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1. Dane personalne
Imig i nazwisko: Agata Borowik
Miejsce pracy: Uniwersytet Warminsko Mazurski w Olsztynie, Wydziat Ksztattowania
Srodowiska i Rolnictwa, Katedra Mikrobiologii.
Dane kontaktowe: tel. 89 523 35 53
e-mail: agata.borowik@uwm.edu.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej.

09.07.2007

17.02.2011

uzyskanie tytulu magistra, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
Wydziat Nauk Technicznych, Kierunek: Wychowanie techniczne (5-letnie
studia magisterskie).

uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk rolniczych w zakresie
ksztaltowania S$rodowiska, Specjalno$¢: mikrobiologia S$rodowiskowa.
Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie.

Tytul rozprawy doktorskiej: ’Studia nad czynnikami ksztattujqcymi aktywnosé
biologicznq gleby”.
Promotor: prof. dr hab. Jadwiga Wyszkowska
Recenzenci: prof. dr hab. Elzbieta Jolanta Bielinska
dr hab. Zofia Filipkowska, prof. UWM

01.10.2010r.-30.03.2011 r. — szeSciomiesigczny kurs ,,Doskonalenie pedagogiczne

nauczycieli akademickich”, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
Wydziat Nauk Spotecznych.

01.04.2013 r. - 30.04.2013 r. - staz zawodowy w Przedsigbiorstwie Wodociagow i

Kanalizacji Sp. z 0.0. w Olsztynie.

20.02.2017 r. - 24.03.2017 r. - staz naukowy W Instytucie Agrofizyki im. Bohdana

Dobrzynskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie w Laboratorium
Mikrobiologii Molekularnej i Srodowiskowej Zaktadu Badan Systemu Gleba-
Roslina.
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

1.09. - 30.10.2005 r. — umowa zlecenie, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa, Katedra Mikrobiologii.

10.07. - 3.09.2006 r. — umowa zlecenie, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa, Katedra Mikrobiologii.

1.10.2006 r. - 30.08.2007 r. — technik, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa, Katedra Mikrobiologii.

1.09.2007 r. - 31.08.2011 r. — technolog, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
Wydziat Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa, Katedra Mikrobiologii.

1.09.2011 r. - do chwili obecnej - asystent, pracownik naukowo-dydaktyczny, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydzial Ksztaltowania Srodowiska
i Rolnictwa, Katedra Mikrobiologii.

4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.):

4a) Tytul osiagniecia naukowego — cyklu publikacji powigzanych tematycznie pod
wspolnym tytulem:

w»Ocena oddzialywania zanieczyszczenia olejem napedowym na mikrobiologiczne i
biochemiczne wlasciwosci gleby oraz mozliwosci przywracania jej do stanu
rownowagi”

4b) Wykaz autorskich publikacji stanowiacych osiagnigcie naukowe:

Jako podstawe osiagnigcia naukowego wybrano 6 oryginalnych publikacji naukowych
powiazanych ze soba tematycznie, ktorych sumaryczny Impact Factor, wedlug roku
publikacji, wynosi 10,292, a liczba punktow wedlug wykazu Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego - 135 (zgodnie z rokiem wydania publikacji). Sa to nastgpujace
publikacje:

B.1. Borowik A. (80%), Wyszkowska J., Wyszkowski M. 2017. Resistance of aerobic
microorganisms and soil enzyme response to soil contamination with Ekodiesel
Ultra fuel. Environmental Science and Pollution Research. 24: 24346-24363.

IF2017 = 2,800 30 pkt MNISW (4 zat. 7 dnia 09.12.2016)

B.2.  Borowik A. (80%), Wyszkowska J., Oszust K. 2018. Changes in the functional
diversity of bacterial communities in soil contaminated with diesel oil. Journal of
Elementology. 23(3): 1099-1117.
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IF2017 = 0,684 15 pkt MNiSW (wg zat. 7 dnia 09.12.2016)

B.3.  Borowik A. (80%), Wyszkowska J., Oszust K. 2017. Functional diversity of fungal
communities in soil contaminated with diesel oil. Frontiers in Microbiology. 8: 1-
11.

IF2017 = 4,019 35 pkt MNISW (wg zat. 7 dnia 09.12.2016)

B.4. Borowik A. (90%), Wyszkowska J. 2018. Response of Avena sativa L. and the soil
microbiota to the contamination of soil with shell diesel oil. Plant Soil and
Environment. 64: 102-107.

IFo017 = 1,421 25 pkt MNISW (g zat. 7 dnia 09.12.2016)

B.5. Borowik A. (90%), Wyszkowska J. 2018. Remediation of soil contaminated with
diesel oil. Journal of Elementology. 23: 767-788.

IF2017 = 0,684 15 pkt MNiSW (wg zat. 7 dnia 09.12.2016)

B.6. Borowik A. (90%), Wyszkowska J. 2018. Bioaugmentation of soil contaminated
with diesel oil. Journal of Elementology. 23(4): 1161-1178.

IF207 = 0,684 15 pkt MNiSW (wg zat. 7 dnia 09.12.2016)

Niezaleznie od powyzszego zestawienia, wykaz i kopie cyklu publikacji powiazanych ze
soba tematycznie, Stanowiace osiagnigcie naukowe oraz o$wiadczenia wspotautoréw i moje,
okreslajace wktad w powstanie tych publikacji, zamieszczono w Zataczniku 5.

Wymienione powyzej prace wchodzace w sktad osiagniecia habilitacyjnego omowiono
ponizej (pkt. 4c), zgodnie z nadana im numeracja [B.1-B.6]. Cytowane w tekscie

pismiennictwo zamieszczone zostato na koncu punktu 4c.

4c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Szeroko rozpowszechniona eksploatacja i zuzycie ropy naftowej zwracaja uwage opinii
publicznej na losy weglowodorow produktéw ropopochodnych w srodowisku, ktore moga w
sposob niekontrolowany przedostawaé si¢ do wod i gleby. W ciagu jednego roku do

srodowiska przedostaje si¢ od 0,10 do 0,25% wykorzystywanych produktéw naftowych
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(GARCIA-LOR 1 in. 2012). Wedlug INTERNATIONAL ENERGY AGENCY (2016) w pierwszym
kwartale 2016 r., §wiatowe zapotrzebowanie na ropg¢ naftowa w ciagu doby wyniosto 95 min
barylek. Word Energy Outlook UE (WEO 2017) przewiduje, ze do 2030 roku wzrosnie
zapotrzebowanie na ropg o 3,4%, a tym samym bardzo intensywnie wzros$nie zuzycie paliw
ptynnych, a to niesie za soba potencjalne zagrozenia dla srodowiska naturalnego. Réwniez
Komisja Europejska, Komitet Ekonomiczno-Spoteczny oraz Komitet Regionow (COM 2006)
duza uwage zwracaja na WWA, jako zwiazki powodujace degradacje gleb. W Europie
sposrod wszystkich siedlisk zanieczyszczonych az 45% stanowia tereny, ktore byly poddane
presji weglowodorow ropopochodnych (MASY i in. 2016). W zwiazku z tym zanieczyszczenie
srodowiska produktami przetworstwa ropy naftowej jest obecnie przedmiotem troski,
zarowno w krajach uprzemystowionych, jak i rozwijajacych si¢ (GLOBAL ENVIRONMENT
OuTLOOK GEO:s).

Produkty ropopochodne stanowia mieszaning weglowodorow o niskiej biodostepnosci.
Te organiczne zwiazki sa uznawane czgsto za potencjalnie rakotwoércze i mutagenne. Sa one
toksyczne 1 niebezpieczne dla komponentow Srodowiska przyrodniczego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem gleby, ktora jest gldwnym rezerwuarem ich gromadzenia (SouzA i in. 2014,
CovINO 1 in. 2016; MARCHAND i in. 2017). Ich duzy potencjal do migracji
| rozprzestrzeniania si¢ w $rodowisku zaobserwowata KHALILOVA (2015). Produkty
ropopochodne moga prowadzi¢ do stopniowej degradacji gleb w wielu rejonach $wiata
(ALBERT i in. 2011), a niekiedy do trwalego zniszczenia gleby, utraty jej zyznosci i zaniku
szaty roslinnej. Gleba zanieczyszczona weglowodorami traci swoja strukturg, zaburzeniu
ulegaja warunki powietrzno-wodne, wlasciwos$ci chemiczne i fizyczne (KUCHARSKI i
JASTRZEBSKA 2005, KUPPUSAMY i in. 2017) oraz zmniejsza si¢ réznorodnos$¢ biologiczna
takiej gleby (Souza i in. 2014; NwAICHI i in. 2015; GLOBAL ENVIRONMENT OUTLOOK
GEO:).

Scisty zwiazek ze struktura i funkcja gleby maja procesy mineralizacji zanieczyszczen
organicznych. Prawidlowa strukturg gleby 1 jej Zyznos$¢, warunkuje migdzy innymi aktywno$¢
mikrobiologiczna. Wszelkie zmiany wlasciwosci gleby moga przyczynia¢ sig¢ do zmian
liczebnosci, roznorodnosci sktadu gatunkowego, réznorodnosci funkcjonalnej i genetycznej
oraz aktywno$ci enzymatycznej gleby. Niezmiernie wazne jest zatem porOwnywanie i
rozpoznawanie sktadu zespotéw mikroorganizmédw, ich funkcjonalnej réznorodnosci, zmian
aktywnosci enzymow (ADAM i in. 2017; NIEPCERON i in. 2013), jak i sktadu chemicznego
roslin oraz wiasciwosci chemicznych i fizykochemicznych gleby (KupPusAmY i in. 2017).

Zmiany zyznosci i struktury gleb zwiazane sa takze ze sktadem chemicznym substancji

6



Autoreferat Zalqcznik 2
dr Agata Borowik

ropopochodnych, ktory jest modyfikowany przez dodatki uszlachetniajace, przeciwkorozyjne
i bojcze, demulgujace oraz przeciw pienne. Wymienione dodatki moga wzmacniac
niekorzystne oddziatywanie produktow ropopochodnych na biocenoze mikrobiologiczna 1 w
zaleznosci od ich zawarto$ci w paliwach moga réznicowac¢ oddziatywanie poszczegdlnych
rodzajow zanieczyszczen ropopochodnych na funkcje gleby (COMBER i in. 2016; RAMKUMAR
I KIRUBAKARAN 2016).

