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ITII. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych:
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Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin
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Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Tytul magistra biologii (specjalno$¢ mikrobiologia) otrzymatam 20 lutego 1996 roku.
Prac¢ magisterska zatytutlowang ,Bioremediacja in situ gleby skazonej produktami
ropopochodnymi (przemywanie profili glebowych)” wykonalam w Zaktadzie Mikrobiologii
Srodowiskowej pod kierunkiem prof. dr. hab. Ewy Kurek. Badania prowadzone w ramach
pracowni specjalizacyjnej i magisterskiej stanowily istotng czgéé projektu realizowanego
przez Zaktad Mikrobiologii Srodowiskowej i Okregowa Dyrekcje Centrali Produktow
Naftowych w Lublinie pt. ,Modyfikacja $rodowiska glebowego zanieczyszczonego
produktami ropopochodnymi sprzyjajaca intensywnej degradacji tych produktéw przez
natywng mikroflor¢ (na przyktadzie gleby skazonej w ZGPN nr 1 w Zawadowce)”. Obiektem
badan byly dwa profile glebowe siegajace do lustra wod podziemnych pobrane na terenie
stacji przetadunkowej ropy i produktow naftowych w Zawadéwce kolo Chelma (teren
dawnego ZGPN nr 1). Oba profile byly przemywane ptynami o zmieniajagcym si¢ w trakcie
przemywania st¢zeniu zwigzkow odzywczych (od 0 do 0,05% NHyNO; i K;HPOy)
i zwigzkow powierzchniowo czynnych (od 0 do 0,01% detergentu). Stwierdzono postepujaca
w czasie biodegradacje produktow ropopochodnych i zmiany ilosciowe i jakosciowe

w zespole mikroorganizméw degradujacych weglowodory. Procesowi bioremediacji
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towarzyszylo uwalnianie weglowodoréw uprzednio scementowanych przez sktadniki glebowe
i ich przemieszczanie do gérnych czgsci profilu glebowego. Migracje skazenia zwickszata
obecnos$¢ detergentu w plynie przemywajacym a efektem transformacji wprowadzonych
zwigzkéw azotu byl wzrost stgzenia nitrozoamin i jonéw  azotynowych
w odciekach. Perkolacja profili glebowych spowodowata réwniez ubytek jonéw Ca i Mg
w oczyszczanej glebie. Udowodnitam, ze przemywanie skazonej gleby byto skuteczna
metodg bioremediacji, jednak wymagajaca nieprzerwanego monitoringu. Uzyskaniu
pozytywnego efektu, jakim byta biodegradacja weglowodorow, towarzyszyto powstawanie
podczas przemian mikrobiologicznych toksycznych azotynéw i nitrozoamin oraz ich
wyptukiwanie do wod gruntowych réwnoczesnie z jonami Mg i Ca.

W roku 1996 zrealizowalam zadanie badawcze pt. ,,Uwalnianie Cd ze skltadnikéw
glebowych wysyconych Cd in vitro po wprowadzeniu ich do gleby” bedace czgscig projektu
nr 6 P205 036 07 (grant KBN 1994-96). Na podstawie wynikéw tych badan udowodnitam, ze
zarowno in vitro jak i w warunkach glebowych, kadm zimmobilizowany przez kwasy
huminowe powstajace w glebie podczas humifikacji skazonych kadmem resztek roslinnych
byt stabilniejszy (w mniejszym stopniu poddajacy sie ekstrakcji 0,02M EDTA) w poréwnaniu
do Cd zimmobilizowanego przez montmorylonit, preparat handlowy kwaséw huminowych
oraz biomase bakteryjng (4rthrobacter sp. LII). Kadm unieruchomiony przez w/w sktadniki
glebowe dodany do gleby nie wpltywal negatywnie na wzrost sataty glowiastej (Lactuca
sativa L. var. capitata). Chociaz akumulacja kadmu w korzeniach roslin nie byla zalezna od
formy w jakiej metal zostal wprowadzony do gleby, to jednak jego translokacja z korzeni do
czgSci nadziemnych byla istotnie najnizsza u roslin hodowanych na glebie uzupetnionej
zywymi komérkami Arthrobacter sp. LII wysyconymi Cd. Wyniki tych badan przedstawilam
na sympozjum naukowym, ktérego temat przewodni brzmiat ,,Drobnoustroje a zycie gleby”
(1) oraz w publikacji naukowej wydanej w 1998 roku (2).

Badania prowadzone przeze mnie w kolejnych latach dotyczyty immobilizacji
1 mobilizacji kadmu w s$rodowisku glebowym a takze wplywu na te procesy aktywnosci
mikrobiologicznej. Oprécz sktadnikow glebowych takich jak montmorylonit, kwasy
huminowe oraz biomasa Arthrobacter sp. LII zastosowalam takze krystaliczny i amorficzny
(Swiezo wytracany Fe(OH)s) getyt oraz zywa i martwg grzybnie Trichoderma koningii
(szczep Tk3Ag0) i Fusarium culmorum (szczep Fcl). Szczepy tych grzybéw, jak réwniez
szczep Arthrobacter sp. LII, zostaly wyizolowane z ryzosfery rosliny zbozowej (zyta)
i znajdujg si¢ w kolekcji mikroorganizméw Zakladu Mikrobiologii Srodowiskowej.
Wykonywatam zadania badawcze realizowane w ramach dziatalno$ci statutowej Wydziatu

4



Zalacznik nr 2 - Autoreferat

Biologii i Biotechnologii (do roku 2011 Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi) oraz bytlam
gtobwnym wykonawcg projektu nr 6 P04C 045 21 (grant KBN 2001-2004) pt. ,,Rola
mikroorganizmoéw w procesach sorpcji i desorpcji kadmu w glebie”.

W badaniach prowadzonych przed uzyskaniem stopnia doktora (lata 1998-2003):

1. okreslitam zdolnosci sorpcyjne skladnikow glebowych (biomasy Arthrobacter LII,
Trichoderma koningii oraz montmorylonitu, Fe(OH);, getytu i kwasow huminowych)
w uktadzie jedno- i wielosktadnikowym;
2. wyznaczylam izotermy adsorpcji Cd na powyzszych sktadnikach glebowych w zaleznosci
od czasu inkubacji, temperatury i pH roztworu inkubacyjnego;
3. porownatam mobilizacje¢ Cd ze sktadnikéw glebowych (in vitro) przez:

a. roztwory soli obojetnych (NaNOj3, CaCl,),

b. roztwor zwigzku kompleksujgcego (EDTA),

c. wodny wyciag glebowy wzbogacony i nie wzbogacony zewnatrzkomérkowymi

metabolitami mikroorganizméw glebowych;
4. okreslitam biodostgpnos¢ Cd oraz wplyw aktywnosci mikroorganizméw glebowych
(analizy gleb pozbawionych aktywnych mikroorganizméw i gleb sterylnych szczepionych
zawiesing glebowg zawierajaca naturalny dla tej gleby zesp6l mikroorganizméw) na
dystrybucje Cd wprowadzonego w formie zimmobilizowanej przez sktadniki glebowe oraz
jonowej pomigdzy frakcje o réznej mobilnosci (sekwencyjna ekstrakcja skazonych gleb);
S. przesledzitam zmiany ogdlnej liczebnosci mikroorganizméw a takze zmiany w zespole
mikroorganizméw glebowych na podstawie wskaznikoéw ekofizjologicznych tj. indeks CD
(ang. colony development index), indeks EP (ang. ecophysiological index) oraz metoda
Hattori’ego, w zaleznosci od formy wprowadzonego metalu (CdCl, lub zimmobilizowany);
6. wyznaczylam wydajno$¢ desorpcji Cd ze skazonych gleb (gleba nawozona osadem
Sciekowym, superfosfatem oraz pochodzaca z terenu Huty Cynku w Miasteczku Slaskim)
przez wyciagi glebowe i jego sorpcji przez sktadniki glebowe.

Wiyniki uzyskane podczas realizacji powyzszych zadan (punkty 1-5) byly przedmiotem
rozwazan zawartych w mojej rozprawie doktorskiej pt. ,,Rola mikroorganizméw w procesach
sorpcji i desorpcji kadmu w glebie” obronionej 12 listopada 2003 roku.

Powadzone przeze mnie badania wykazaly, ze wydajno$¢ immobilizacji Cd przez
biomas¢ mikroorganizméw glebowych byta wyzsza niz przez sktadniki abiotyczne. Jednak ze
wzgledu na wigkszy procentowy udzial elementéw abiotycznych w fazie stalej gleby mogty
one immobilizowa¢ wiecej Cd niz sktadniki biotyczne. Zatem, faza stata gleby zapewnia
szybkg immobilizacj¢ kadmu oraz odpowiada za ustalenie réwnowagi migdzy procesami
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sorpcji idesorpcji kationéw. Na ilos¢ kadmu ulegajgcego desorpcji z biotycznych
i abiotycznych skladnikow glebowych, zarowno w badaniach in vitro jak i po ich
wprowadzeniu do gleby, mialy wptyw: reakcje wymiany jonowej, chelatowanie jon6w kadmu
przez zwigzKi rozpuszczone w roztworze glebowym oraz posrednio mikroorganizmy
modyfikujace sktad roztworu glebowego. Udowodnilam, Ze stg¢zenie Cd biodostgpnego
w glebie byto kontrolowane przede wszystkim przez frakcj¢ tlenkéw oraz wodorotlenkéw Fe
i Mn a aktywno$¢ mikroorganizméw istotnie obnizala procentowy udziat frakcji Cd
biodostepnego w glebie uzupelnionej Cd w formie zimmobilizowanej przez testowane
skladniki glebowe lub CdCl,. Mikroorganizmy modyfikowaly sklad roztworu glebowego
(spadek stezenia Cd), odczyn gleby (wzrost wartosci pH) oraz funkcjonowaly jako
biosorbenty (fakt ten wykazano w badaniach in vitro). Kadm niezaleznie od tego, czy zostat
wprowadzony do gleby w formie jonowej, czy zimmobilizowanej przez sktadniki glebowe
byt pobierany przez roéliny. Zanieczyszczenie gleby kadmem w stgzeniu 10 pg - g nie
obnizylo istotnie statystycznie ogélnej liczebnosci mikroorganizméw glebowych, ale
spowodowato obnizenie réznorodnosci fizjologicznej zespotu bakterii zasiedlajacych gleby
wyznaczonej metodg Hattori’ego. Wigkszos¢ komoérek wykazywala stan spoczynkowy
(wygaszony metabolizm) lub przejSciowy (umozliwiajacy rozpoczgcie proliferacii).
Podatno$é zespotu oligotroféw na oddzialywanie kadmu w tym stgzeniu byla istotnie
mniejsza niz kopiotrofow. Ustalitam, ze w zespole mikroorganizmoéw zasiedlajacych skazong
glebe (10 pgCd - g"') dominowaly bakterie wolno rosngce, wykazujace strategie zycia
typu K.

Cze$¢ wynikow uzyskanych w latach 1998-2003, poza rozprawa doktorska, zostala
przedstawiona w dziesieciu komunikatach zjazdowych (od 3 do 7 - konferencje
miedzynarodowe, od 8 do 12 - konferencje krajowe). W tym czasie przygotowalam réwniez

prace przegladowsg (13) oraz bytam wspotautorem rozdzialu w monografii (14).

