ds. Promocji WNP zostala nagrodzona
nagroda zespotowa II stopnia JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za
wybitne osiggnigcia organizacyjne na rzecz Wydziatu Nauk Przyrodniczych (Zal. 7G).

7. OPROCZ KWESTII WYMIENIONYCH W PKT. 1-6, WNIOSKODAWCA
MOZE PODAC INNE INFORMACJE, WAZNE Z JEGO PUNKTU WIDZENIA,
DOTYCZACE JEGO KARIERY ZAWODOWEJ.

Za dziatalno$é naukowg otrzymatam nastgpujace nagrody:
1. Dodatek projakosciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za

wplyw spoleczny, 2020 (Zal. 8A),
2. Dodatek uczelniany JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za

dzialania projakosciowe, 2019 (Zal. 8B),
3. Nagroda naukowa JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za rozprawg

doktorska, 2017 (Zal. 8C)

.......... woci pu oA~

(podpis wnioskodawcy)
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