Usuwanie produktéw ropopochodnych metodami mechanicznymi i chemicznymi wiaze
si¢ z wysokimi kosztami. Jedna z tanszych metod remediacji jest fitoremediacja. Uktad
roslina — mikroorganiazmy w glebach zanieczyszczonych, moze juz w strefie ryzosfery
wykazywa¢ zdolno$¢ degradacji substancji zanieczyszczajacych - ryzodegradacja.
Zanieczyszczenia moga by¢ wytracone lub zaadsorbowane na powierzchni korzeni -
ryzofiltracja lub przemieszczane do réznych organéw rosliny (LiU i in. 2012; Liu i in. 2014;
MOUBASHER i in. 2015). W bioremediacji kluczowa rol¢ odgrywaja mikroorganizmy
heterotroficzne biorace udzial w transformacji organicznych zanieczyszczen, dla ktérych sa
one donorami elektronéw i zrodtem wegla (SHANAHAN 2004). Bioremediacja polega na
wytwarzaniu energii w reakcji redoks w komodrkach drobnoustrojow. Reakcje te obejmuja
oddychanie i inne funkcje biologiczne potrzebne do utrzymania i reprodukcji komorek. Aby
mogly one sprawnie przebiega¢ w $rodowisku musi zachodzi¢ pewna rownowaga migdzy
donorami elektronéw, akceptorami elektronow i1 zawartoscia sktadnikow odzywczych. W
bioremediacje moga by¢ zaangazowane rézne typy akceptorow elektrondéw, np. tlen, azotany,
mangan, zelazo (Il1), siarczany lub ditlenek wegla i ich odpowiednie potencjaty redoks
(ADAMS i in. 2015). Z powyzszego wynika, ze o efektywnosci bioremediacji bgda
decydowaty wiasciwosci fizyczne 1 chemiczne $rodowiska glebowego, sktad zespotow
mikroorganizmow oraz rodzaj i ilo$¢ zanieczyszczen. W przypadku bioremediacji produktow
ropopochodnych dochodzi jeszcze jedna komplikacja. Mianowicie, ten sam rodzaj paliwa, w
zaleznosci od producenta, moze zawiera¢ r6zna zawartos¢ dodatkoéw uszlachetniajacych, ktore
moga modyfikowa¢ wplyw poszczegdlnych produktéw ropopochodnych na jako$¢ gleby
(COMBER 1 in.. 2016; RAMKUMAR i KIRUBAKARAN 2016). Okreslenie skali oddzialywania
produktéw ropopochodnych na srodowisko przyrodnicze jest wciaz trudne do zdefiniowania.
Trudnosci wynikaja nie tylko ze sktadu chemicznego paliw ptynnych, ale rowniez z faktu, ze
wiedza dotyczaca réznorodnosci mikroorganizmow, zwlaszcza grzybdéw, wystepujacych w
srodowiskach zanieczyszczonych, tymi produktami jest niepelna i fragmentaryczna (JIANG i
in. 2016; MARCHAND i in. 2017). W takich glebach moze dochodzi¢ do zmiany proporcji

migdzy liczebnoscia drobnoustrojow szybko rosnacych i drobnoustrojéw wolno rosnacych

7
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(KUCHARSKI |1 JASTRZEBSKA 2005; WYSzZKOWSKA | KuUCHARsSKI 2005), a sukcesja
drobnoustrojow  jest warunkiem efektywnego oczyszczania gleb z  produktow
ropopochodnych. Tym bardziej, ze WWA zawarte w produktach ropopochodnych moga
stanowi¢ doskonate Zrodto energii dla niektorych drobnoustrojow (SUN i in. 2010).

Wiedza na temat losow produktow ropopochodnych w glebie ma ogromne znaczenie dla
poprawnego gospodarowania zasobami $rodowiska naturalnego, szczegoélnie w dobie
wzrastajacego ich zuzycia w Krajach Unii Europejskiej (MASY i in. 2016; MA i You 2016).
Dlatego tez bardzo wazna jest doktadna ocena zmian zachodzace w glebach poddanych pres;ji
tych substancji. Zatem konieczne sa kompleksowe badania ujmujace zaré6wno mikrobiom,
wlasciwo$ci biochemiczne, chemiczne i fizykochemiczne gleby oraz plonowanie i sktad
chemiczny roslin. W badaniach wtasnych skupiono si¢ na oddziatywaniu oleju napedowego
na wymienione parametry. Bowiem wilasciwa ocena ryzyka gleb zanieczyszczonych jest
niezbedna dla zrozumienia i zarzadzania takimi ekosystemami (PINEDO i in. 2012). Ponadto
rozpoznanie odpowiedzi metabolicznej gleb na zanieczyszczenie olejem napgdowym moze
utatwic¢ ich biotechnologiczna remediacj¢. Wybor metody remediacji gleb zanieczyszczonych
weglowodorami  ropopochodnymi  nalezy rozpatrywa¢ nie tylko pod wzgledem
ekonomicznym, ale réwniez $rodowiskowym i to w ujgciu nie tylko lokalnym czy
regionalnym, ale przede wszystkim globalnym. W ostatnich latach Agencja Ochrony
Srodowiska Stanéw Zjednoczonych (EPA 2017) zwraca uwage na innowacyjne technologie
remediacji $rodowisk zanieczyszczonych. Byto to inspiracja do przeprowadzenia badan,
opisanych w poszczegdlnych publikacjach [B.1- B.6] powiazanych ze soba tematycznie,
bedacych podstawa osiagnigcia naukowego.

Hipoteza badawcza
W badaniach bgdacych podstawa osiagnigcia naukowego zalozono, ze:

1) mikrobiom gleby zanieczyszczonej olejem napgdowym zmienia Sig, a zmiany w
strukturze zespolow mikroorganizméw moga decydowa¢ o efektywnosci usuwania
WWA z gleby;

2) nawozenie weglem drzewnym oraz stoma stymuluje rozwoj drobnoustrojow i aktywnosc¢
enzymow glebowych;

3) skuteczno$¢ bioremediacji zalezy od jej typu oraz od wprowadzonych do gleby

sorbentow.

Powyzsze hipotezy badawcze byly weryfikowane w doswiadczeniach laboratoryjnych

oraz wegetacyjnych wazonowych.
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Celem gléwny badan bylo okreslenie zmian w zespotach mikroorganizmoéw, interakcji
migdzy nimi, enzymami glebowymi, sktadem chemicznym gleby i roslin rosnacych na glebie
zanieczyszczonej olejem napedowym oraz wskazanie najbardziej efektywnej metody
bioremediacji w przywracaniu rownowagi biologicznej gleby zanieczyszczonej olejem

napedowym.

Cel gléwny realizowano w oparciu o nastepujace cele pomocnicze:

1) rozpoznanie zalezno$ci migdzy  wlasciwosciami  fizyko-chemicznymi  gleby
zanieczyszczonej olejem napgdowym a aktywnoscia enzyméw 1 mikroorganizmami
tlenowymi [B.1];

2) okreslenie roznorodnosci funkcjonalnej drobnoustrojow w  glebie zanieczyszczonej
olejem napedowym [B.2; B.3];

3) ocena skutecznosci bioremediacji gleby zanieczyszczonej olejem napgdowym i
wskazanie najbardziej efektywnej metody w usuwaniu weglowodoréw tego produktu

[B.4; B.5; B.6].

Metody badan

Badania przeprowadzono w hali wegetacyjnej w doswiadczeniach wazonowych
wegetacyjnych oraz  w modelowych do$wiadczeniach laboratoryjnych. W glebie
niezanieczyszczonej oraz zanieczyszczonej olejem napgdowym okreslano:

e metoda rozcienczen liczebnos¢  bakterii:  organotroficznych,  oligotroficznych,
oligotroficznych przetrwalnikujacych, kopiotroficznych, kopiotroficznych
przetrwalnikujacych, immoblizujacych azot, amonifikacyjnych, celulolitycznych,
Arthrobacter, Azotobacter, Pseudomonas oraz promieniowcow i grzybow;

e profil kataboliczny bakterii 1 grzybow przy uzyciu MicroStation ID (semi automated
system) firmy Biolog - wykorzystujac ptytki ECO Plate® z 31 zrodtami wegla, natomiast
grzybow FF Plates® z 95 zrodtami wegla (http://www.biolog.com);

e metoda spektrometrii masowej MALDI-TOF MS opartej na desorpcji/jonizacji laserowej
wspomaganej wykorzystaniem matrycy oraz analizatora czasu przelotu jonow

zidentyfikowano bakterie i grzyby glebowe;


http://www.biolog.com/
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e metoda 16S rRNA bakterie i porownywano je za pomoca bazy BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) z sekwencjami dostepnymi w GenBanku NCBI (National Center
of Biotechnology Information);

e metoda sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) technika MiSeq (Illumina) -
bakterie;

e aktywno$¢ dehydrogenaz (substrat TTC), katalazy (substrat H,O;), ureazy (substrat
CO(NHy),), fosfatazy kwasnej i fosfatazy alkalicznej (substrat PNPNa), B-glukozydazy
(substrat PNG) i arylosulfatazy (substrat PNS);

e wlasciwosci fizykochemiczne gleby: pHkci, kwasowo$¢ hydrolityczna, sume¢ zasadowych
kationé6w wymiennych, stopien wysycenia gleby zasadowymi kationami wymiennymi;

e wlasciwosci chemiczne gleby: zawarto§¢ azotu calkowitego, wegla organicznego,
przyswajalnego fosforu, potasu i magnezu;

e zawarto$¢ w glebie wielopierScieniowych weglowodoréw aromatycznych: naftalenu,
fenantrenu, antracenu, fluorantenu, benzo(a)antracenu, chryzenu, benzo(a)fluorantenu,
benzo(a)pirenu i benzo(ghi)perylenu oraz benzyn (Cs-Ci2), oleju mineralnego (C12-Css) |
lotnych weglowodorow aromatycznych (Cg-Cg) - na chromatografie gazowym Agilent
7890A sprzezonym ze spektrometrem mas Agilent 5975C wyposazonym w zrodio jonow
EI/CI;

e W materiale ro§linnym, po mineralizacji w stgzonym H,SO4 z perhydrolem - zawarto$¢
azotu ogdélem metoda Kjeldahla, fosforu — metoda wanadowo-molibdenowa, potasu,
wapnia i sodu — metoda emisyjnej spektrometrii atomowej (ESA), a magnezu — metoda
absorpcyjnej spektrometrii atomowej - ASA. Okreslono rowniez zawarto$é¢ Pb, Cd, Cr, Ni,

Mn, Zn, Cu, Fe i Co metoda ptomieniowej absorpcyjnej spektrometrii atomowej (FAAS).