Publikacje i doniesienia konferencyjne przed uzyskaniem stopnia doktora

1. Kurek E., Majewska M., 1997, Biodostepnos¢ kadmu zimmobilizowanego przez sktadniki
glebowe. Ogodlnopolskie Sympozjum — Drobnoustroje a zycie gleby, 4-6 wrzesnia,
Krakéw, str. 30

2. Kurek E., Majewska M., 1998, The release of Cd-immobilized by soil constituents and its
bioavailability. Toxicological and Environmental Chemistry 67:237-249).

IF1998 =0 IF2016= 0,795 MNiSWy16 =15 pkt.



Zalgcznik nr 2 - Autoreferat

3. Kurek E., Majewska M., 1999, Distribution of cadmium fraction introduced to soil as
immobilized by biotic and abiotic soil constituents. International Conference & Congress
of the Polish Society of Soil Science — Role of soil in functioning of ecosystems. 7-10
September, Lublin, p. 238

4. Kurek E., Majewska M., 2000, Sensitivity of fungi isolated from rye rhizosphere to
cadmium and immobilization of this metal from culture medium. III Conference on Trace
Metals — Effects on organisms and environment. 6-8 June, Sopot, p. 219

5. Kurek E., Majewska M., 2001, Fungi — a factor affecting Cd sorption/desorption
processes between soild phase and soil solution. 15th International Symposium on
Environmental on Biogeochemistry. Biogeochemical Processes and Cycling of Elements in
the Environment, 11-15 September, Wroctaw, p. 285-286

6. Kurek E., Majewska M., 2003, Tlenki Fe i Mn regulatorem zawartosci puli biodost¢pnego
Cd w glebie. The 38th International Microbiological Symposium - Effective
Microorganisms (EM) in sustainable Agriculture and Environmental Protection., 1-4
September, Warszawa-Rogéw k/L.odzi, pp. 63-64

7. Kurek E., Majewska M., 2004, Microbial activity — a factor affecting Cd retention in soil.
Geophysical Research Abstracts, Vol. 6, 06736; European Geosciences Union, 1** General
Assembly, 25-30 April, Nice, France, Sref-ID: 1607-7962/gra/EGU04-A-06736

8. Kurek E., Majewska M., 1998, Biodostepne frakcje Cd uwolnione ze sktadnikow
glebowych w procesach biotycznych i abiotycznych. Ogoélnopolskie Sympozjum -
Ekologiczne aspekty mikrobiologii gleby, 6-9 wrzesien, Poznan-Kiekrz, str. 16

9. Kurek E., Majewska M., 2000, Wzrost grzybow izolowanych z ryzosfery zyta w
obecnosci kadmu i jego immobilizacja z roztworu. 35 Sympozjum Mikrobiologiczne,
Drobnoustroje srodowiska glebowego — aspekty fizjologiczne, biochemiczne i genetyczne.
6-8 wrzesnia, Torun-Bachotek

10. Kurek E., Majewska M., 2001, Aktywnos¢ mikrobiologiczna jako czynnik modyfikujacy
zawarto$¢ frakcji resztkowej kadmu w glebie. Ogolnopolskie Sympozjum
Mikrobiologiczne, Aktywnos$¢ drobnoustrojow w roéznych srodowiskach, 6-8 wrzesnia,
Krakow, str. 47-48

11.Kurek E., Majewska M., 2001, Zmiany zawartosci ,,biodostepnej” frakcji kadmu w glebie
jako rezultat aktywnosci mikrobiologicznej. Ogoélnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne,
Aktywnos¢ drobnoustrojéw w réznych srodowiskach, 6-8 wrzesnia, Krakow, str. 48-49

12.Kurek E., Majewska M., 2002, Sorpcja Cd przez biotyczne i abiotyczne skladniki
glebowe. 37 Sympozjum Mikrobiologicznego, Rola drobnoustrojow w ksztalttowaniu
srodowiska, 4-6 wrze$nia, Olsztyn-Waplewo, str. 76-77

13.Majewska M., Kurek E., 2002, Mikroorganizmy — czynnikiem modyfikujagcym stezenia
kadmu w roztworze glebowym. Postgpy Nauk Rolniczych 1/295, 3-13

14.Kurek E., Francis A.J., Bollag J.-M., Czaban, Kaczorowska R., Ochal M., Puacz E.,
Patkowska E. Majewska M., 2000. Soil constituents — factors modulating the cadmium
toxicity and bioavailability. [in] Mechanisms of cadmium activity. Ecology of the Polish-
Ukrainian Border Area. Polish Academy of Science, Branch in Lublin, str. 34-50
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IV. Wskazanie osiggniecia

wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U.
22016 r. poz. 1311.):

a) Tytul osiggnigcia naukowego

Udzial mikroorganizméw i skladnikéw glebowych
w transformacjach kadmu zakumulowanego
w korzeniach roslin trawiastych

b) Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego

H1. Majewska M., Kurek E., Rogalski J. 2007
Microbiologically mediated cadmium sorption/desorption processes in soil amended
with sewage sludge. Chemosphere 67: 724-730
IF2007 = 2,739 IF2016 = 4,208 MNiSW2016 =35

H2. Majewska M., Kurek E., Stomka A. 2011
Effect of plant growth on total concentrations of Zn, Pb, and Cd, and their distribution
between operational fractions in the upper layer of a 100-year-old zinc-lead waste heap.
Polish Journal of Environmental Studies 20(3):591-597
IF201 1= 0,508 IF2016 = 0,793 MNiSW2016 =15

H3. Majewska M., Kurek E. 2011
Effect of Cd concentration in growth media on Secale cereale roots and Cd interaction
with rhizosphere microorganisms originated from different parts of the grain. European
Journal of Soil Biology 47:95-101
IF2011 = 1,578 IF2016 = 2,445 MNiSW2016 =30

H4. Kurek E., Majewska M. 2012
Microbially mediated transformations of heavy metals in rhizosphere. A. Zaidi, P.A.
Wani, M.S. Khan (eds), Toxicology of Heavy Metals to Legumes and Bioremediation,
Springer-Verlag, Wien, pp. 129-146
IF2012=0 IF2016=0 MNiSWyg16 =5

HS. Majewska M., Stomka A. 2016
Levels of organic compounds, number of microorganisms and cadmium accumulation
in Festuca ovina hydroponic culture. Polish Journal of Microbiology 65(2):191-200
IF2016 = 0,745 MNiSW2016 =15

H6. Majewska M., Jaroszuk-Scisel J. 2017
Mobilization of cadmium from Festuca ovina roots and its simultaneous immobilization
by soil in a root-soil-extractant system (in vitro test). International Journal of
Phytoremediation, 19(8):701-708
IF2016 = 1,770 MNiSW2016 =25

H7. Majewska M. 2017
Mobilization of cadmium from Festuca ovina roots and its distribution between
operational fractions in soil. Polish Journal of Soil Science, 50(2):141-154
IF2016 =0 MNiSW2016 =14
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¢) Omowienie celu naukowego prac i osiggnietych wynikéw wraz
z omdOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

Kadm oraz inne metale cigzkie wystepujg w glebie w réznych formach chemicznych
1 okredlenie catkowitego ich stezenia nie jest wystarczajgce, aby oceni¢ ich toksycznos¢,
mobilnos¢ oraz biodostgpnosé (Conesa i in. 2010, Bolan i in. 2014). Na podstawie sity
wigzania metali przez skladniki fazy stalej gleby wyodrebniono siedem geochemicznych
frakeji réznigeych si¢ mobilnoscia i biodostepnoscia (Conesa i in. 2010, Stritsis i in. 2014).
Frakcje te, zaczynajagc od najlatwiej pobieranej przez organizmy, mozna uszeregowac
W nastepujacy sposob: frakcja wodna (metale obecne w roztworze glebowym w formie
Jonowej lub skompleksowanej), frakcja jonowymienna (metale zaadsorbowane przez czastki
glebowe), frakcja weglanowa (metale powierzchniowo zwiazane lub wspolstracone z solami
weglanowymi), frakcja metalu zwigzana z tlenkami manganu, frakcja metalu zwigzana
z  krystalicznymi i amorficznymi  tlenkami  zelaza, frakcja organiczna (metale
skompleksowane i wbudowane w préchnice) oraz metale obecne w strukturze mineratéw
glebowych (tzw. frakcja resztkowa). Specjacja chemiczna metali ustalona w danych
warunkach glebowych nie jest zjawiskiem statym i mozliwa jest ich redystrybucja pomiedzy
wymienionymi frakcjami (Majewska i Kurek 2007, Kabata-Pendias 2011, Oves i in. 2012).
Ilos¢ metalu obecnego w roztworze glebowym (faza ciekta gleby) zalezy od réwnowagi
pomiedzy procesami mobilizacji i immobilizacji metali, natomiast te sa kontrolowane przez
wiasciwosci fizykochemiczne gleby (np. pH, pojemno$é wymiany kationéw, rozmiar czastek,
zawartos$¢ i rodzaj materii organicznej gleby), aktywnos¢ i réznorodnosé mikroorganizmow
glebowych oraz wzrost i rozw6j roslin (Bolan i in. 2014, Stritsis i in. 2014; Li i in. 2016).

W glebie istnieje ciggla wymiana (tzw. dynamiczna réwnowaga) pomiedzy jonami
wolnymi (kationy proste lub jony kompleksowe metali obecne w fazie wodnej)
i zaadsorbowanymi na sktadnikach fazy statej gleby. Zatem skiad roztworu glebowego jest
zmienny i ulega ciggtym modyfikacjom (Laudicina i in. 2013). Wydzieliny korzeniowe moga
by¢ zrédtem substancji odzywczych dla mikroorganizméw ryzosferowych, ktére w tej strefie
gleby sa liczniejsze i bardziej aktywne (efekt ryzosferowy) niz w glebie wolnej od korzeni
(Massaccesi i in. 2015). Mikroorganizmy glebowe mineralizujg rozpuszczone w roztworze
glebowym substancje odzywcze (Hiitsch i in. 2002), ale tez wydzielaja whasne metabolity (np.
kwasy organiczne, siderofory, biosurfaktanty) tworzace z metalami kompleksy o réznej

stabilno$ci i mobilnosci (Li i in. 2016; Tahervand i Jlali 2016; Karimzadeh i in. 2017). Od
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liczebnosei mikroorganizméw, typu i ich aktywnosci zaleza wiasciwosci roztworu glebowego
majacego wplyw na procesy sorpcji/desorpcji w glebie oraz na ilo$é metalu akumulowanego
w tkankach roslin. Bakterie ryzosferowe, ulegajac selekcji w kierunku tolerujacych skazenie
(Kao i in. 2006), moga dziata¢ jako bariera ochronna ograniczajaca dostep toksyny do
korzenia (Amabilis-Sosa i in. 2015), produkowaé analogi hormonéw wzrostu, precypitowac
toksyczny metal, utatwia¢ pobieranie zwigzkéw Fe P, K i w rezultacie podnosi¢ plon oraz
zdolno$¢ kietkowania nasion (Lebeau i in. 2011).