Do biostymulacji naturalnej mikrobioty glebowej zastosowano: stome z jeczmienia
jarego i wegiel drzewny, a do wspomagania bioremediacji uzyto: sita molekularnego,
alginitu, sepiolitu i sorbentu Ikasorb 1850. W bioaugmentacji wykorzystano biopreparat BIO
ACTIV HGS kod 208 oraz konsorcjum bakterii wyizolowane z gleby zanieczyszczonej
olejem napedowym, w sktad ktorego wchodzity bakterie: Arthrobacter pascens — 12%,
Rhizobium petrolearium — 10%, Rhodococcus erythropolis — 13%, Streptomyces atratus —
13%, Bacillus aryabhatta — 12%, Gordonia amicalis — 15%, Ochrobactrum intermedium —

12%, Pseudomonas plecoglossicida — 13%.
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W celu sprecyzowania oddzialywania oleju napgdowego na stan gleby w publikacjach
postugiwano sig¢ nastepujacymi wskaznikami:
e rozwoju kolonii (CD) bakterii organotroficznych, promieniowcéw i grzybow:
CD =[N1/1 + N2/2 + N3/3..... N10/10] - 100
N1, N2, N3,...N10 — suma ilorazéw liczby kolonii mikroorganizméw zidentyfikowanych
w poszczegdlnych dniach (1, 2, 3,...10) i sumy wszystkich kolonii z catego okresu badan;
e ckofizjologicznej roznorodnosci (EP) bakterii organotroficznych, promieniowcow i
grzybow:
EP = -2(pi-logl0 pi)
pi — iloraz liczby kolonii mikroorganizmow z poszczegdlnych dni i sumy kolonii z catego
okresu badan;
e wskaznik oporno$ci mikroorganizméw (RS):
2| Do |
Co+| Do |

Co — warto$¢ badanego parametru dla gleby kontrolne;,

RS=1-

Po — warto$¢ badanego parametru dla gleby zanieczyszczonej,
Do =Co - Po
e biochemicznej aktywno$ci gleby (BA):
BA = Deh + Kat + Pal + Pac +Ure + Glu + Aryl
Deh — aktywnos¢ dehydrogenaz (umol TFF kg™ s.m. h'™"),
Kat — aktywno$¢ katalazy (mol O, kg™ s.m. h™),
Ure — aktywno$¢ ureazy (mmol N-NH," kg™ s.m. h%),
Glu — aktywno$é¢ p-glukozydazy (mmol PNP kg™ s.m. h%),
Pac — aktywnos¢ fosfatazy kwasnej (mmol PNP kg™ s.m. h™),
Pal — aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej (mmol PNP kg™ s.m. h™h),
Aryl — aktywnos¢ arylosulfatazy (mmol PNP kg™ s.m. h™).
e wplywu oleju napgdowego oraz zastosowanych dodatkéw na mikrobiom gleby:
IFoo (IFR) = (Po-Co)/Co
IFpo — wptyw oleju napedowego, IFr - wptyw substancji remediujacych,
Po — liczebno$¢ mikroorganizméw lub aktywnos$¢ enzymdéw w glebie zanieczyszczonej
olejem napgedowym;
Co — liczebno$¢ mikroorganizmow lub aktywnos$¢ enzymow w glebie niezanieczyszczonej

olejem napedowym;
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e Average Well-Color Development (AWCD):
AWCD = ¥(C-R)/n

C — absorbancja zrodta wegla w kazdej studzience;

R — absorbancja w studzience kontrolnej;

n — liczba zrodet wegla;
e Shannon-Weaver (H):

H = -Zpi(Inpi)
pi — iloraz absorbancji zrodta wegla z kazdej studzienki i absorbancji wszystkich zrodet

wegla;

Wszystkie wyniki badan opracowano statystycznie wykorzystujac pakiet Statistica.
Obliczono:
e wspolczynnik n? metoda analizy wariancji — Anova, okre$lajacy udzial poszczego6lnych
zmiennych niezaleznych w ksztattowaniu zmiennych zaleznych;
e grupy jednorodne - testem Tukey’a;

e PCA (principal component analysis), stosujac analizy wielowymiarowe i eksploracyjne.

Wyniki badan

1. Rozpoznanie zaleznosci miedzy wlasciwosciami fizyko-chemicznymi  gleby
zanieczyszczonej olejem napedowym a aktywnoscia enzymow i mikroorganizmami
tlenowymi [B.1].

W badaniach przeanalizowano wrazliwos¢ hodowlanych drobnoustrojow oraz enzyméow
glebowych na dziatanie oleju napedowego Ekodiesel Ultra (DO). Obiektem badan byt piasek
gliniasty oraz glina piaszczysta, ktore w stanie naturalnym zostaty zaklasyfikowane do
podtypu: 3.1.1 Gleby brunatne eutroficzne typowe. Glebe zanieczyszczano DO w ilosci 0, 5
oraz 10 cm®kg™. Stwierdzono roznice w oporno$ci poszczegdlnych grup lub rodzajow
drobnoustrojéw na zanieczyszczenie DO w piasku gliniastym (LS) i glinie piaszczystej (SL).
W piasku gliniastym najbardziej opornymi byty bakterie oligotroficzne przetrwalnikujace, a
w glinie piaszczystej bakterie kopiotroficzne przetrwalnikujace. Opornos¢ drobnoustrojéw na
zanieczyszczenie DO byla wigksza w LS niz SL. Zmniejszata si¢ ona wraz z czasem
narazenia mikroorganizmow na dziatanie DO. Indeks wplywu (IFpo) na aktywno$¢
poszczegolnych enzymoéw byt zréznicowany. W przypadku dehydrogenaz, ureazy,

arylosulfatazy i B-glukozydazy przyjmowat on warto$ci ujemne, a w przypadku katalazy —

12



Autoreferat Zalqcznik 2
dr Agata Borowik

dodatnie, natomiast byt bliski 0 u fosfatazy kwasnej. Dobra miara oddzialywania oleju
napedowego na aktywno$¢ biochemiczna gleby byl wskaznik biochemicznej aktywnosci
gleby (BA). W obydwu glebach notowano tym nizszy wskaznik biochemicznej aktywnosci
gleby (BA) im wyzsze bylo zanieczyszczenie DO. Rowniez dodatnia zalezno$¢ wystapita
migdzy stopniem zanieczyszczenia gleby a zawartoscia w niej WWA. W piasku gliniastym
pod wptywem 5 cm® oleju napedowego kg™ s.m. gleby nastapit 94% przyrost sumy WWA, a
pod wptywem 10 cm® kg'1 az 248%, natomiast w glinie piaszczyste] zanieczyszczonej
mniejsza ilo$cia oleju napgdowego spowodowato przyrost zawartosci WWA o 65%, a
wigksza - o 214%. Pomimo znacznego zwigkszenia zawarto$ci weglowodorow
aromatycznych w glebach, w wyniku zanieczyszczenia olejem napedowym, zawarto$¢
zadnego z weglowodordw nie przekraczala dopuszczalnych norm. Oddzialywanie
zanieczyszczenia na wiasciwosci fizykochemiczne byto niewielkie. Zarowno w piasku
gliniastym, jak i w glinie piaszczystej w obiektach zanieczyszczonych zwigkszata si¢ ilos¢
wegla organicznego. Nie zmieniala si¢ pula azotu ogdtem i potasu przyswajalnego, a
zawarto$¢ przyswajalnego fosforu i magnezu zmniejszyta si¢ tylko w piasku gliniastym.

Stabilny byl odczyn gleby oraz kwasowo$¢ hydrolityczna.