Akumulacj¢ metali cigzkich w tkankach roglin (fitoekstrakcja) lub stabilizacje w ich
ryzosferze (fitostabilizacja) wykorzystuje si¢ do rekultywacji zanieczyszczonego Srodowiska.
Fitostabilizacja jest efektywna w przypadku terenéw zanieczyszczonych metalami cigzkimi
i moze by¢ stosowana jako dopetnienie remediacji tradycyjnymi metodami fizyko-
chemicznymi, badz w tych miejscach, gdzie dopuszczalny jest wyzszy poziom
zanieczyszczenia, ale w formie nieprzyswajalnej (Sarwar i in. 2017). Technika ta moze by¢
tez wykorzystywana do odtworzenia szaty roslinnej na terenach, gdzie nastapit jej zanik
w wyniku wysokich stezen metali ciezkich w powierzchniowej warstwie gleby i do
przywrécenia naturalnego pigkna danego terenu. Rosliny wykazujg pewien stopien tolerancji
na rozne skazenia (Lange i in. 2017), dlatego moga byé stosowane w miejscach, gdzie
nagromadzenie metali jest w granicach tolerowanych przez dang rosling oraz gdy sg
zapewnione warunki sprzyjajace wzrostowi roéliny (Sarwar i in. 2017). Z tego wzgledu przed
wprowadzeniem roslin na teren skazony metalami ciezkimi korzystne jest stosowanie
zabiegbéw przygotowawczych typu: wapnowanie w celu ustalenia pH na poziomie wyzszym
niz 5, immobilizacja metali poprzez aplikacje kompostu (uzyskanego z osadéw Sciekowych
lub frakcji organicznej odpadéw komunalnych), tlenkéw i wodorotlenkéw Fe i Mn,
glinokrzemianéw, itéw, zeolitow, hydroksyapatytow, poprawianie jakosci gleby poprzez
nawozenie mineralne i organiczne. Zabiegi te wzmacniajg kolonizacje terenu przez
odpowiednie rosliny. Uprawa réznych gatunkéw traw i roslin bobowatych jest zdolna
przywroci¢ zyzno$é gleby i rozszerzy¢ sukcesje ekologiczna (Lange i in. 2017; Sarwar i in.
2017; Sobariu i in. 2017).

Gléwny cel fitostabilizacji, jakim jest przeprowadzenie metali w forme
nierozpuszczalng (wyeliminowanie ich z roztworu glebowego), nie jest jednak skutecznym
rozwigzaniem problemu, poniewaz metal pozostaje nadal w podtozu. Nieustannie zachodzace
procesy mineralizacji obumierajgcych korzeni oraz czesci nadziemnych roglin uwalniajg do
srodowiska nie tylko makro- i mikroelementy ale réwniez wcze$niej pobrane przez rosliny
pierwiastki toksyczne (Van Nevel i in. 2014). W uruchamianie zimmobilizowanego metalu
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mogg by¢ zaangazowane réwniez zwigzki mineralne i organiczne powstajgce
w wyniku wezesdniejszej lub aktualnej aktywnosci mikroorganizméw ryzosferowych.
Intensywny wzrost i rozwé6j mikroorganizméw moze by¢ przyczyna wystapienia naglego
uruchomienia weze$niej zimmobilizowanego metalu. W zwigzku z tym nasuwa si¢ pytanie:
jak trwala jest immobilizacja metalu przez rosliny oraz kiedy i w jakich warunkach moze
dojs¢ do uruchomienia zanieczyszczenia?

Opierajgc si¢ na danych bibliograficznych oraz badaniach prowadzonych w Zakltadzie
Mikrobiologii Srodowiskowej, ktére wskazujg na bardzo wazny udziat mikroorganizméw
w stabilizacji kadmu w glebie wolnej od korzeni opracowatam plan badan, ktéry - jak

zatozytam - pozwoli mi znalez¢ odpowiedz na postawione powyzej pytanie.

Celem przeprowadzonych przeze mnie badan bylo okre§lenie:

— szybkosci i wydajnosci uruchamiania kadmu uprzednio zimmobilizowanego
w biomasie korzeni dwdch gatunkéw roslin (Festuca ovina i Secale cereale) przez
wodne wyciagi glebowe oraz jego immobilizacji przez skladniki fazy gleby
(publikacje H3, H5, H6)

— dystrybucji kadmu w glebie pomigdzy frakcje wyznaczone metodg sekwencyjnej
ekstrakeji po jego uwolnieniu z biomasy korzenia: testy in vitro z wykorzystaniem
systemu wielokomorowego (publikacja H6) oraz in vivo — hodowle doniczkowe
(publikacja H7).

— efektywnosci stabilizacji Cd w glebie: (1) nawozonej osadem $ciekowym
(publikacja H1), (2) spod uprawy trawy Festuca ovina (publikacja H7) oraz
(3) pochodzacej z obszaru skladowania odpadow poflotacyjnych z kopalni rudy
Zn-Pb porosnigtego roslinnoscig oraz pozbawionego szaty ro$linnej (publikacja
H2).

Nowatorskim rozwigzaniem prowadzonych przeze mnie badan bylo zastosowanie
uktadu wielokomorowego sktadajacego si¢ z 3 lub 7 polaczonych komér (odpowiednio do
potrzeb eksperymentu), pomigdzy ktérymi umieszczono membrany o $rednicy poréw 0,4um,
umozliwiajgce wymiang fazy cieklej a zatrzymujace migracje czastek statych. Tego typu
uklad dal mi mozliwo$¢ stworzenia warunkéw symulujacych, choé w pewnym stopniu,
dynamike proceséw réwnoczesnej sorpcji i desorpcji jakie zachodza w naturalnym

srodowisku. Uzycie ukladu wielokomorowego umozliwito: (1) przeanalizowanie
11
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oddziatywania aktywnosci mikrobiologicznej na zmiany pH i stezenia zwigzkéw
organicznych (metabolitbw mikrobiologicznych i rozpuszczalnej glebowej substancji
organicznej) w fazie cieklej, (2) okreslenie wptywu tych czynnikéw na uruchamianie Cd
wprowadzonego do gleby jako element zanieczyszczajacy osad sciekowy lub z korzenia
Festuca ovina oraz (3) poréwnanie resorpcji uwolnionego Cd przez wybrane skladniki
glebowe majgce kontakt z metalem w tym samym czasie (przemieszczanie si¢ Cd obecnego
w fazie cieklej krgzacej pomiedzy naczyniami polaczonymi).

Pierwsze badania wyjasniajace mechanizmy kontrolujagce immobilizacje kadmu
w Srodowisku glebowym zrealizowalam w ramach pracy doktorskiej zatytutowanej ,,Rola
mikroorganizméw w procesach sorpcji i desorpcji kadmu w glebie”. Okreslitam pojemnosé
sorpcyjng biomasy Arthrobacter sp. i Trichoderma koningii oraz poréwnalam je
z pojemnoscig sorpcyjng geosorbentéw takich, jak: montmorylonit, getyt, $wiezo wytrgcony
Fe(OH) oraz kwasy huminowe (sktadnik prochnicy glebowej). Wyznaczytam izotermy sorpcji
kadmu dla wybranych biotycznych i abiotycznych sktadnikéw glebowych przy réznych
wartosciach pH i temperatury. Okreslitam réwniez stabilno$é kadmu unieruchomionego przez
wybrane skladniki glebowe w warunkach in vitro (metoda ekstrakcji roztworami
zawierajgcymi w swym skladzie zwiazki obecne w roztworze glebowym) oraz w warunkach
glebowych. Wykazatam istotne réznice w aktywnosci i réznorodnosci mikrobiologicznej, jak
réwniez réznice w dystrybucji kadmu pomiedzy frakcje o réznej mobilnosci w glebie, ktora
zostala uzupetniona jego réznymi formami (Cd zimmobilizowany przez w/w geosorbenty,
biomase mikrobiologiczng oraz CdCl,).

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej pomijaty biomase korzeni roslin
bedaca istotnym elementem fazy statej gleby (Ping i in. 2010). Korzenie sg stabilizatorem
powierzchni gleby a wraz ze swoim mikrobiomem s3 istotnym absorbentem i adsorbentem
metali cigzkich. Korzenie roslin jednorocznych zamieraja pod koniec sezonu wegetacyjnego
i stanowia biomasg, ktéra staje sie substratem dla procesu humifikacji. Korzenie roslin
wieloletnich réwniez zamieraja a ich obumieranie moze byé intensywniejsze w $rodowisku
skazonym. Taka sytuacja powoduje, ze oprocz biogenéw, makro- i mikroelementéw w obieg
pierwiastkow wigczane sg rowniez metale ciezkie uprzednio zimmobilizowane w korzeniach
roslin (Van Nevel i in. 2014).

Wykonany przy moim wspétudziale przeglad bibliografii (Kurek i Majewska 2012, H4)
stanowi zbiér informacji na temat: (1) ryzosfery i mikroorganizmow ja zasiedlajgcych,
(2) efektu ryzosferowego, (3) toksycznosci metali ciezkich dla roslin jak i mikroorganizmow
glebowych, (4) immobilizacji, biodostgpnosci i mobilnosci metali cigzkich w ryzosferze oraz
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(5) roli mikroorganizméw w procesie fitoremediacji gleb zanieczyszczonych metalami
cigzkimi. W przedstawionym opracowaniu (Kurek i Majewska 2012, H4) zwrécitam uwage na
znaczenie réznorodnosci i wielokierunkowosci proceséw biologicznych, fizycznych
i chemicznych zachodzacych w glebie ryzosferowej oraz wzajemnych interakcji ro$lin
i mikroorganizméw dla wydajnosci fitoremediacji. W tej pracy opisatam rowniez role
metabolitow mikrobiologicznego pochodzenia (np. witaminy, fitohormony, kwasy, chelatory
i czynniki indukujace odporno$¢ roélin na stres) pozytywnie oddzialujgcych na wzrost
i rozwdj roslin, majgcych posrednie, ale réwnie istotne znaczenie dla efektywnosci zabiegow
remediacyjnych. Zwrécitam uwage na wzajemne i zréwnowazone oddziatywania
mikroorganizm—roslina—gleba, ktére s szczegblnie pozadane podczas zabiegow
fitoremediacyjnych, poniewaz procesy sorpcji i desorpcji  zachodzace w  tym
trojelementowym systemie decyduja o wielkosci puli mobilnego i/lub biodostepnego metalu
a przesunigcie rownowagi w kierunku jednego z nich decyduje, czy fitoremediacja zostanie
uzyskana w wyniku fitostabilizacji, czy raczej fitoekstrakc;ji.

W prowadzonych przeze mnie badaniach udowodnilam, ze liczebnos¢ i réznorodnosé
zespotu mikroorganizméw, jak réwniez jego adhezyjnosé do powierzchni korzeni jest bardzo
istotna dla procesu fitostabilizacji Cd (Majewska i Kurek 2011, H3). Korzenie roslin zasiedlone
przez liczniejszy i bardziej zréznicowany zesp6t mikroorganizméw stabilizowaty kadm
efektywniej niz korzenie roslin uzyskanych z nasion jalowionych powierzchniowo.
Zaobserwowatam, ze w warunkach stresu kadmowego (10 pg Cd ml? plynnego podtoza)
korzenie zyta (Secale cereale) wyhodowanego z nasion niesterylizowanych byly zasiedlone
przez okolo 4 razy liczniejszy zespét mikroorganizméw (inokulum stanowily zaréwno
bakterie zasiedlajace wnetrze jak i powierzchnie nasion) a z ich powierzchni ekstrahowatam
2 razy wigcej zwigzkow kompleksujacych w poréwnaniu do korzeni roglin uzyskanych
z nasion sterylizowanych powierzchniowo zasiedlonych jedynie przez mikroorganizmy
pochodzenia endofitycznego. Stwierdzitam réwniez, ze w hydroponicznych hodowlach roélin
uzyskanych z nasion powierzchniowo sterylizowanych proporcje pomiedzy liczebnosciag
mikroorganizméw zawieszonych podtozu wzrostu roélin a liczebnoscia mikroorganizmow
zasiedlajacych powierzchnig korzeni ($rednio 7:1) byty odwrécone w poréwnaniu do hodowli
roslin uzyskanych z nasion niesterylizowanych ($rednio 1:12). Uwazam zatem, ze W mocniej
zrznicowanym zespole mikroorganizméw wystepowaty interakcje utatwiajgce bakteriom
zasiedlanie powierzchni korzeni. Uruchamianie metalu metoda ekstrakcji z korzeni roslin
zasiedlonych przez zespél bakterii pochodzacych od drobnoustrojow zasiedlajacych wngtrze
jak i powierzchni¢ nasion oraz pokrytych przez zwiazki organiczne pochodzenia
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mikrobiologicznego i roslinnego bylo istotnie mniej wydajne niz z Korzeni roslin
pozbawionych tak réznorodnej powierzchniowej bariery ochronnej (Majewska i Kurek 2011,
H3). Bardzo istotnym dla zabiegéw fitoremediacyjnych wydaje si¢ rowniez fakt, ze rosliny
skolonizowane przez mieszany zespél mikroorganizméw osiggnety wigksza biomase niz
rosliny o ubozszym mikrobiomie (Majewska i Kurek 2011, H3). Badania prowadzone na innym
obiekcie (trawa, Festuca ovina var. Bornito) potwierdzily stymulacj¢ wydzielania do podtoza
i odkladnia na powierzchni korzeni réznych zwiazkéw organicznych w wyniku dziatania
stresu kadmowego. Z korzeni ro$lin hodowanych w obecnosci 10 pg Cd ml' podioza
ekstrahowatam zar6wno woda, jak i 0,IM NaNO; (roztwér symulujacy site jonowa roztworu
glebowego) istotnie wiecej: (1) Cd w formie jonowej (oznaczenie wykonane elektroda
kadmowg) i metalu zwigzanego z rozpuszczalnymi zwigzkami organicznymi (r6znica
pomigdzy catkowitym stgzeniem Cd a stezeniem Cd*?), (2) komorek bakterii, (3) chelatorow
zelaza (np. sideroforéw hydroksamowych i katecholowych), (4) biatek i (5) cukréw
redukujgcych niz z korzeni ro$lin hodowanych w obecnosci 1 ng Cd ml™ (Majewska i Stomka
2016, HS). Wnioskuje¢ zatem, ze rowniez w przypadku F. ovina zwigkszenie odkladania
ryzodepozytow w efekcie stresu kadmowego stymulowato wzrost i rozwdj mikroorganizmow,
ktdre fgcznie z nimi pokrywaty korzefi ograniczajac bioakumulacje i toksycznoséé tego metalu
(Majewska i Stomka 2016, H5).

Kolejng seri¢ badan przeprowadzitam z zastosowaniem specjalnie w tym celu
opracowanego ukfadu tréjkomorowego (uklad 3 naczyn potaczonych: (1) korzen, (2) gleba
zawieszone w ekstrahencie oraz (3) naczynie zawierajace jedynie ekstrahent, rozdzielonych
filtrem o $rednicy poréw 0,4 um). Taki uklad zapewnial swobodny ruch ekstrahentu
a zatrzymywal przemieszczanie si¢ czastek statych do innych przedziatow uktadu niz
wyznaczony. Udowodnitlam, Ze metal uprzednio zimmobilizowany przez korzen jest
stopniowo uwalniany przez wycigg glebowy a w kragzagcym medium brak formy jonowej
kadmu (formy o najwyzszej toksycznosci dla organizméw). Fakt ten tlumacze wigzaniem
przez sktadniki mineralne i/lub organiczne obecne w wyciggu glebowym oraz uwalnianiem
z korzenia Cd w formie skompleksowanej (Majewska i Jaroszuk-Sciset 2017, H6).
Zastosowanie w tych badaniach ukladu naczyhn potgczonych pozwolito takze na
przeanalizowanie efektywnosci mobilizacji kadmu z korzenia z réwnoczesnie zachodzaca
jego immobilizacjg przez glebe. Dzigki tak zaplanowanemu do$wiadczeniu (Majewska
i Jaroszuk-Sciset 2017, H6) udowodnitam korelacj¢ migdzy sktadem roztworu ekstrahujacego
a iloscig Cd immobilizowanego przez frakcje organiczna gleby. Im ekstrahent zawierat wigcej
roznorodnych zwiazkéw organicznych, tak jak np. wycigg glebowy, tym wicksza
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stwierdzatam pule Cd stabilizowana przez glebowa substancje organiczng (prochnice). Ten
rodzaj immobilizacji Cd uznalam za trwaly, poniewaz metal zawarty w tej frakcji zostat
uwolniony dopiero po chemicznej mineralizacji substancji organicznej (roztwér 0,02 M
HNO3; w 30% H,0,, temperatura 85°C). Zatem stosowanie nawozenia organicznego (obornik,
kompost, osad sciekowy, resztki pozniwne) umozliwia zwigkszenie ilosci prochnicy,

czynnika wydajnie immobilizujacego metale w glebie.

3
1 70 ml ektrahentu

-~ e

korzenie i 40 ml t\  glebai40ml
ekstrahentu

ekstrahentu

filtr

precik magnetyczny

Schemat ukladu trojkomorowego

Wiadomym jest, ze osad $ciekowy czesto stosowany jest jako kondycjoner glebowy
poprawiajacy jej wiasciwosci biologiczne i fizyko-chemiczne, jednak moze on tez by¢
zrbdtem toksycznych metali. W badaniach dotyczacych desorpcji i resorpcji kadmu w glebie
uzupelnionej osadem $ciekowym  zastosowalam zmodernizowany system naczyn
potaczonych, w ktérym liczba komér bocznych zostata zwiekszona do szesciu (1 —gleba, 2 -
biomasa bakteryjna, 3 — biomasa grzybowa, 4 — kwasy huminowe, 5 — montmorylonit, 6 —
getyt). Metal uwolniony z gleby znajdujacej sic w naczyniu nr 1 przez krazacy w tym
systemie wycigg glebowy byt transportowany do naczyn sasiednich i immobilizowany przez
umieszczone w nich sorbenty. Przeprowadzone przeze mnie badania udowodnity, ze Cd
zawarty w osadzie $ciekowym, ktérym 6 miesigcy wezesniej uzupetnitam glebe (donice byty
inkubowane w warunkach naturalnych od 15 wrzeénia do 15 marca), byl intensywnie
uruchamiany przez wyciag glebowy wzbogacony glukoza w ilosci rownowazacej ilo$¢
wydzielin korzeniowych (Majewska i in. 2007, H1). Wyciag ten w trakcie 48-godzinne;j

inkubacji obnizyt catkowita zawartoé¢ Cd w glebie o okoto 35-40% a uruchomiony metal
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pochodzit ze wszystkich testowanych frakcji (metoda sekwencyjnej ekstrakcji). Istotnie
obnizyla si¢ ilos¢ Cd biodostgpnego (rozpuszczonego i sorbowanego jonowymiennie), Cd
zwigzanego z tlenkami Fe i Mn, Cd zwigzanego z substancjg organiczng oraz Cd
resztkowego. Wykazatam bardzo wyrazna dodatnia korelacje pomiedzy wzrostem aktywnosci
mikroorganizméw  zasiedlajacych glebe (r=0,98), wzrostem stezenia  sideroforéw
hydroksamowych (= 0,97), kwasu cytrynowego i octowego - zwiazkow uznawanych za
mobilizujgce metale (» = 0,73) oraz istotng ujemna korelacje pomigdzy wartoscig pH wyciagu
glebowego (r=-0,95) a iloscig kadmu uruchomionego z gleby nawozonej osadem
sciekowym. Badania te wykazaty, ze w zmodyfikowanych przez mikroorganizmy warunkach
najwydajniejszym sorbentem byly kwasy huminowe (istotny sktadnik prochnicy glebowej)
oraz biomasa grzybowa (Majewska i in. 2007, H1).

Wykonana przeze mnie sekwencyjna ekstrakcja gleb industrioziemnych ekstremalnie
skazonych metalami ciezkimi (282-342 mg Cd kg”, 3 225-5382 mg Pbkg”, 43 690-
51 687 mg Zn kg™ suchej masy) pobranych z warstw powierzchniowych (0-15 cm) obszaru
pokrytego gesta murawg roélin, jak réwniez pozbawionego roslinnosci (haldy odpadéw
przemystowych, Bolestaw koto Olkusza) wykazata, ze (1) stezenie biodostepnej formy
kazdego z metali nie przekraczato 0,5% catkowitej iloci danego metalu, (2) stezenie metali
we frakcji zimmobilizowanej przez substancje organiczng wynosito maksymalnie 2%, 3)
pozostata czgs¢ metali nadal pozostawata w formie unieruchomionej przez mineraty: tlenki Fe
1 Mn oraz inne mineraty nie ulegajace redukcji i rozpuszczeniu w obecnosci hydroksyloaminy
(Majewska i in. 2011, H2). Opierajgc si¢ jedynie na dystrybucji metali pomigdzy frakcje
wyznaczone metodg sekwencyjnej ekstrakcji mozna byloby méwié o braku istotnego udziatu
glebowej substancji organicznej w obnizaniu mobilnosci metali. Zaobserwowatam jednak
znaczace roznice w zawartosci wegla organicznego (wskaznik zawartosci glebowej substancji
organicznej), liczebnosci mikroorganizméw (bakterie i grzyby), aktywnosci wybranych
enzymow glebowych (dehydrogenaza, ksylanaza, celulaza) miedzy glebami pochodzacymi
z miejsc pokrytych i niepokrytych roslinnodcig (Majewska i in. 2011, H2). Uwazam, ze
gromadzenie resztek roslinnych bogatych w metale cigzkie, ich mikrobiologiczna degradacja
i procesy humifikacji sprzyjaja akumulacji préchnicy, a tym samym stabilizacji metali
cigzkich w wyniku adsorpcji, kompleksowania i heteropolikondensacji (Semenov i in. 2013)
w powierzchniowej warstwie gleb zasiedlonych przez roliny. W warstwie powierzchniowej
gleb pochodzacych z miejsc pokrytych gesta murawg stwierdzitam o 18% wyzsze stezenie
Zn, 0 21% wyzsze stezenie Cd oraz o 67% wyzsze stgzenie Pb niz warstwie powierzchniowej
gleb pochodzacych z miejsc bez roslinnosci (Majewska i in. 2011, H2).