2. Okreslenie réoznorodnosci funkcjonalnej drobnoustrojow w glebie zanieczyszczonej
olejem napedowym [B.2; B.3].

Produkty ropopochodne prowadza do stopniowej degradacji ekosystemow glebowych,
gdyz posiadaja duzy potencjal do akumulacji w s$rodowisku, w ktorym destabilizuja
mikrobiom glebowy. Zatem rozpoznanie zmian zachodzacych w mikrobiomie gleby
zanieczyszczonej olejem napedowym jest niezwykle istotne z punktu widzenia
przeprowadzania efektywnej bioremediacji. W zwiazku z powyzszym podjgto badania
zmierzajace do okreSlenia w piasku gliniastym o pHkcl 5,2, zanieczyszczonym olejem
napedowym Ekodiesel Ultra w ilosci 50 cm® kg s.m., liczebnosci i réznorodnosci
funkcjonalnej zbiorowisk bakterii [B.2] i grzybow [B.3], opartych na analizie profilu
metabolicznego. Wymienione zagadnienie rozpatrywano pod katem czasu oddziatywania (od
7 do 270 dni) oleju napedowego na zbiorowiska bakterii i grzybow. Okreslono dynamike
degradacji lotnych weglowodorow (BETX) [B.2] i WWA [B.3] przez drobnoustroje glebowe.
W ocenie positkowano si¢ rowniez aktywno$cia wybranych enzymow, tj. ureazy, fosfatazy
kwasnej, fosfatazy alkalicznej, B-glukozydazy i arylosulfatazy [B.2] oraz dehydrogenaz i
katalazy [B.3].
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W wyniku badan stwierdzono, ze zanieczyszczenie gleby olejem napgdowym Ekodiesel
Ultra wywiera na srodowisko glebowe dlugotrwate dziatanie, gdyz niektére grupy zwiazkow
organicznych wchodzacych w sktad DO sa stosunkowo oporne na biodegradowalnos¢.
Najszybciej 1 w najwigkszych ilosciach byl usuwany z gleby benzen, a w najmniejszych
ilosciach olej mineralny (C1,-C3s) oraz m-, p-, 0-ksyleny (Cs). Po 270 dniach w glebie byto
mniej benzenu (Cg) 0 94%, toluenu (C;) o 76%, etylobenzenu (Csg) 0 39%, izomeréw ksylenu
0 29% i oleju mineralnego 0 28%. Pomimo stosunkowo duzej dysproporcji w tempie
degradacji miedzy pojedynczymi weglowodorami, to rozpatrujac jednoczesnie wszystkie
weglowodory monoaromatyczne (BTEX), nalezy przyznaé, ze sa one stosunkowo trwate. Po
270 dniach zawartos¢ BTEX zmniejszyta si¢ zaledwie o 39% [B.2]. Po 270 dniach degradacji
ulegto tylko 64% WWA czteropierscieniowych, 28% - pigciopierscieniowych, 21% - 2-3
pierscieniowych i 16% - szeSciopierscieniowych [B.3]. Olej napedowy zwigkszat liczebnos¢
wigkszosci grup bakterii [B.2] i grzybow oraz aktywnos¢ dehydrogenaz, katalazy [B.3],
ureazy, fosfatazy kwasnej, fosfatazy alkalicznej, P-glukozydazy i arylosulfatazy, ale
negatywnie oddzialywal na bakterie z rodzaju Artrobacter [B.2]. Profil kataboliczny bakterii
ustalono z wykorzystaniem systemu ,,Biolog” na ptytkach EcoPlate zawierajacych 31 zrédet
wegla, a grzybow na ptytkach FF Plate z 95 zrodtami wegla. Identyfikacje mikroorganizméw
przeprowadzono metoda spektrometrii masowej MALDI-TOF MS. Uzyskane wyniki dowodza,
ze olej napedowy powoduje zmiany w strukturze bakterii [B.2] i grzybow [B.3]. Zmniejsza
si¢ ich ro6znorodnos$¢ oraz zmieniaja si¢ wzajemne relacje miedzy mikroorganizmami strategii
r i mikroorganizmami strategii K. W glebie zanieczyszczonej olejem napedowym istotnie
zwigkszyt si¢ wskaznik rozwoju kolonii grzyboéw (CD), a zmniejszyt si¢ wskaznik ich
réznorodnosci (EP) [B.2, B.3]. Wskaznik rozwoju kolonii (CD) w glebie zanieczyszczonej
olejem napgedowym zmieniat si¢ w czasie trwania do$wiadczenia. W przypadku bakterii
kopiotroficznych najwigkszy byt w 7. 1 30. dniu (42,05 i 40,05), a najmniejszy W 270. dniu
(31,75); bakterii organotroficznych - w 30. i 60. dniu (42,12; 41,78), a najmniejszy w 270
dniu (30,68); bakterii z rodzaju Pseudomonas - w 60. i 90. dniu (36,17; 34,65), a najmniejszy
w 270. dniu (31,26), natomiast bakterii z rodzaju Artrobacter i promieniowcow najwigkszy
byt w 7. dniu 1 wynosil odpowiednio 32,60 i 26,53. Ekofizjologiczny wskaznik réznorodnos$ci
bakterii (EP) uktadat si¢ odwrotnie niz wskaznik CD [B.2]. Przecigtna wartos¢ CD grzybow
izolowanych z gleby zanieczyszczonej, niezaleznie od terminu badan, wynosita 44,30, a
grzybow izolowanych z gleby kontrolnej — 37,60. Odwrotnie ksztaltowata si¢ wielkos¢

wskaznika EP, ktory dla grzyboéw izolowanych z gleby kontrolnej wynosit 0,55, a dla
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grzybdéw pochodzacych z gleby zanieczyszczonej wynosit, przecigtnie niezaleznie od terminu
badan, 0,38 [B.3].

Negatywne oddziatywanie DO na r6znorodnos$¢ bakterii 1 grzybow jest dlugotrwate, o
czym dowodza najnizsze warto$ci w 270-tym dniu wskaznikow: Average Well-Color
Development (AWCD), Substrate Richness (R) i Shannon-Weaver (H) [B.2; B3]. Najlepszym
zrodlem wegla dla bakterii byly weglowodany oraz kwasy karboksylowe i kwas octowy,
znacznie gorszym - aminokwasy i polimery, a najgorszym aminy i amidy. Bakterie w
najwigkszym stopniu utylizowaly D-Mannitol (D2), Pyruvic Acid Methyl Ester (Bl), D-
Xylose (B2), L-Serine (D4), Tween 80 (D1), L-Asparagine (B4), D-Glucosaminic Acid (F2),
Itaconic Acid F3 i 4-Hydroxy Benzoic Acid (D3). Natomiast najmniej degradowane byty f3-
Methyl-D-Glucoside (A2) i D-Galactonic Acid y-Lactone (A3) [B.2].

Rowniez zdolnos¢ grzybow do utylizacji poszczegdlnych grup zwiazkoOw organicznych
byla zréznicowana. Przez 90 dni w najwigkszym stopniu byly utylizowane kwasy
karboksylowe i aminokwasy. W wysokim stopniu grzyby wykorzystywaty 11 zrodet wegla, w
dobrym stopniu — 53, przecigtnym — 21 i w niskim — 10. Najlepsze zrodto wegla stanowity:
Gentobiose (B9), a-Methyl-D-Glucoside (D7), D-Mannitol (D1), D-Melibiose (D4), i-
Erythritol (B4), D-Mannose (D2), a-Methyl-D-Galactoside (D5), D-Galactose (B7), D-
Glucosamine (B11), L-Frucose (B6) i D-Fructose (B5), natomiast najgorsze: D-Arabinose
(A8), Amygdalin (A7), Adonitol (A6), N-Acetyl-D-Glucosamine (A4), N-Acetyl-D-
Galactosamine (A3), L-Arabinose (A9), D-Arabitol (A10), N-Acetyl-D-Mannosamine (A5),
Tween 80 (A2) i Arbutin (Al11) [B.3].

Analiza profilu biatkowego drobnoustrojow 1 ich porownanie do wzorcowego zestawu
biatek drobnoustrojow referencyjnych umozliwita zidentyfikowanie wyizolowanych bakterii
do rodzaju i gatunku. Zaré6wno z gleby niezanieczyszczonej jak i zanieczyszczonej olejem
napedowym, wyizolowano bakterie nalezace do rodzaju: Acinetobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Burkholder, Cupravidus, Gordonia, Kocuria, Methylobacterium, Micrococcus,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus i Staphylococcus. Uwage zwraca fakt, ze mimo, iz z
obydwu gleb wyizolowano takie same rodzaje, to w glebie zanieczyszczonej DO bylo
znacznie mniej gatunkow. Z gleby zanieczyszczonej DO najwigcej wyizolowano bakterii z
rodzaju Arthrobacter (13%), Bacillus (17%), Pseudomonas (13%) i Rhodococcus (10%) [B.2]
oraz grzybow z rodzaju Fusarium (38%), Candida (14%), Microsporum (14%) i Penicillum
(14%), natomiast w glebie kontrolnej: Penicillum (27%), Microsporum (21%), Fusarium
(21%) i Candida (16%) [B.3]. Nalezy zatem przypuszczac, ze moga by¢ one efektywne w
biodegradacji zwiazké6w organicznych wchodzacych w sktad DO.
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Zastosowane metody badawcze pozwolity na dobre rozpoznanie profilu
ekofizjologicznego 1 katabolitycznego mikroorganizmow przydatnych w optymalizacji

biodegradacji oleju napgdowego.

3. Ocena skutecznosci bioremediacji gleby zanieczyszczonej olejem napedowym i
wskazanie najbardziej efektywnej metody w usuwaniu weglowodorow tego produktu
[B.4; B.5; B.6].

Gleba zanieczyszczona olejem napedowym traci swoja strukturg, zaburzeniu ulegaja
warunki powietrzno-wodne, wlasciwosci chemiczne, fizyczne, mikrobiologiczne i biochemiczne.
Dlatego tez nalezy poszukiwaé takich metod remediacji, ktore sa przyjazne dla srodowiska. W
zwiazku z powyzszym podjeto badania, ktorych nadrzednym celem bylo okreslenie
skutecznos$ci: biostymulacji autochtonicznej mikrobioty glebowej poprzez nawozenie stoma
oraz weglem drzewnym [B.4]; remediacji gleby z wykorzystaniem sita molekularnego,
alginitu, sepiolitu i sorbentu lkasorb 1850 [B.5]; bioaugmentacji gleby konsorcjum bakterii
oraz biopreparatem BIO ACTIV HGS kod 208 [B.6].

Wszystkie doswiadczenia wykonano w hali wegetacyjnej. Roslinami do§wiadczalnymi
byly owies [B.4] i kukurydza [B.5 i B.6]. Badania wykonano na glebie o sktadzie
granulometrycznym gliny piaszczystej o pHkc) — 6,58 [B.4], piasku gliniastego o pHkc — 6,63
[B.5], piasku gliniastego o pHkci — 6,98 i gliny piaszczystej o pHker — 7,13 [B.6]. W
publikacji pierwszej glebg zanieczyszczano olejem napedowym Shell Diesel, a w pracy
drugiej i trzeciej olejem napedowym VERVA — gatunek B.