16



Zalacznik nr 2 - Autoreferat

Badania te rozwingtam przeprowadzajac dwuetapowg hodowle trawy Festuca ovina:
(1) hodowla hydroponiczna w podtozu skazonym Cd w trakcie, ktérej rosliny zakumulowaty
metal i (2) hodowla doniczkowa tych roslin przeniesionych z hydroponika do gleby wolnej od
kadmu (Majewska 2017, H7). Tak zaplanowane do$wiadczenie pozwolito mi przesledzi¢ losy
Cd uwolnionego z korzeni ,,skazonych” roslin. Udowodnilam, Zze metal uwolniony z biomasy
korzeni w trakcie wzrostu ro$lin (mikrobiologiczna degradacja zwiazkow powierzchniowych
korzenia oraz zamierajacych korzeni) ulegal w glebie dystrybucji pomiedzy frakcje o roéznej
mobilnosci (frakcje wyznaczone metoda sekwencyjnej ekstrakcji). Po 2 miesigcach hodowli
roslin pula Cd zwigzanego jonowymiennie (biodostgpnego) stanowita 16% a Zwigzanego
z tlenkami Fe i Mn 75% metalu obecnego w glebie. Po zakoniczeniu 12-miesiecznej hodowli
zawartosci Cd w tych frakcjach zmniejszyta sig, odpowiednio do 5% i 53%. Natomiast w tym
samym okresie, frakcja metalu zwigzanego z substancja organiczng zwiekszyla sie z 6% do
43%. Frakcja resztkowa przez caly okres uprawy roslin stanowita maksymalnie 2% metalu
obecnego w glebie. Podczas uprawy trawy stwierdzitam $ladowe ilosci wegla organicznego
(Corg) rozpuszczalnego w wodzie, natomiast istotnym zmianom ulegalo stezenie Corg
ekstrahowanego roztworem 0,1M NaOH (C kwaséw huminowych) i Corg pozostajacego
w glebie po tej ekstrakcji. Po zakonczeniu uprawy roslin zaobserwowatam istotny wzrost
(0 okoto 23%) zawarto$ci Corg niezwigzanego z frakcja kwaséw huminowych, na co wskazuje
brak ekstrakcyjnosci 0,1M NaOH. Dlatego uwazam, ze przyrost zawartosci stabilne;j
substancji organicznej opornej na ekstrakcje 0,1M NaOH oraz wzrost zawartosci Cd
oznaczonego W ekstraktach H,O, (frakcja organiczna metalu wyznaczona metoda
sekwencyjnej ekstrakcji) wskazuje na stabilizacj¢ metalu w glebowej substancji organiczne;j
(Majewska 2017, HT). Uwolniony z korzenia metal w pierwszych miesigcach uprawy trawy
mégt by¢ immobilizowany przez substancj¢ organiczng w wyniku reakcji wymiany jonowej
i latwo uwalniany podczas ekstrakcji 0,1M NaNO;, a dopiero od 10. do 12. miesigca
nastgpowato  trwalsze unieruchamianie Cd przez préchnice (np. w  wyniku
heteropolikondensacji). Wnioskuj¢ na podstawie tych wynikéw, ze fitostabilizacja metali
w glebach skazonych rozumiana jako unieruchomienie metali w tkankach korzenia
i ryzosferze jest procesem czasowym. Jednak ten rodzaj fitoremediacji nierozerwalnie tgczy
si¢ z procesem humifikacji, podczas ktorego zachodzi stabilizacja, nie tylko glebowej

substancji organicznej, ale tez metali cigzkich (Majewska 2017, H7).
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Podsumowanie wynikéw badan stanowiacych osiggniecie naukowe

1. Réznorodny zespét mikroorganizméw zasiedlajgcy  korzenie roslin  (endofity
i mikroorganizmy ryzoplany) wspélnie z nagromadzonymi zwigzkami organicznymi
(bialka, cukry, specyficzne i niespecyficzne chelatory) obnizajg toksyczno$¢ Cd
w stosunku do rosliny, jednoczesnie zwigkszajac jego stabilnosé na powierzchni korzenia.
Liczebno$¢ oraz zréznicowanie mikrobiomu ma réwniez decydujacy wptyw na plon roslin
(H3, HS). Mikroorganizmy ryzosferowe wspomagajace wzrost roslin stymuluja produkcje
biomasy a tym samym akumulacje metali. Bardzo wazne w zabiegach fitoremediacyjnych
jest, aby wybra¢ gatunki roslin i szczepy mikroorganizméw tolerujace dany rodzaj i dawke
skazenia (H4).

2. Wydajnos¢ i stabilnos¢ Cd zimmobilizowanego przez korzenie traw (S. cereale iF. ovina)
sg zalezne od wspétdziatania proceséw rozpuszczania, wymiany jonowej, chelatowania
1 bioakumulacji (H3, H5). Sekwencyjna ekstrakcja Cd z korzeni pozwolita uszeregowaé te

procesy pod wzgledem istotnosci ich udzialu w stabilizacji Cd w naste¢pujacy sposob:

Bioakumulacja Chelatowanie
40 - 50% 30-35%

Wymiana jonowa —D Rozpuszczanie
20 -30% 5-10%

3. Kadm byl uwalniany z powierzchni korzeni roglin w formie jonowej oraz jako zwigzany
z rozpuszezalnymi zwigzkami organicznymi (HS5, H6). Obecnosé gleby (heterogennego
materialu sorbujgcego) w systemie ekstrakcyjnym istotnie zwigkszyta (Srednio o 25%)
wydajnos¢ uruchamiania Cd z korzeni. Desorpcja metalu z biomasy korzenia byta
stymulowana jego niemal rownoczesng resorpcja przez skladniki fazy stalej gleby tj. tlenki

i wodorotlenki Mn/Fe oraz glebowa substancja organiczna (H6).

4. Wzrost aktywnosci i réznorodnosci mikroorganizméw zasiedlajgcych gleby (stymulowany
zwigzkami organicznymi bedacymi dla nich tatwo dostgpnym zrédlem wegla i energii),
wzrost stgzenia sideroforéw i kwaséw organicznych o niskich masach czgsteczkowych, jak
rowniez obnizenie wartosci pH byly czynnikami istotnie podnoszacymi wydajnosé
uruchamiania Cd z korzeni trawy (H6) lub z gleby nawozonej osadem sciekowym (H1)
bez ograniczenia jego resorpcji przez glebe (H6) lub przez odseparowane od siebie
wybrane skladniki fazy stalej gleby (H1). Elementami fazy stalej gleby preferencyjnie

stabilizujgcymi uwolniony Cd byly kwasy huminowe oraz grzybnia 7 koningii (H1).

18



Zalacznik nr 2 - Autoreferat

5. Ilo$¢ i réznorodnos¢ zwigzkéw organicznych tj. chelatory, kwasy organiczne o niskich
masach czasteczkowych, biatka, cukry oraz inne niezdefiniowane zwiazki obecne
w wyciggu glebowym zastosowanym jako roztw6r mobilizujacy sprzyjata resorpcji metalu
przez organiczne sktadniki gleby. Brak tych zwiazkéw w krazacym plynie spowodowat
przesunigcie resorpcji Cd w kierunku tlenkowych mineratéw Fe i Mn obecnych w glebie
(He).

6. Kadm uwolniony do gleby z biomasy korzeni F. ovina byl translokowany do frakcji
o roznej stabilnosci i podatnosei na ekstrakcje: rozpuszczalnej i jonowymienne;j, tlenkowej,
organicznej i resztkowej. Dystrybucja metalu w ryzosferze pomigdzy testowane frakcje
ulegata istotnym zmianom. Nastgpilo obnizenie ilosci Cd we frakcji biodostepne;j
(rozpuszczalnej i jonowymiennej) i tlenkowej na rzecz frakcji organicznej (H7). Przyrost
ilosci Cd wigzanego do glebowej substancji organicznej pozytywnie korelowat
z przyrostem zawartosci stabilnej substancji organicznej - nie ekstrahowanej roztworami

zasadowymi (H7).

7. Wzrost i rozwdj roélin zasiedlajgcych gleby industrioziemne ekstremalnie skazone
metalami cigzkimi pozytywnie oddziatywat na akumulacje glebowej substancji organiczne;j
i procesy humifikacji resztek roslinnych. W miejscach pokrytych gesta murawg roslin
nastgpowalo zageszczenie Pb, Cd i Zn w warstwie powierzchniowej, bogatej
w zhumifikowany materiat organiczny w poréwnaniu do miejsc bez roslinnosci, ktérych

warstwa o tej samej migzszosci byta ubozsza w prochnice (H2).
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Glowne osiggniecia wynikajgce z realizacji badan oraz
mozliwos¢ ich wykorzystania

1.

Wykazalam, ze roliny trawiaste, np. S. cereale i F. ovina, moga byé wykorzystane jako
fitostabilizatory kadmu zanieczyszczajacego gleby, poniewaz akumulujg ten metal
w korzeniach i charakteryzuja si¢ niska translokacjg Cd do czesci nadziemnych.

2.
Wykazatam, ze wewnatrzkomorkowa akumulacja oraz chelatowanie kadmu sa

najistotniejszym procesami w stabilizacji Cd przez korzenie S. cerealei F. ovina.

3.

Ustalitam, ze stres kadmowy stymuluje ryzodepozycje zwiazkoéw organicznych (potencjalne
zrédto fatwo degradowalnych zwigzkoéw wegla i azotu) a efektem tego zjawiska jest
stymulacja proliferacji opornej na ten metal grupy mikroorganizméw, ktére kolonizujg
powierzchni¢ korzenia S. cereale i F. ovina tworzac barierg ochronna.

4.

Udowodnitam, ze Cd zimmobilizowany przez korzen jest tatwo z niego uwalniany w wyniku
procesow abiotycznych (np. desorpcja w warunkach aseptycznych) i biotycznych (np.
mikrobiologiczna degradacja martwych tkanek) a koficowe stezenie metalu w roztworze
glebowym jest uzaleznione od szybkosci jego uruchamiania i ponownej sorpcji przez
mineralne i organiczne sktadniki fazy stalej gleby.

S.

Przedstawilam dowody na to, ze rosliny w $cistej interakcji z wtasnym mikrobiomem
kontroluja sktad chemiczny i pH roztworu glebowego decydujac tym samym o kierunku
1 tempie krazenia Cd pomigdzy rosling, roztworem glebowym i faza stata gleby a przesuniecie
rownowagi proceséw w kierunku pobierania metalu z fazy cieklej gleby przez ro$liny
(bioakumulacja) badz bioprecypitacji i biosorpcji w ryzosferze zwigkszy wydajnosé
fitostabilizacji kadmu.

6.

Udokumentowatam fakt tworzenia stabilnej prochnicy i unieruchamiania Cd w wyniku
humifikacji resztek roslinnych podczas hodowli F. ovina (do$wiadczenie doniczkowe).

7

Dowiodtam, ze w przypadku trawy F. ovina utrata stabilnosci kadmu zimmobilizowanego
w jej korzeniach byta rownowazona wbudowywaniem Cd w strukture prochnicy. Fakt ten
nalezy rozpatrywac jako istotny element fitoremediacji, poniewaz przyrost zawartosci

préchnicy glebie jest stymulowany przez rosliny i mikroorganizmy.
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V. Omowienie pozostalych osiaggni¢¢ naukowo — badawczych.

Réwnolegle do badan stanowigcych moje gléwne osiagniecie naukowe przedstawione
do oceny w postgpowaniu habilitacyjnym, prowadzitam lub uczestniczylam pracach

naukowych, wyniki ktérych zostaly przedstawione w pracach opublikowanych:

* w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

1. Kurek E., Majewska M., 2004, In vitro remobilization of Cd immobilized by fungal
biomass. Geoderma 122(2-4): 235-246
IF2004 1,345; [F20144,036; MNiSW,015 45 pkt.

Powyzsza praca udowodnila, ze biomasa grzybowa odgrywa wazng role
w kontrolowaniu proceséw sorpcji i desorpcji Cd w glebie dziatajac jako biosorbent, a takze
jako producent pozakomérkowych metabolitéw wplywajgcych na immobilizowanie tego
metalu przez fazg statg gleby. Pozakomérkowe metabolity grzybow wzbogacajace ekstrakty
glebowe zwigkszaty desorpcje Cd. Powyzsza praca udowodnita réwniez, ze wyciag glebowy
pozbawiony podczas sterylizacji termicznej aktywnych zwiazkéw uruchamiat istotnie mniej

Cd z biomasy grzybowej niz wyciag glebowy sterylizowany metoda filtracji.

2. Majewska M., Kurek E., Szlachetka D., 2006, Microbial activity — a factor increasing
retention of Cd added to soil. Polish Journal of Environmental Studies 15(2A): 127-134
IF2006 0,353; IF20140,793; MNiSWji5 15 pkt.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze proliferacia mikroorganizméw w glebie
zaszczepionej po sterylizacji (gleba trzykrotnie autoklawowana) zawiesing natywnej gleby
spowodowala wzrost pH o 0,5-1,0 jednostki. Po 6-tygodniowym okresie inkubacji
procentowy udzial frakcji Cd ekstrahowanego 0,IM NaNO; w glebie aktywnej
mikrobiologicznie byl istotnie nizszy niz w glebie sterylne;. Obserwacje te pozwalajg sadzié,
ze w aktywnej mikrobiologicznie glebie nastgpuje redystrybucja Cd do frakcji o wiekszej
stabilnosci, co nalezy taczyé z wyzszym pH gleby aktywnej mikrobiologicznie i efektywnym
wigzaniem metalu przez namnazajgca si¢ biomase mikroorganizméw w poréwnaniu do gleby

sterylne;.
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3. Osinska-Jaroszuk M, Jarosz-Wilkotazka A., Jaroszuk-Sciset J., Szalapata K., Nowak A.,
Jaszek M., Ozimek E., Majewska M., 2015, Extracellular polysaccharides from Ascomycota
and Basidiomycota: production conditions, biochemical characteristics, and biological
properties. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 31:1823—1844

IF20151,532; IF20151,658; MNiSW,;5 20 pkt.

Podrozdzial mojego autorstwa w powyzszej pracy przegladowej opisuje mechanizmy
biosorpcji metali przez zewnatrzkomérkowe substancje polimeryczne (np. EPS) oraz ich rol¢
tworzeniu bariery ochronnej na powierzchni komérki. Substancje te posiadajg liczne
1 réznorodne grupy funkcyjne, ktére moga koordynowaé z jonami metali (kompleksowanie).
Obecnos¢ licznych i réznorodnych grup funkcyjnych (np. aminowa, fosforanowa,
hydroksylowa, karboksylowa, hydroksylowa) kontroluje réwniez wielkoéé¢ tadunku ujemnego
zgromadzonego na powierzchni komorki, co zwicksza mozliwo$é unieruchamiania metalu
w wyniku wymiany jonowej. Udowodniono, ze w warunkach stresowych mikroorganizmy
syntetyzuja EPS o wigkszej roznorodnosci grup reaktywnych w poréwnaniu
z mikroorganizmami  bytujagcymi w  warunkach  optymalnych. Grzybowe EPS
charakteryzujace si¢ wysoka wydajnoscia biosorpcji, duza zdolnoscia regeneracji i wzgledng
stabilnoscig mogg by¢ tak skutecznymi biosorbentami jak biomasa grzybowa i mogg by¢
wykorzystywane do usuwania metali cigzkich ze Sciekéw. Poza tym flokulujgca aktywnos¢
niektérych EPS moze przyspieszaé sedymentacje metali ciezkich po ich unieruchomieniu za
pomocg mineralnych lub organicznych czastek koloidalnych a EPS zintegrowane ze
specyficznymi enzymami (np. peroksyadazy, lakkazy) moga byé zastosowane do degradacji

toksycznych zwiazkéw organicznych.

e w rozdziatach monografii

1. Zavalniuk A., Majewska M., 2015, Wykorzystanie metody ditizonowej do
okreslania akumulacji kadmu w czg$ciach nadziemnych Festuca ovina. D. Kotodynska (red.)

Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie, ISBN 978-83-939465-4-9, str. 289-292

2. Malinowski R., Majewska M., 2015, Zastosowanie ditizonu do okreslania
immobilizacji kadmu w korzeniach Festuca ovina. D. Kotodynska (red.) Nauka i przemyst —
lubelskie spotkania studenckie, ISBN 978-83-939465-4-9 str. 293-296
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W powyzszych pracach udowadniamy, Ze szybka i prosta metoda ditizonowa moze byé
stosowana do oznaczenia stezef Cd zakumolowanego w korzeniach i czgéciach nadziemnych
ro§lin po uprzednim ich zmineralizowaniu wrzacym kwasem azotowym. Odchylenie
standardowe dla kazdej serii prob miescito si¢ w granicach od 5% do 25% wartosci $redniej.
Jest to z pewnoscig metoda mniej dokladna niz absorpcyjna spektrometria atomowa (ASA),
ale moze by¢ polecana do zastosowania we wstepnych badaniach monitorujgcych efekty

fitoakumulacji

3. Pak J, Majewska M., 2015, Wydajno$¢ fitoekstracji cynku z gleby
zanieczyszczonej ZnO w hodowli wazonowej traw z rodzaju Festuca. D. Kotodynska (red.)

Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie, ISBN 978-83-939465-4-9 str. 297-300

Komercyjnie dostgpna mieszanka traw Festuca rubra i Festuca ovina z domieszka
Lolium perenne i Poa pratensis byla hodowana na glebie zanieczyszczonej ZnO
(500 mg Zn kg™). Po 3-miesigcznej hodowli zebrana biomasa zakumulowata okolo 0,7%
metalu wprowadzonego do gleby. Rosliny te modyfikowaty pH gleby w kierunku odczynu
zasadowego, co sprzyja stabilizacji metali w ryzosferze. Zatem zastosowana mieszanka traw
powinna by¢ rekomendowana do zastosowania podczas zabiegéw fitostabilizujacych cynk w

podtozu niz fitoekstrakcyjnych.

4. Jonca J., Majewska M., 2015, Wplyw olowiu na stezenie zwiazkéw
kompleksujacych zelazo w hodowli plynnej Trichoderma koningii. D. Kotodynska (red.)
Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie, ISBN 978-83-939465-4-9 str. 301-304

Przeprowadzone badania udowodnily, ze szczep Trichoderma koningii tolerujacy otow
w stezeniu 500 pgml”! podloza i produkujacy zwigzki kompleksujace Fe(Ill), w tym
siderofory hydroksamowe, moze by¢ brany pod uwage jako czynnik uruchamiajgcy zelazo
z jego nierozpuszczalnych zwigzkéw mineralnych oraz jako czynnik zwigkszajacy
fitoprzyswajalnos¢  zelaza. Zastosowanie tego szczepu jako sktadnika biopreparatu
wspomagajacego wzrost roslin w srodowisku skazonym metalami cigzkimi wymaga jednak

dalszych badan.
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5. DudkaK., Majewska M., Jaroszuk-Sciset J., 2016, Zroznicowanie aktywnosci
dehydrogenazy w glebach skazonych kadmem okreslone metodg spektrofotometryczng.
D. Kotodyfiska (red.) Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie, ISBN 978-83-
939465-8-7 str. 19-22

Aktywnosci dehydrogenazowa jest uznawana za wskaznik ogdlnej aktywnosci
mikrobiologicznej gleby. Zatem ten enzym zostal wybrany, aby oceni¢ zmiany aktywnosci
zespotu mikroorganizméw zasiedlajgcych gleby skazone Cd w stezeniu od 1 do
500 pgg! sm. gleby. Poréwnywalna aktywnos$é dehydrogenaz we wszystkich prébach
w 8. dniu inkubacji niezaleznie od stezenia Cd prawdopodobnie wskazuje na adaptacje i/lub

selekcje mikroorganizméw opornych na ten metal.

6. Malinowski R., Zavalniuk A. Majewska M., Jaroszuk-Sciset J. 2016, Wybrane
wlasciwosci metaboliczne szczepu z rodzaju Arthrobacter. D. Kotodynska (red.) Nauka

i przemyst — lubelskie spotkania studenckie, ISBN 978-83-939465-8-7 str. 26-29

Udowodniono, ze szczep Arthrobacter rozpuszczat fosforany z jednoczesnym
zakwaszaniem $rodowiska oraz intensywnie degradowal bialko. Szczep ten rowniez
syntezowat i wydzielal do podtoza siderofory oraz inne zwiazki kompleksujace Fe(III). Kadm
(1-10 pg ml™h) wprowadzony do podloza wzrostu bakterii nie mial wplywu na zmiany
stezenia sideroforéw katecholowych w ptynie pohodowlanym, natomiast indukowat synteze
siderofor6w hydroksamowych i zwigzkéw fenolowych. Metal ten negatywnie oddzialywat na
syntezg¢ i pozakomérkowe wydzielanie niespecyficznych zwigzkéw kompleksujgcych Fe(IIT)
oraz bialek. Mozna sadzi¢, ze Cd-tolerancyjny szczep Arthrobacter biorgcy udziat
w  transformacjach zwigzkéw organicznych (np. proteoliza) i nieorganicznych (np.

uplynnianie mineratéw Fe i P) moze by¢ zastosowany w procesach fitoremediacyjnych.

7. Krél K. Szmajda M., Majewska M., 2017, Immobilizacja kadmu przez wybrane
skladniki glebowe. D. Kotodynska (red.) Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie,
ISBN 978-83-939465-9-4 str. 184-187

Biotyczne skfadniki glebowe tj. zywa biomasa T. koningii (ZG) i Chryseobacterium sp.
(ZB) byly efektywniejsze w immobilizowaniu Cd niz sktadniki abiotyczne tj. montmorylonit
(MT), kwasy huminowe (KH), getyt (GT), wodorotlenek zelaza. Najlepszym sorbentem Cd
byta martwa biomasa bakteryjna (MB) natomiast najstabszym martwa grzybnia (MG).
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Testowane sorbenty ze wzgledu na ilos¢ unieruchomionego Cd mozna uszeregowaé

W nastgpujacy sposéb: MB > ZB = ZG > Fe(OH); > MT = KH > GT = MG.

8. Nowak A., Majewska M., Jaroszuk-Scisel J. 2017, Polimery mikrobiologiczne jako
zrodio pierwiastkéw. Trendy i rozwiazania technologiczne — odpowiedZ na potrzeby
wspdlczesnego spoteczenstwa. Tom 1, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp.z 0.0., Lublin,

ISBN 978-83-65598-58-5, str. 174-186
MNiSW016 5 pkt.

Moim zdaniem jest to szczegélnie cenna praca przegladowa, w ktorej zostaly zamieszczone
informacje na temat polimeréw pochodzenia mikrobiologicznego: (1) opisano ich
roznorodnos¢, budowe i wydajnos¢ tworzenia, (2) skiad pierwiastkowy, (3) obecne
zastosowania polimeréw i perspektywy ich wykorzystania, (4) grupy chemicznych
odpowiedzialne za kompleksowanie pierwiastkéw, w tym metali toksycznych oraz (5)

mechanizmy unieruchamiania pierwiastkow.

e Inne osiagnigcia naukowe

W toku realizowanych badafh (wyniki upublicznione w formie ustnych i plakatowych

doniesien konferencyjnych) udowodnitam:

1. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig, liczebnoscia i skladem zespolu mikroorganizméw
glebowych a stezeniem kadmu w glebie

Stwierdzilam, ze prowadzony do gleby CdO w stezeniu 0, 5, 10, 50, 100 i 300 mg
Cd kg™ nie zmienit ogolnej liczebnosci bakterii i grzybow w ryzosferze trawy Festuca ovina,
jednak w 9 i 14 tygodniu trwania hodowli ich réznorodnos$é i aktywno$¢ (analiza
Ecoplate®Biolog) byly istotnie nizsze niz w kontroli. Po 18 tygodniach warto$é tych
parametré6w byla poréwnywalna bez wzgledu na stezenie wprowadzonego Cd.
Prawdopodobnie ze stres wywolany wzrostem stezenia Cd w glebie doprowadzit do selekcji
mikroorganizméw opornych na ten metal a formulujacy si¢ nowy zespot mikroorganizméw
w wyniku adaptacji do nowych warunkéw byl w stanie osiagna¢ w ciggu 18 tygodni
zrbznicowanie metaboliczne zblizone do tego okre$lonego dla gleby kontrolnej. Réwniez
wydzieliny korzeniowe, ktorych stymulowana przez stres kadmowy synteza zostala

udowodniona w warunkach hodowli hydroponicznej (Majewska i Kurek 2011, H3), mogty
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by¢ czynnikiem stymulujgcym proliferacje komérek mikroorganizméw. W glebie o skazeniu
Cd 100 i 300 pg - g" zaobserwowatam wyzszg aktywno$¢ celulolityczna, ksylanolityczng
i pektynolityczng (enzymo6w istotnych w procesie degradacji resztek roslinnych) niz
w kontroli i glebie skazonej nizszymi dawkami tego metalu (5, 10 i 50 pg - g'l). Fakt ten
moze wskazywa¢ na selekcj¢ mikroorganizméw zdolnych do degradowania zamierajacych

korzeni uwalniajgcych tym sposobem wczesniej zimmobilizowany w korzeniu metal.