W wyniku badan [B.4] stwierdzono silnie toksyczny wplyw oleju napgdowego na
wzrost 1 rozwoj Avena sativa L. Istotnie zmniejszyto si¢ pobranie makro- i mikroelementow
przez badana rosling. Na podstawie analizy sekwencji kodujacych 16S rRNA dokonano
identyfikacji aktywnych bakterii. Z probek gleby poddanych presji oleju napedowego
wyizolowano Pseudomonas aeruginosa, Kocuria palustris, Gordonia amicalis, Pseudomonas
monteilii, Bacillus megaterium, Bacillus mycoides i Bacillus subtilis subsp. subtilis z 97-100%
punktacja trafno$ci dopasowania sekwencji wedlug analizy przy uzyciu bazy danych NCBL
Mikroorganizmy te moga by¢ wykorzystane w bioaugmentacji. W  obiektach
zanieczyszczonych DO stwierdzono dynamiczniejszy rozwdj bakterii organotroficznych,
promieniowcOw 1 grzybow oraz wigksza aktywno$¢ dehydrogenaz, katalazy, ureazy, fosfatazy
kwasnej, fosfatazy alkalicznej 1 B-glukozydazy. Nawozenie weglem drzewnym oraz sloma
stymulowalo rozwo6j drobnoustrojéw i aktywno$¢ enzymow glebowych, ale nie tagodzito

negatywnego oddzialywania DO na wzrost i rozw6j owsa. W glebach zanieczyszczonych DO
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znajdowato si¢ wigeej Corg Oraz potasu przyswajalnego i wymiennego niz w glebach
niezanieczyszczonych. Na zawarto$¢ pozostatych pierwiastkow w glebie DO nie wywarl tak
istotnego wpltywu. Nawozenie stoma 1 weglem drzewnym nie zmieniato wlasciwosci
fizykochemicznych gleby. W obiektach niezanieczyszczonych olejem napedowym pH, Hh, S,
T, V i zawarto$¢ wegla organicznego byta na jednakowym poziomie, niezaleznie od rodzaju
nawozenia, natomiast w obiektach zanieczyszczonych DO zwigkszala sig istotnie jedynie
zawartoS¢ Corg.

W badaniach opisanych w publikacji [B.5] wykazano, ze zanieczyszczenie gleby olejem
napedowym (DO) istotnie zakldcato wzrost i rozwoj kukurydzy. Zmienialo tez sktad
chemiczny tej rosliny. Zmniejszalo warto§¢ indeksu biokoncentracji azotu, fosforu, wapnia i
potasu w kukurydzy. Uzyte w badaniach sito molekularne, sepiolit, alginit i sorbent
niwelowaly rozmiary negatywnego oddziatywania oleju napgdowego na czg$ci nadziemne i
korzenie kukurydzy. Olej napedowy naruszat rownowage mikrobiologiczng gleby. Zmniejszat
ekofizjologiczna réznorodnos¢ grzybow oraz bakterii  organotroficznych. Analiza
réznorodno$ci taksonomicznej Procaryota oznaczona na podstawie skladu sekwencji
hiperzmiennego regionu V3 - V4 genu kodujacego jednostk¢ 16S rRNA pozwolita na
okreslenie skladu biocenozy bakteryjnej w probkach gleby niezanieczyszczonej i
zanieczyszczonej olejem napgedowym. Dominujacym taksonem w randze Phylum w obu
glebach byta Proteobacteria. Zanieczyszczenie gleby DO zmniejszylo udzial procentowy
Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes i Acidobacteria w poréwnaniu do gleby
niezanieczyszczonej. Jeszcze lepiej roznice w skladzie taksonomicznym Procaryota
przedstawiaja poszczegdlne rodzaje. Zaréwno =z gleby niezanieczyszczonej jak i
zanieczyszczonej olejem napgdowym, najwigcej wyizolowano bakterii nalezacych do rodzaju:
Janthinobacterium i Arthrobacter. Uwage zwraca fakt, ze w glebie poddanej presji DO
dominowaty bakterie: Burkholderia, Sphingomonas, Caulobacter, Streptomyces i
Pseudomonas, a bez DO: Janthinobacterium, Bacillus, Arthrobacter, Kaistobacter,
Oxalobacter, Pedobacter i Paenibacillus. Olej napedowy, podobnie jak w pracy [B.4],
stymulowal aktywno$¢ enzyméw wewnatrzkomorkowych i zewnatrzkomérkowych. Dziatat
niekorzystnie na wlasciwosci fizykochemiczne gleby. W glebie zanieczyszczonej DO
dziatanie substancji remediacyjnych na mikrobiom gleby byto réznokierunkowe. Z reguty
sepiolit, alginit 1 sorbent wptywaty korzystnie na rozwodj promieniowcéw. Przesuwaty ich
struktur¢ w kierunku dominacji promieniowcoéw strategii K. Wszystkie zwigkszaly
ekofizjologiczna roznorodnos¢ bakterii organotroficznych, stymulowaly aktywnos¢

dehydrogenaz i poprawialy wiasciwosci fizykochemiczne gleby. Wszystkie substancje
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wykorzystane w remediacji zintensyfikowaty degradacj¢ benzyn (Cg-C12) 1 sumy 9 WWA, a
sito molekularne i1 alginit takze biodegradacj¢ oleju mineralnego (Ci2-Css). Moga by¢ one
stosowane w remediacji gleby zanieczyszczonej DO, szczegodlnie sito molekularne 1 alginit,
jako najbardziej efektywne.

Whyniki zamieszczone w publikacji [B.6] dowodza, ze o skali toksycznego
oddziatywania oleju napedowego (DO) na Zea mays decyduje sktad granulometryczny gleby.
Bardziej toksyczny DO byt dla kukurydzy uprawianej na piasku gliniastym niz na glinie
piaszczystej. Powodowatl zaburzenia w  proporcjach miedzy  drobnoustrojami
szybkorosnacymi (strategii r) i wolnorosnacymi (strategii K). Dzialal niekorzystnie na
ekofizjologiczna réznorodnos¢ drobnoustrojow. Bioaugmentacja preparatem BIO ACTIV
HGS kod 208 i konsorcjum bakterii w sktadzie Arthrobacter pascens — 12%, Rhizobium
petrolearium — 10%, Rhodococcus erythropolis — 13%, Streptomyces atratus — 13%, Bacillus
aryabhatta — 12%, Gordonia amicalis — 15%, Ochrobactrum intermedium — 12%,
Pseudomonas plecoglossicida — 13% tagodzita rozmiary negatywnego wplywu oleju
napedowego na wzrost 1 rozwdj kukurydzy. Zmieniata proporcje w strukturze zespolow
bakterii. Nastapilo czgsciowe przesuniecie zespotow promieniowcoéOw do strategii r i bakterii
organotroficznych do strategii K.  Lagodzila niekorzystne oddzialywanie DO na
réznorodnos$¢ drobnoustrojow. W piasku gliniastym bez zabiegu bioaugmentacji degradacja
benzyn wynosita 94%, a olei mineralnych 87%, natomiast w glinie piaszczystej odpowiednio:
75% 1 37%. Zaréowno preparat handlowy BIO ACTIV HGS kod 208, jak i konsorcjum
drobnoustrojow namnozone w warunkach laboratoryjnych, istotnie przyspieszato degradacje
benzyn 1 olei mineralnych w obydwu glebach. Jednak degradacja Y9 WWA po 60 dniach od
zanieczyszczenia gleb DO byla wysoka (od 95% do 97%) i nie zalezala od zabiegu

bioaugmentacji.

Podsumowanie i wykorzystanie wynikow

Zaklocenia powodowane w metabolizmie gleby przez zanieczyszczenie olejem
napedowym nalezy rozpatrywac¢ z punktu widzenia mozliwosci przywracania rOwnowagi w
ekosystemie. Dlatego tez wyniki przedstawione w publikacjach, powigzanych ze soba
tematycznie, bedacych podstawa osiagnigcia naukowego sa waznym ogniwem w cyklu badan
dotyczacych jakosci srodowiska, w ktérym funkcjonujemy. Zatem potaczenie wskaznikoéw
mikrobiologicznych i biochemicznych z jednoczesnym okreSleniem wlasciwosci

fizykochemicznych, chemicznych gleby oraz plonowaniem 1 sktadem chemicznym roslin daje
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szans¢ na kompleksowa oceng jakosci gleby bedacej pod presja oleju napgdowego i

jednoczesnie zaproponowanie najbardziej efektywnej metody remediacji takich gleb.

Do najwazniejszych osiagnie¢ cyklu prezentowanych prac zaliczam:

1.

Rozpoznanie  struktury  zespotdow  mikroorganizméw  zasiedlajacych  gleby
zanieczyszczone olejem napgdowym z wykorzystaniem spektrometrii masowej MALDI-
TOF MS, analizy sekwencji kodujacych 16S rRNA oraz metoda NGS.

Udowodnienie, ze olej napedowy zmniejszal udzial procentowy Firmicutes,
Actinobacteria, Bacteroidetes i Acidobacteria w  porownaniu do  gleby
niezanieczyszczonej. W glebie poddanej presji tego produktu dominowaly bakterie:
Burkholderia, Sphingomonas, Caulobacter, Streptomyces i Pseudomonas, a w glebie
niezanieczyszczonej - Janthinobacterium, Bacillus, Arthrobacter, Kaistobacter,
Oxalobacter, Pedobacter i Paenibacillus.

Okreslenie profilu katabolicznego bakterii z wykorzystaniem systemu ,,Biolog” na
ptytkach EcoPlate zawierajacych 31 zrodet wegla oraz grzybow na ptytkach FF Palte z 95
zrodlami wegla. Stwierdzenie, Zze reakcja bakterii 1 grzybow na zanieczyszczenie gleby
olejem napedowym wykonana na podstawie rozwoju kolonii na ptytkach Petriego
(wskaznik CD i EP) jest zbiezna z analiza wykonana na podsatwie EcoPlate i FF
Microplate systemem Biolog.

Wykazanie, Ze dziatanie oleju napgdowego na aktywno$¢ enzymoéOw moze by¢
roznokierunkowa. W zdecydowanej wigkszosci do§wiadczen testowane zanieczyszczenie
stymulowato aktywno$¢ enzymow wewnatrzkomorkowych 1 zewnatrzkomoérkowych, co
mozna uznaé za zjawisko pozadane, gdyz zwigkszona aktywno$¢ dynamizuje degradacje
weglowodorow.