2. Mozliwos¢ zasiedlenia gleb ekstremalnie skazonych metalami cigzkimi przez trawe
Festuca ovina oraz aktywnos$¢ i réznorodno$é mikroorganizméw zasiedlajacych te
gleby

W materiale organicznym pochodzacym z warstwy powierzchniowej haldy odpadéw
pogoriczych —ekstremalnie skazonym metalami (255 mg Cd kg!, 4125 mg Pb kg™,
60 821 mg Znkg” i 50 802 mg Fe kg™’ suchej masy) stwierdzitam istotnie wyzsza ogélna
liczebno$¢ bakterii i grzybow, ich réznorodnosé metaboliczng (analiza Ecoplate®Biolog) oraz
aktywno$¢ enzyméw (dehydrogenazy, celulazy, ksylanazy, fosfatazy alkalicznej oraz
deaminazy ACC) niz w warstwie mineralnej o nizszym stezeniu tych metali (235, 2917,
52347 i 39511 mg metalu kg™). Zaobserwowatam réwniez, ze na materiale pobranym
z warstwy organicznej wykielkowato i przezylo 16-dniowa hodowle 90% nasion trawy a na
materiale pochodzacym z warstwy mineralnej tylko 55% w poréwnaniu z serig kontrolg,
zawierajacg glebe nieskazong. Uwazam zatem, ze w $rodowisku ekstremalnie skazonym
metalami cigzkimi tj. hatda odpadoéw pogérniczych, to zawartosé substancji organicznej oraz
aktywno$¢ biologiczna jest czynnikiem kontrolujacym efektywnosé kietkowania nasion oraz

przezycie siewek.

3. Rolg szczepu Arthrobacter sp. wydajnie immobilizucjacego kadm (65 pg Cd g S.m.)
w stabilizacji tego metalu w ryzosferze trawy Festuca ovina

Uzyskane przeze mnie wyniki wykazaly, ze F. ovina ograniczyta wyptukiwanie kadmu
wprowadzonego do gleby jako CdO w stezeniu 100 mg Cd kg™ (doswiadczenie kolumnowe
z wykorzystaniem roztworu symulujacego wode¢ deszczowa, pH 4,7) niezaleznie od obecnosci
komérek Arthrobacter sp. (5107 komérek g! sm. gleby) w zespole mikroorganizméw
glebowych o 80%, natomiast inokulacja tymi bakteriami ograniczata akumulacje Cd
w biomasie roslin o 30%. Réwniez w obecnosci roslin zawartosé Cd we frakcjach o réznej
mobilnosci nie zmienita si¢ (0,5% stanowit Cd zwigzany jonowymiennie, 4,5% Cd
zimmobilizowany przez substancje organiczna, 75% przez tlenki i wodorotlenki metali a 20%
to metal pozostajacy w glebie jako frakcja resztkowa) za$ wprowadzenie do gleby komorek

Arthrobacter sp. zmienito dystrybucje tego metalu. Zwigkszyta si¢ do okoto 80% frakcja
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metalu zwigzana przez tlenki i wodorotlenki metali a obnizyla sie do okolo 14% frakcja
resztkowa. Zatem mozna wnioskowaé, ze ro$lina odpowiada za obnizenie wyplukiwania
metalu z gleby a bioaugmentacja jej ryzosfery szczepem wydajnie immobilizajgcym kadm
obnizy jego biodostepnosé.

4. Udzial Trichoderma koningii 3Ag0 w fitoremediacji gleb skazonych olowiem,
kadmem i cynkiem.

Wychodzac z zalozenia, ze fitoremediacja jest ogélnie akceptowana, biologiczng
metodg stosowang do unieszkodliwiania skazen podjetam badania celem ktorych byto
poréwnanie akumulacji Cd, Pb i Zn w korzeniach i czesciach nadziemnych trawy Festuca
ovina rosngcej w glebach skazonych tymi metalami oraz szczepionych i nieszczepionych
zarodnikami Trichoderma koningii 3Ag0. Do tej serii badan wybratam szczep T. koningii
znajdujgcy sie¢ w kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Srodowiskowej, poniewaz w warunkach in
vitro:

(1) wydajnie uruchamiat fosfor z nierozpuszczalnego fosforanu wapnia,

(2) syntezowal i wydzielat do podtoza metabolity uznawane za wspomagajgce wzrost roslin:
— siderofory hydrokamowe i inne niespecyficzne zwiazki kompleksujace Fe(III),

— hormon wzrostu roélin (kwas indolilooctowy),
— deaminazg ACC (enzym degradujacy kwas 1-aminoacylocyklopropano-1-
karboksylowy, ktéry jest prekursorem syntezy etylenu hamujgcego  wzrost

i przyspieszajacego starzenie sie roslin,

(3) wykazywal wlasciwosci amonifikacyjne, ureolityczne i proteoliczne, celulolityczne,
pektynolityczne, amylolityczne (cechy istotne w degradaciji resztek roslinnych i krazeniu
NiCQ),

(4) tolerowat Cd, Pb i Zn w stezeniu do 1000 mg kg podloza agarowego, gdy metal zostat
wprowadzony w formie tlenkowej

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, ze szczep T. koningii wprowadzony do
gleby w formie zawiesiny zarodnikéw konidialnych réwnoczesnie z nasionami trawy F. ovina
przezyt izasiedlil jej ryzosfere. Po 14-dniowej hodowli roélin stwierdzitam 65% udziat
propagul T koningii w zespole grzybéw glebowych, gdy do gleby wprowadzono
10° zarodnikéw g! gleby. Gdy podniostam poczgtkows ilo$é zarodnikéw do 10* zarodnikow
g'1 gleby nie stwierdzitam zwigkszenia udziatu propagul T. koningii w ogélnej liczebnosci
grzybow, jednak wysokos¢ i masa hodowanych roélin w tej serii byla wyzsza niz w seriach
szczepionych inokulum o nizszej gestosci. Po wydluzeniu hodowli roslin do 4 miesiecy,

w glebach szczepionych zarodnikami w ilosci 10* g, nadal stwierdzalam 63% udziat
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propagul T. koningii w catym zespole grzybéw a wysoko$¢ i masa roslin hodowanych

w  glebach szczepionych zarodnikami 7. komingii byla wigksza niz w glebach

nieszczepionych. W glebach skazonych CdO, ZnO lub PbO obserwowalam 52%, 66% lub
79% udzial propagul tego szczepu.
W kolejnym etapie badan wybrane metale wprowadzitam do gleby szczepionej
zarodnikami 7. koningii (10* propagul g gleby) lub nieszczepionej (kontrola) w formie:
(1) CdCl lub CdO (100 mg Cd kg™ s.m. gleby), (2) Zn(NO3), lub ZnO (250 mg Zn kg™ s.m.
gleby), (3) Pb(NO3), lub PbO (250 mg Pb kg™ SM gleby) i wysialam okoto 100 nasion trawy
F. ovina do kazdej doniczki. Po 4-miesigcznej hodowli roslin w warunkach fitotronowych
zaobserwowalam, ze:
(1) szczep T. koningii wprowadzony do gleb niezanieczyszczonych i zanieczyszczonych Cd,
Pb lub Zn zasiedlit ryzosfer¢ F. ovina osiggajac srednig liczebnosé 1 - 10° propagul g”!
gleby bez negatywnego wplywu na liczebnos¢ natywnych bakterii i grzybow.
(2) szczepienie zarodnikami 7. koningii stymulowalo przyrost masy roslin hodowanych
w glebie skazonej Cd lub Pb, czego nie zaobserwowalam w glebie skazonej Zn
(niezaleznie od formy metalu wprowadzonego do gleby).
(3) w korzeniach oraz czgsciach nadziemnych roslin uprawianych w glebie szczepionej
T. koningii stezenie Cd lub Pb bylo istotnie nizsze a Zn istotnie wyzsze niz w roslinach
uprawianych w glebie nie szczepionej zarodnikami tego grzyba
(4) dystrybucja Cd, Pb i Zn migdzy frakcje wyznaczane metoda sekwencyjnej ekstrakcji
pomiedzy glebg nieszczepiong i szczepiong zarodnikami T. konmingii nie réznila sie
istotnie statystycznie
— 1% Cd, Pb i Zn wprowadzonego do gleby odzyskiwalam we frakcji potencjalnie
biodostegpne;j (ekstrahowanej 0,1M NaNO3)

- 97% Cd, 90% Pb i 80% Zn stwierdzitam w stabilnej frakcji tlenkéw i wodorotlenkéw
Fe i Mn (ekstrahowanej 1M roztworem hydroksyloaminy)

- 1% Cd, 3% Pb i 9% Zn zostalo zimmobilizowane przez glebows substancja
organiczng (uruchomiony dopiero po mineralizacji substancji organicznej 30% H,0,
w temperaturze 80°C)

- 1% Cd, 6% Pb i 10% Zn to frakcja resztkowa, ktéra pozostawala w glebie po
poprzednich etapach ekstrakcji

Na podstawie powyzszych obserwacji wnioskuje, ze szczep 7. koningii 3Ag0 moze byé

zastosowany jako czynnik biologiczny stymulujacy wzrost ro$lin podczas fitostabilizacji Cd

i Pb w skazonych glebach. Jednak wprowadzony do gleby skazonej Zn tracil wlasciwosci
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organizmu promujgcego wzrost roslin obserwowane w glebie nieskazonej, ale wzrost
akumulacji tego metalu w korzeniach iczgsciach nadziemnych trawy moze by¢ cechg

wspomagajaca proces fitoekstracji Zn.

Uwazam, Zze opisane powyzej wyniki poshuza opracowaniu preparatu
bioremediacyjnego, ktory bedzie testowany wdalszych badaniach szklarniowych
i poletkowych a nastepnie strategii rekultywacji terenow zdegradowanych w wyniku

skladowania odpadow gérniczych i hutniczych.

VI. Obecnie realizowane zadania badawcze

W ramach tematéw statutowych rozpoczetam badania majace na celu okreslenie czasu
koniecznego dla adaptacji catego zespohu oraz wybranych grup mikroorganizméw glebowych
do warunkéw stresu kadmowego. Uwazam, Ze poznanie mozliwosci adaptacyjnych
mieszanych zespotéw mikroorganizméw oraz zrozumienie intensywnosci zmian aktywnosci
W poszczegdlnych grupach metabolicznych mikroorganizméw bytujacych w niekorzystnych
warunkach  $rodowiskowych, ufatwi  stymulowanie i kontrolowanie procesoéw
bioremediacyjnych.