Woykazanie, ze degradacja oleju napgdowego zalezy od stopnia zanieczyszczenia oraz od
sktadu granulometryczego gleby. Skutki silnego zanieczyszczenia olejem napedowym
(50 cm® kg™t s.m.) sa dlugotrwate. Najtrudniej degradowalne byly oleje mineralne i
benzyny. Szybciej degradacja przebiegata w piasku gliniastym niz w glinie piaszczyste;.
Rozpoznanie reakcji Avena sativa i Zea mays na dziatanie oleju napgdowego i
wykazanie, ze na obydwie ro$liny produkt ten dziatat toksycznie. Kukurydza mniej
odporna byla na dzialanie oleju napedowego, gdy byta uprawiana na piasku gliniastym

niz na glinie piaszczyste;.
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7. Wykazanie negatywnego wplywu oleju napgdowego na indeksy biokoncentracji azotu,
fosforu, wapnia i potasu mierzone stosunkiem zawarto$ci pierwiastkow w czgSciach
nadziemnych do zawarto$ci pierwiastkow w korzeniach kukurydzy.

8. Wyizolowanie z gleby bakterii opornych na dziatanie oleju napgdowego i stworzenie
konsorcjum skutecznego w bioaugmentacji o nastgpujacym sktadzie: Arthrobacter
pascens, Rhizobium petrolearium, Rhodococcus erythropolis, Streptomyces atratus,
Bacillus aryabhatta, Gordonia amicalis, Ochrobactrum intermedium, Pseudomonas
plecoglossicida.

9. Nawozenie wegglem drzewnym oraz sloma stymulowalo rozwdj drobnoustrojow i
aktywno$¢ enzymow glebowych, ale nie tagodzito negatywnego oddziatywania oleju
napedowego na wzrost 1 rozwdj owsa.

10. Rozpoznanie przydatnos$ci sita molekularnego, sepiolitu, alginitu i sorbentu w remediacji
gleby zanieczyszczonej olejem napgdowym i wskazanie, ze do odnowy biologicznej
takiej gleby, mozna zarekomendowa¢ wszystkie testowane substancje, wskazujac na sito

molekularne i alginit, jako najbardziej efektywne.
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5. Oméwienie pozostalych osiggni¢é naukowo — badawczych
Parametry naukometryczne mojej dziatalnosci naukowej zostaly zaprezentowane w
wykazie osiagnig¢ — Zatacznik nr 3 i 4. W ponizszych podrozdziatach przedstawiam opis

dotychczasowego rozwoju naukowego.
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5a) Przed doktoratem

Na trzecim roku studiow na Wydziale Nauk Technicznych zaczg¢tam poglebia¢ wiedzg z
zakresu nauk przyrodniczych i rolniczych, a na czwartym podjetam prace w Katedrze
Mikrobiologii Wydziatu Ksztattowania Srodowiska Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie na podstawie umowy zlecenie (4 miesiace) w ramach badan realizowanych z
dziatalnosci statutowej. Na piatym roku studiow, tj. od 1.10.2006 r. zostalam zatrudniona w
wyzej wymienione] Katedrze na stanowisku technika i uczestniczylam w badaniach
laboratoryjnych z zakresu mikrobiologii i biochemii gleby. W 2007 roku zostatam wtaczona
w sklad zespotu wykonawcéw realizujacych badania finansowane z dzialalnosci statutowe;j
wydziatu [Zal. 3: G.2.1] oraz opracowujacego projekt badawczy wilasny, pt. ,,Opracowanie
biochemicznego wskaznika jakoSci gleb” kierowanego przez prof. dr hab. Jadwige
Wyszkowska [Zal. 3: G.1.1], ktory otrzymat finansowanie z MNiSW. W migdzyczasie, 9
lipca 2007 roku, uzyskatam tytul magistra i z dniem 1.09.2007 roku zostatam zatrudniona na
stanowisku technologa. W 2008 uczestniczylam w kolejnych badaniach z dziatalnos$ci
statutowej [Zat. 3: G.2.1]. W tym samym roku, chcac podnies¢ swoje kwalifikacje,
ukonczylam dwa kursy pt. ,,Technika PCR i jej zastosowania” oraz ,,Genotypowanie -
technika PCR II” w Gdansku [Zat. 4: C.2.1-C.2.2], co zostato dostrzezone przez pracodawcg i
otrzymatam nagrodg zespotowa JM Rektora UWM w Olsztynie [Zat. 4: D.3.1].

Przed doktoratem moje zainteresowania naukowe skupiaty si¢ w 2 obszarach
badawczych:
1. Czynniki warunkujace przebieg procesu nitryfikacji w glebie. Z tego zakresu powstaty 3

publikacje [Zat. 3: B.1.1; B.1.3; B.1.8].
2. Aktywno$¢ mikrobiologiczna 1 biochemiczna w glebach poddanych stresowi

antropogenicznemu. Problematyka ta zostala opublikowana w 6 oryginalnych pracach
badawczych [Zat. 3: B.1.2; B.1.4 - B.1.7; B.1.9].

W ramach pierwszego problemu badawczego wykazano, ze 2-chloro-6-(trichlorometylo)
pirydyna (N-Serve) oraz 4-amino-1,2,4-triazol (ATC) czg$ciowo zakldcaly proces przemian
kwasu L-asparaginowego i kwasu L-glutaminowego, chociaz nie oddziatywaly na liczebno$¢
bakterii amonifikacyjnych. Istotnie hamowaty proces nitryfikacji przez 24 dni, przyczyniajac
si¢ do zwigkszenia immobilizacji azotu. Ponadto, intensywny proces nitryfikacji powodowat
zakwaszenie gleby [Zal. 3: B.1.1]. Rowniez fluoren i benzen zastosowany w ilosciach 500 -
1000 mg kg* s. m. gleby powodowaly zaklocenia procesu nitryfikacji. Powodowaty one

zaklocenia w cyklu azotu poprzez hamowanie procesu nitryfikacji i zmniejszenie liczebnosci
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nitryfikatoréw I i I fazy. Wykazano, ze pomiar aktywno$ci nitryfikacyjnej gleby moze by¢
dobrym testem stosowanym w bioremediacji fluorenu i benzenu. Nitryfikacja jest procesem
ciaglym, o czym $wiadczy zwigkszajaca si¢ pula azotu azotanowego w trakcie trwania
doswiadczenia. Dotyczylo to zardbwno azotu rodzimego, jak i azotu nawozowego. Proces
nitryfikacji zachodzit intensywnie przez 28 dni, ale najwigkszy przyrost bezwzgledny azotu
azotanowego nastapit w 14 dniu trwania do§wiadczenia [Zat. 3: B.1.3, B.1.8].

W ramach drugiego problemu badawczego wraz ze wspotautorami stwierdzitam, ze
wrazliwo§¢  bakterii  oligotroficznych, bakterii  kopiotroficznych, amonifikacyjnych,
immobilizujacych azot, celulolitycznych oraz bakterii z rodzaju Arthrobacter i Pseudomonas
na Cd®*, Cu®*, Zn?** i Pb?" jest cecha specyficzna [Zal. 3: B.1.2; B.1.5; B.1.6; B.1.9].
Zwiazana jest ona z zawarto$cia metali w glebie oraz ze sposobem uzytkowania gleby.
Rozwoj bakterii z rodzaju Arthrobacter oraz Pseudomonas byt intensywniej hamowany w
glebie obsianej owsem, natomiast bakterii amonifikacyjnych, immobilizujacych azot oraz
celulolitycznych — w glebie nieobsianej. Bardziej odporne na te zanieczyszczenia okazaty si¢
bakterie kopiotroficzne, celulolityczne, immobilizujace azot i amonifikacyjne niz bakterie z
rodzaju Arthrobacter i Pseudomonas. Miedz miata najsilniejszy wplyw na bakterie
kopiotroficzne; oté6w i cynk - na bakteriach amonifikacyjne i bakterie immobilizujace azot;
bakterie Arthrobacter najsilniej reagowaty na zanieczyszczenie cynkiem, a Pseudomonas -
kadmem i cynkiem. Wszystkie metale cigzkie mialy silniejszy wplyw na bakterie z rodzaju
Arthrobacter i Pseudomonas niz na poszczegolne grupy fizjologiczne. Tolerancja bakterii na
pojedyncze metale byta czgsto wyzsza niz na ich dzialanie wspolne. Jedynym wyjatkiem byta
mieszanina wszystkich czterech metali, ktora najbardziej negatywnie wplyneta na
drobnoustroje [Zal. 3: B.1.2; B.1.9]. W kolejnych badaniach [Zat. 3: B.1.5; B.1.6], wykazano,
ze zarowno cynk i miedz zaburzaja nie tylko namnazanie drobnoustrojow w glebie, ale
réwniez powoduja istotne zmiany we wlasciwosciach biochemicznych, mierzonych
aktywno$cia dehydrogenaz, ureazy, fosfatazy kwasnej i fosfatazy zasadowej. Metale te
zaktocaja prawidtowe funkcjonowanie ekosystemow wywolujac negatywny wplyw na
przebieg wielu procesow, zwiazanych z przemianami zwiazkow wegla I azotu. Rzeczywisty
efekt wptywu metali cigzkich zalezat od rodzaju i stopnia zanieczyszczenia gleby oraz sktadu
granulometrycznego gleby. Sposrdod testowanych enzymow dehydrogenazy byty najbardziej
wrazliwe na nadmiar metali, a katalaza najbardziej oporna. Dehydrogenazy i katalaza byty
mniej tolerancyjne na miedz w glinie piaszczystej niz w piasku gliniastym, w przeciwienstwie
do ureazy, ktora byla bardziej tolerancyjna na zanieczyszczenia w piasku gliniastym niz w

glinie piaszczystej. Stwierdzono rowniez korzystny wplyw nawozenia stoma jeczmienna na
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wlasciwosci mikrobiologiczne i biochemiczne gleb zanieczyszczonych cynkiem. Kukurydza
okazala si¢ bardziej odporna niz jgczmien jary na nadmiar cynku, a rzepak jary bardziej
odporny niz owies i tubin z6tty na nadmiar miedzi. Publikacje [Zat. 3: B.1.2; B.1.5; B.1.6;
B.1.9] oraz komunikaty konferencyjne [Zal. 3: C.2.2; C.2.3; C.2.7; C.2.9] poswigcone
rozpoznaniu wptywu metali cigzkich na wlasciwosci mikrobiologiczne i biochemiczne gleby
byly rezultatem mojego uczestnictwa w badaniach realizowanych w dwoch zadaniach
badawczych z dziatalno$ci statutowej [Zat. 3: G.2.1; G.2.2].

W omawianym okresie opublikowatam réwniez jedna pracg poswigcona oddzialywaniu
herbicydu Granstar 75WG na liczebno$¢ drobnoustrojow [Zat. 3: B.1.4], w ktorej
stwierdzono, ze zanieczyszczenie gleby tym herbicydem w ilosci 5 i 10-krotnie wigkszej od
dawki rekomendowanej istotnie naruszato rownowage mikrobiologiczna gleby. Liczebnos¢
bakterii oligotroficznych, bakterii kopiotroficznych przetrwalnikujacych, bakterii Azotobacter
spp. 1 grzybow byta istotnie ujemnie skorelowana z dawka herbicydu.

Praca w latach 2007-2010 w projekcie whasnym, pt. ,,Opracowanie biochemicznego
wskaznika jako$ci gleb” [Zat. 3: G.1.1] i uzyskane wyniki staly si¢ podstawa mojej przysztej
rozprawy doktorskiej pt. ,,Studia nad czynnikami ksztaltujacymi aktywno$¢ biologiczng
gleby” wykonywanej pod promotorstwem prof. dr hab. Jadwigi Wyszkowskiej, ktora
obronitam z wyrdznieniem przed Komisja Doktorska 11.02.2011 roku [Zat. 3: H.1], a 17
lutego 2011 roku Rada Wydziatu Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie nadala mi stopien naukowy doktora nauk rolniczych w
zakresie ksztattowania $rodowiska, specjalno$¢ mikrobiologia $rodowiskowa. Recenzentami
rozprawy byly: prof. dr hab. Elzbieta Jolanta Bielinska i dr hab. Zofia Filipkowska.
Ukoronowaniem tego etapu mojej pracy zawodowej byto otrzymanie 01.10.2011 r. nagrody
indywidualnej Il stopnia JM Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, za
osiagnig¢cia w dziedzinie naukowej [Zat. 3: H.2].

Ponadto, w okresie przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora opublikowatam
wspotautorska prace, ktorej celem bylo okreslenie oddzialywania obornika i kompostu na
aktywnos¢ ureazy w glebach rézniacych sig sktadem granulometrycznym [Zat. 3: B.1.7]. W
wyniku badan stwierdzono, ze aktywno$¢ ureazy jest determinowana pojemnoscia sorpcyjna
gleby. Nawozenie obornikiem i1 kompostem stymuluje aktywnos$¢ ureazy w glebie. Ich
dziatanie zalezy od gatunku gleby. W mniejszym stopniu nawozy te oddziatuja na aktywno$¢
w pyle gliniastym niz w piasku gliniastym i glinie piaszczystej. Roznice w aktywnosci ureazy
migdzy poszczegdlnymi testowanymi glebami, tj. 3,5-krotnie wigksza aktywno$§¢ w pyle

gliniastym niz w piasku gliniastym i 4,7-krotnie wigksza niz w glinie piaszczystej,
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prawdopodobnie wynikaja z ochronnego dziatania mineralnych i organicznych koloidéw w
stosunku do ureazy, tworzacej z nimi zwiazki kompleksowe. Swiadczy o tym intensywniejsza
aktywno$¢ ureazy w glebach o wigkszej pojemnosSci sorpeyjnej i pozytywna jej reakcja na
nawozenie obornikiem i kompostem. Aktywno$¢ ureazy wykazuje duza zmienno$¢ czasowa.
Z tego wzgledu powinna by¢ okreslana kilkakrotnie podczas trwania doswiadczenia. Wyniki
uzyskane w ramach wyzej wymienionego projektu, ktore sa zaprezentowane w rozprawie
doktorskiej byty rowniez przedstawiane na 1 konferencji miedzynarodowej [Zat. 4: D.1.1.3] i
2 — krajowych [Zat. 4: D.1.2.3; D.1.2.4], co znalazto odzwierciedlenie w 4 komunikatach z
tych konferencji [Zat. 3: C.2.4; C.2.5; C.2.8; C.2.10].

Chcac uzyska¢ przygotowanie do pracy w charakterze nauczyciela akademickiego,
uczestniczac w badaniach realizowanych w Katedrze Mikrobiologii w ramach dziatalno$ci
statutowej 1 projektu wiasnego, ktorego bylam wykonawca, jednoczes$nie ukonczytam
sze$ciomiesigczny (01.10.2010r. - 30.03.2011r.) kurs doksztalcajacy pt. ,,Doskonalenie
pedagogiczne nauczycieli akademickich” organizowanym przez Wydziat Nauk Spotecznych
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie [Zat. 4: C.2.3].

W okresie przed doktoratem realizacja badan w ramach dziatalnosci statutowej [Zat. 3:
G.2.1-G.2.2] oraz w projekcie wiasnym [Zal. 3: G.1.1] zaowocowala powstaniem 9
publikacji naukowych, o tacznej wartosci 44 pkt MNISW, opublikowanych w
czasopismach z listy B MNiSW [Zatl. 3: B.1.1-B.1.9]. Uczestniczytam w 3 konferencjach
migdzynarodowych [Zat. 4: D.1.1.1- D.1.1.3] i 4 krajowych [Zal. 4: D.1.2.1-D.1.2.4], na
ktorych prezentowatam wyniki badan w formie 10 posterow [Zal. 3: 1.1-1.10], z ktérych
ukazato si¢ 10 komunikatéw [Zat. 3: C.2.1-C.2.10].

5b) Po doktoracie

Bezposrednio po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk rolniczych zostatam
wspotwykonawca dwoch projektow wiasnych, finansowanych przez MNiSW, pt.:
»Mozliwosci  przywracania rownowagi  mikrobiologicznej i  biochemicznej  gleby
zanieczyszczonej cynkiem” [Zat. 3: G.1.2] i ,,Okreslenie mikrobiologicznych i biochemicznych
wskaznikow diagnozujqcych stan zanieczyszczenia gleby herbicydami nowej generacji”
[Zat. 3: G.1.3]. Powyzsze granty byly realizowane w Katedrze Mikrobiologii. Z dniem
1.09.2011 roku awansowatam na stanowisko pracownika naukowo-dydaktycznego. W latach
2012-2017 uczestniczytam réwniez, jako wykonawca, w tacznie 9 zadaniach badawczych
realizowanych w ramach dziatalno$ci statutowej [Zat. 3: G.2.2] oraz bylam kierownikiem

kolejnych 4 grantow uczelnianych uzyskanych w ramach badan przeznaczonych dla mlodych
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naukowcow 1 uczestnikow studiow doktoranckich [Zat. 3: G.2.3]. Obecnie jestem
kierownikiem projektu NCN: ,,0dpornos¢ roslin z rodziny Poaceae oraz opornosé
ryzosferowych zespotow mikroorganizmow o zdolnosciach promowania wzrostu roslin na
zanieczyszczenie gleby produktami ropopochodnymi” uzyskanego w konkursie MINIATURA 1
[Zat. 3: G.1.4].

Przez caly czas swojej pracy na stanowisku asystenta permanentnie podnosze
kwalifikacje, miedzy innymi uczestniczac w trzech kursach, pigciu szkoleniach i dwoch
warsztatach [Zat. 4: C.2.4-C.2.13]. Odbytam takze jeden staz zawodowy w Przedsi¢biorstwie
Wodociagow i Kanalizacji Sp. z 0.0. w Olsztynie [Zat. 4: C.1.2] oraz jeden Staz naukowy w
Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Srodowiskowej Instytutu Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie [Zat. 4: C.1.1].

Po wuzyskaniu stopnia naukowego doktora moje zainteresowania naukowe
koncentrowaly si¢ w nastgpujacych obszarach:

1. Rozpoznanie mikrobiomu gleb zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi oraz
mozliwos$ci przywracania rOwnowagi mikrobiologicznej i biochemicznej takich gleb.

2. Okreslenie mikrobiologicznych 1 biochemicznych wskaznikow diagnozujacych stan
zanieczyszczenia gleby herbicydami nowej generacji.

3. Rozpoznanie wiasciwosci mikrobiologicznych i biochemicznych gleb zanieczyszczonych
metalami cigzkimi i mozliwos$ci przywracania homeostazy takich gleb.

4. Wykorzystanie mikroorganizméw i enzymow w monitoringu srodowiska.

Mogly by¢ one realizowane dzigki badaniom prowadzonym w licznych w projektach

zewngtrznych, jak 1 w dziatalnosci statutowe;.

W ramach pierwszego obszaru badawczego ,,Rozpoznanie mikrobiomu gleb
zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi oraz mozliwosci przywracania
rownowagi mikrobiologicznej i biochemicznej takich gleb” obok 6 publikacji naukowych
zaprezentowanych jako osiagnigcie naukowe w postgpowaniu habilitacyjnym powstaty takze
2 publikacje z listy JCR [Zat. 3: A.12; A.13], 1 publikacja z listy B [Zat. 3: B.1.11] oraz 16
komunikatéw z konferencji naukowych [Zat. 3: C.2.12; C.2.13; C.2.15; C.2.17; C.2.23;
C.2.34; C.2.37; C.2.41; C.2.44; C.2.45; C.2.47; C.2.50-C.2.54].