Aktualnie przeanalizowatam wystepujace w czasie 16-dniowej inkubacji gleb
zanieczyszczonych Cd (CdCl, -2,5H,0) w stezeniu 0, 1, 5, 10, 50, 100 i 500 mg kg™ zmiany
ogolnej liczebnos¢ bakterii i grzybow mezofilnych oraz zmiany aktywnosci enzymow
(dehydrogenaz, celulaz, fosfataz, ureaz, amylaz). Stezenia Cd na potrzeby tego doswiadczenia
dobratam kierujac si¢ poziomem skazenia tym metalem prob srodowiskowych. Najwyzsze
stezenia Cd (do 460 mg kg') stwierdzitam w warstwie organicznej utworzonej na
powierzchni ponad 100-letniej hatdy odpadéw poprzemystowych naturalnie zasiedlonej przez
roslinnos¢ (Bolestaw koto Olkusza), okoto 140 mg Cd kg™ byto w prébach pobranych z haldy
okolo 30-letniej rekultywowanej poprzez obsadzenie modrzewiem, od 11 do 30 mg Cd kg™
stwierdzitam w prébach popranych z terenéw zielonych usytutowanych w woko6t Huty Cynku
w Miasteczku Slaskim a 5 mg Cd kg™ w glebie nawozonej osadem sciekowym (200 t/ha).

Zaobserwowalam, Ze ogélna liczebno$¢ bakterii zmieniata sie zardwno pod wptywem
czasu inkubacji jak i pod wplywem stezenia Cd wprowadzonego do gleby, natomiast
liczebnos¢ grzybéw byta pordwnywalna bez wzgledu na zastosowang dawke metalu i czas
inkubacji. Przyrost liczebnodci bakterii w glebie kontrolnej oraz glebach uzupetnionych Cd
w stezeniu 1 lub 5 mg kg™ byt widoczny w 8 dniu inkubacji, w glebach zawierajacych 10, 50

lub 100 mg Cd kg™ w 4 dniu, natomiast w glebie skazonej 500 mg Cd kg™ dopiero w 16 dniu
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inkubacji. Réznorodno$é¢ metaboliczna (wyznaczona na podstawie testow Biolog EcoPlate®)
i aktywnos$¢ (wyrazona jako aktywno$¢ dehydrogenaz) mikroorganizméw zasiedlajgcych
gleby zanieczyszczone tym metalem w réznym stezeniu byly poréwnywalne w 8 dniu
inkubacji. Po kolejnych o$miu dniach inkubacji aktywnosé zwigkszyta si¢ a jej przyrost byl
odwrotnie proporcjonalny do stezenia metalu w glebie. Po stymulowaniu aktywnosci
mikroorganizméw roztworem glukozy (0,05M) juz 4 dnia inkubacji zaobserwowatam brak
roznic w aktywnosci mikroorganizméw w glebach zawierajagcych od 0 do 100 mg Cd kg™,
ktéry utrzymywat si¢ do ostatniego dnia inkubacji. Wyjatek stanowila gleba skazona
500 mg Cdkg", w ktorej aktywnos¢ mikroorganizméw byla najnizsza od pierwszego do
ostatniego dnia inkubacji.

Zmiany aktywnosci celulaz, amylaz, fosfataz i ureaz w glebach krétkoterminowo
skazonych Cd byly spowodowane zaréwno dtugoscia okresu inkubacji, jak i stezeniem Cd
wprowadzonego do gleby. Analiza zmiennosci wykazata, ze czas trwania inkubacji gleby byt
czynnikiem mocniej oddzialujacym na zmiany aktywnosci analizowanych enzyméw niz
stezenie Cd wprowadzonego do gleby.

Na tej podstawie wnioskuje, ze zespét mikroorganizméw adaptowat si¢ do warunkow
panujacych w skazonych glebach w réznym czasie (od 4 do 16 dni) i zaleznie od stezenia
metalu a wprowadzenie fatwo przyswajalnego zrodla wegla przyspieszyto ten proces. Wyzsza
aktywnos¢ mikrobiologiczna i enzymatyczna byla nie tylko efektem nizszego stezenia metali
w glebie, lecz takze wynikiem uplywu czasu od momentu wprowadzenia toksycznego metalu
do gleby (stabilizacja i obnizanie toksycznosci metalu przez sktadniki fazy stalej gleby) oraz
adaptacji mikroorganizméw do warunkéw stresowych.

Pragng¢ réwniez wspomnie¢, Ze intensywnie wspélpracuje z innymi zespotami
badawczymi Wydziatu Biologii i Biotechnologii a efektem tej wspblpracy sg:

e obszerna publikacja na temat otrzymywania i zastosowania polisacharydow wytwarzanych
przez grzyby Ascomycota (tematyka Zakladu Mikrobiologii Srodowiskowej)

i Basidiomycota (tematyka Zaktadu Biochemii).

Osinska-Jaroszuk M, Jarosz-Wilkotazka A., Jaroszuk-Sciset J., Szatapata K., Nowak A., Jaszek M., Ozimek
E., Majewska M., 2015, Extracellular polysaccharides from Ascomycota and Basidiomycota: production
conditions, biochemical characteristics, and biological properties. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 31:1823—1844

e doniesienia konferencyjne na temat liczebnosci, aktywnosci i réznorodnosci
mikroorganizméw zasiedlajacych gleby Spitsbergenu (wspéipraca z Zakladem Fizjologii
Roélin).

31



Zalacznik nr 2 - Autoreferat

1. Hanaka A., Ozimek E., Jaroszuk-Scisel J., Stomka A., Majewska M., Plak A., Zagorski P., Rysiak A.,
Wojcik M., Dressler S., 2017, Roznorodnos¢ mikrobiologiczna a zawarto$¢ wybranych pierwiastkéw
(C)N,P,Fe) w glebach Spitsbergenu. XX Naukowa Lubelska Konferencja Magnezologiczna, Pierwiastki -
Srodowisko - Zdrowie, 27 maja, Lublin, str. 43

2. Hanaka A., Jaroszuk-Scisel J., Ozimek E., Majewska M., Stomka A., Plak A., Zagorski P., Wojcik M.,
Dressler S., 2017, Grupy fizjologiczne mikroorganizméw gleb ryzosferowych Spitsbergenu. 11 Ogélnopolska
Konferencja Mikrobiologiczna, Metagenomy réznych srodowisk, 29-30 czerwca, Lublin, str. 87-88

3. Hanaka A., Jaroszuk-Sciset J., Ozimek E., Stomka A., Majewska M., Zagorski P., Plak A., Wojcik M.,
Dressler S., 2017, Aktywno$¢ mikrobiologiczna gleb ryzosferowych Spitsbergenu. XX Naukowa Lubelska
Konferencja Magnezologiczna, Pierwiastki - Srodowisko - Zdrowie, 27 maja, Lublin, str. 95

e aktualnie przygotowywana publikacja opisujaca cechy metaboliczne kadmoopornego
szczepu DEM Bcel zakwalifikowanego na podstawie analizy MLSA (ang. MultiLocus
Sequence Analysis) i sekwencji genow metabolizmu podstawowego (recA, rpoB, gyrB) do
rodzaju Chryseobacterium (wynik wspotpracy z Zakladem Genetyki i Mikrobiologii
Ogolne;j).

Wspolnie z pracownikami Zakladu Mikrobiologii Srodowiskowej uczestniczytam
W przygotowaniu pracy przegladowej pt. ,Polimery mikrobiologiczne jako zrodio
pierwiastkéw” (Wydawnictwo Naukowe TYGIEL, Lublin, ISBN 978-83-65598-58-5,
str.174-186), jak rdwniez pracy do$wiadczalnej pt. ,,A Comparison of three test (FeCls, Csaky
and CAS) as universal (screening) methods in the determination of the rhizosphere fungal
strain’s ability to Fe’* ligands” (wystanej do redakcji Plant Soil and Environment) dotyczacej
opracowanej w ZMS metodyki oznaczania sideroforéw przystosowanej do badania
zasiedlajacych srodowisko glebowe i ryzosferowe grzybow Ascomycota. W recenzji znajduje
si¢ takze rozdzial w monografii ,,Bioremediacja gleb, bionawozenie i biologiczna ochrona
roslin — wazne i wzajemnie uzupetniajgce si¢ kierunki mikrobiologii $rodowiska glebowego

opisujacy dokonania zespotu badawczego ZMS na tle badan krajowych i Swiatowych.

VII. Perspektywy badawcze

W przysziosci zamierzam kontynuowa¢ badania dotyczace technik fitoremediacyjnych.
Planuj¢ szczegélowo przeanalizowaé: (1) interakcje migedzy mikroorganizmami i roslinami
zasiedlajgcymi gleby skazone, (2) tworzenie biofilmu na powierzchni korzeni roslin
akumulujgcych metale ciezkie, (3) roznorodno$¢é mikroorganizméw ryzosferowych,
endofitycznych i zasiedlajagcych cze$ci nadziemne roélin (fylosfer¢) oraz (4) ich wplyw na
kondycje roslin i szybkos¢ fitoremediacji (fitostabilizacji badz fitoekstrakcji). Uwazam
rowniez za bardzo istotne poznanie szlakoéw indukcji odpornosei rodlin uruchamianych w

odpowiedzi na obecno$¢ metali cigzkich. Pozwoli to na poréwnanie efektywnosci i przebiegu
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szlakéw indukcji odporno$ci uruchamianych przez metale cigzkie z indukcja odpornosci
przez czynniki biotyczne takie jak fitopatogeny, szczepy nie-patogeniczne dla roslin oraz
polisacharydy $cianowe i zewngtrzkomoérkowe (EPS), ktéra jest intensywnie badana
w Zaktadzie Mikrobiologii Srodowiskowe;. Istotng czescig planowanych badan bedzie
opisanie mechanizméw stymulacji wzrostu roslin przez ich mikrobiom i szczepionki
mikrobiologiczne. Przeanalizowanie zagadnien z ekologii mikroorganizméow np. interakcji
mikroorganizm-mikroorganizm, strategii zycia i stanu fizjologicznego mikroorganizmow
zasiedlajacych gleby skazone to kolejny temat, poznanie ktérego daje szans¢ na stworzenie
efektywnego biopreparatu wspomagajacego zabiegi fitoremediacyjne. W kolejnych etapach
planuj¢ przeanalizowa¢ liczebnos¢ i aktywno$é mikroorganizméw zaangazowanych

W poszezegolne etapy cyklu kragzenia wegla, azotu, fosforu i siarki w glebach skazonych.

VIIL. Tabelaryczne podsumowanie dorobku naukowego

Przed doktoratem Po doktoracie Lacznie
(A) B) (A1B)
T blikacji
yppublikecii | g 52| 2 AR 5Z
) IF2016 gz S | IF 26 g7z o IF2016 g Z
— &S - A S - ~ S
Czasopisma z bazy JCR 1 0.795 15 8 16.448 | 200 9 17.243 | 215
Czasopisma spoza bazy
JCR 1 0 0 1 0 14 2 0 14
Rozdziaty
w monografiach 1 0 5 1 0 5 2 0 10
w jezyku angielskim
Rozdziaty
w monografiach 0 0 0 8 0 5 8 0 5
w jezyku polskim
Podsumowanie 3 0.795 20 18 | 16.448 224 21 17.243 244
DONIESIENIA KONFERENCYJINE
'Konferenqe 4 17 1
mi¢dzynarodowe
K9nferenq§ 6 59 65
ogoblnopolskie
Podsumowanie 10 76 86
Lublin, 15 stycznia 2018 Malgorzatg Majewska
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