W ramach tego problemu badawczego rozpoznano oddziatywanie réznych produktow
ropopochodnych: biodiesla, diesla, oleju opatowego i1 benzyny bezolowiowej 98 na
dehydrogenazy glebowe, ktére jako enzymy wewnatrzkomorkowe, dobrze odnajduja si¢ w

roli indykatorow zanieczyszczenia srodowiska substancjami lipofilnymi. Uzyskane wyniki
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pozwolily na okre§lenie wagi dehydrogenaz w monitoringu $rodowiska glebowego
poddanego presji weglowodorow ropopochodnych. Wykazano, ze aktywno$¢ analizowanych
oksydoreduktaz byta dodatnio skorelowana ze stopniem zanieczyszczenia gleby biodieslem,
dieslem 1 olejem opatowym, a ujemnie z benzyna bezolowiowa. W biostymulacji gleb
zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi zdecydowanie bardziej przydatny jest
kompost niz mocznik i dlatego kompost powinien by¢ uzywany w remediacji gleb
zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi [Zat. 3: A.12]. Wykazano wzglednie
wysoka oporno$¢ enzymow na olej napedowy. Odnotowano réwniez wyzszy odsetek WWA 2
i 3 pierscieni w catkowitej zawartosci WWA po zastosowaniu oleju napgdowego. Gleba
zanieczyszczona weglowodorami traci swoja strukturg, a bilans wodno-powietrzny gleby, a
takze jej wlasciwosci chemiczne 1 fizykochemiczne pogarszaja si¢. Zmiany wlasciwosci
fizycznych i1 chemicznych maja niekorzystny wplyw na wielko$¢ i jakos¢ plonu nadziemnych
czgsci owsa [Zal. 3: A.13]. Wykazano rowniez, ze olej opatowy i olej napgdowy z reguly
zwigkszaja liczebno$¢ grzyboéw, natomiast benzyna - zmniejsza. Liczebno$¢ tych
mikroorganizméw w glinie piaszczystej byta o 15% wigksza niz w piasku gliniastym,
natomiast w pyle gliniastym - az o 23% wigksza. Produkty ropopochodne zmieniaty strukturg
grzybow glebowych. Miejsce grzybow szybko rosnacych zajmowaly grzyby wolniej rosnace.
Najnizsza opornoscia na produkty ropopochodne charakteryzowaty si¢ grzyby wyizolowane z
piasku gliniastego, a najwyzsza — z gliny piaszczystej [Zat. 3: B.1.11]. Rozwinigcie
powyzszych badan z zakresu odziatywania produktéw ropopochodnych na Zycie biologiczne
gleby realizowatam w ramach 4 grantow uczelnianych uzyskanych dla mtodych naukowcéow i
uczestnikow studiow doktoranckich, ktorych bytam kierownikiem [Zal. 3: G.2.3], a uzyskane
wyniki staly si¢ podstawa opracowania cyklu prac begdacych podstawa osiagnigcia
habilitacyjnego, ktore zostato opisane w rozdziale 4 (strona 4). Obecnie w pracy naukowej
skupiam sig¢ na badaniach zwiazanych z odpornoscia roslin z rodziny Poaceae oraz opornos$cia
ryzosferowych zespotéw mikroorganizmoéw promujacych wzrost roslin na zanieczyszczenie
gleby produktami ropopochodnymi, ktore realizuj¢ w ramach projektu NCN, w konkursie

MINIATURA 1, ktorego jestem kierownikiem [Zat. 3: G.1.4].

Drugi obszar badawczy ,,Okreslenie mikrobiologicznych i biochemicznych wskaznikow
diagnozujacych stan zanieczyszczenia gleby herbicydami nowej generacji” znalazt
odzwierciedlenie w 10 publikacjach z listy JCR [Zat. 3: A4; A.6; A.7; A.10; A.1l; A.14;
A.17; A19; A.20; A.22], 1 z listy B [Zal. 3: B.1.14] oraz 3 komunikatach z konferencji
naukowych [Zal. 3: C.2.30; C.2.32; C.2.39]. Podstawa powyzszych prac byly wyniki
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uzyskane w ramach projektu wilasnego ,,Okreslenie mikrobiologicznych i biochemicznych

wskaznikow diagnozujqcych stan zanieczyszczenia gleby herbicydami nowej generacji”

[Zal. 3: G.1.3], ktorego bytam wykonawca.

Nadrzednym celem publikacji przypisanych do omawianego problemu badawczego byto
okreslenie wptywu zanieczyszczenia gleby herbicydami Successor T 550 SE (petoksamid +
terbutylazyna), Aurora 40 WG (karfentrazon etylowy), Boreal 58 WG (flufenacet +
izoksaflutol), Fuego 500 SC (metazachlor), Lumax 537,5 SE (mezotrion + s-metolachlor) i
Alister Grande 190 OD (diflufenikan + mezosulfuron metylowy + jodosulfuron
metylosodowy) na:

1) liczebno$¢ bakterii oligotroficznych, bakterii oligotroficznych przetrwalnikujacych,
bakterii z rodzaju Azotobacter, bakterii organotroficznych, promieniowcoéw i grzybow oraz
aktywnos$¢ dehydrogenaz, Kkatalazy, ureazy, fosfatazy kwasnej, fosfatazy alkalicznej,
arylosulfatazy i -glukozydazy;

2) indeks rozwoju kolonii drobnoustrojow (CD) oraz wspotczynnik ekofizjologicznej
réznorodnosci drobnoustrojow (EP);

3) reakcje wybranych grup drobnoustrojéw hodowanych na podtozach statych;

4) wiasciwosci fizykochemiczne gleby;

5) wzrost i rozwdj roslin.

Powyzsze cele byly weryfikowane w doswiadczeniach modelowych prowadzonych w
warunkach laboratoryjnych [Zat. 3: A.6; A.7; A.1l; A.14; A.17; B.1.14] i wegetacyjnych
wazonowych [Zal. 3: A.4; A.10; A.19; A.20; A.22].

W  wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze bakterie: Azotobacter spp.,
Arthrobacter spp., Bradyrhizobium spp. (lupini), Rhizobium leguminosarum bv. viciae oraz
promieniowce: Streptomyces longisporoflavus, Streptomyces intermedius, Streptomyces
viridis, Streptomyces odoriver; grzyby: Fusarium, Aspergillus, Penicillum, Rhizopus,
hodowane na podiozach stalych, byly najmniej wrazliwe na zastosowanie herbicydu Aurora
40 WG, a najbardziej na Alister Grande 190 OD. Ze wszystkich drobnoustrojow hodowanych
na podtozach statych, najbardziej oporny na dziatanie herbicydéw okazaty si¢ Azotobacter
spp. Sposrod wszystkich testowanych preparatow tylko Lumax 537,5 SE hamowat ich wzrost.

Zaaplikowanie tych herbicydow do gleby, inkubowanej w warunkach laboratoryjnych,
spowodowato zwigkszenie liczebnosci bakterii organotroficznych i oligotroficznych.
Successor T 550 SE oraz Fuego 500 SC zwigkszaly réwniez liczebno$¢ bakterii
oligotroficznych przetrwalnikujacych, natomiast wzrost tej grupy drobnoustrojow hamowat

herbicyd Aurora 40 WG. Preparat ten wplynat takze inhibicyjnie na rozwdj promieniowcow.
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Zastosowanie najwyzszej dawki wszystkich herbicydoéw, z wyjatkiem Alister Grande 190
OD, spowodowalo obnizenie liczebnosci Azotobacter. Na rozwdj grzyboéw inhibicyjnie
oddziatywaty Aurora 40 WG oraz Successor T 550 SE. Najwyzsza wartos¢ EP bakterii
organotroficznych stwierdzono po zastosowaniu preparatu Lumax 537,3 SE, a najnizsza —
Boreal 58 WG. Wartosci EP promieniowcow obnizaty si¢ wraz ze wzrostem zanieczyszczenia
preparatami Boreal 58 WG i Fuego 500 SC. EP grzybow najwyzsze byto w obiektach z
dodatkiem Successor T 550 SE, a najnizsze z dodatkiem Boreal 58 WG.

Z kolei w doswiadczaniu wegetacyjnym wszystkie herbicydy obnizaty liczebno$¢ bakterii
z rodzaju Azotobacter. Najwyzsza liczebnos$¢ bakterii oligotroficznych zaobserwowano po
zastosowaniu preparatu Successor T 550 SE, a najnizsza - Aurora 40 WG. Alister Grande 190
OD stymulowal namnazanie bakterii oligotroficznych przetrwalnikujacych, a pozostate
preparaty miaty zr6znicowane dziatanie na te bakterie. Najwigksze destrukcje w namnazaniu
bakterii organotroficznych spowodowat Boreal 58 WG, ale jednoznaczny negatywny wptyw
mialy rowniez Successor T 550 SE i Fuego 500 SC. Na grzyby najsilniej negatywnie
oddziatywaty Fuego 500 SC, Boreal 58 WG oraz Successor T 550 SE, a herbicyd Aurora 40
WG dziatat stymulujaco. Warto$¢ indeksu rozwoju kolonii CD bakterii organotroficznych
zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem dawek preparatow: Successor T 550 SE, Boreal 58 WG,
Fuego 500 SC oraz Lumax 537,3 SE. Odwrotna tendencje¢ zaobserwowano po zastosowaniu
herbicydu Aurora 40 WG oraz Alister Grande 190 OD. Successor T 550 SE, Lumax 537,5 SE
oraz Fuego 500 SC zmniejszaly wartosci CD promieniowcow. Najwyzsza warto$¢ indeksu
CD grzybow zaobserwowano w obiektach z dodatkiem Alister Grande 190 OD, nastgpnie
Aurora 40 WG i Boreal 58 WG.

Zanieczyszczenie gleby herbicydami nowej generacji zaburzalo nie tylko namnazanie
mikroorganizméw, ale powodowato rowniez zaburzenia w rGwnowadze biochemicznej gleby.

W doswiadczeniu laboratoryjnym herbicydy wywieraty inhibicyjny wplyw na aktywnos¢
dehydrogenaz i arylosulfatazy, przy czym preparaty Aurora 40 WG i Boreal 58 WG w
niewielkim stopniu dziataty na dehydrogenazy. Wszystkie herbicydy stymulowaty aktywnos¢
fosfatazy alkalicznej, fosfatazy kwasnej i katalazy. Aktywnos$¢ ureazy byta hamowana przez
Boreal 58 WG, Fuego 500 SC i Alister Grande 190 OD, natomiast stymulowana przez
Successor T 550 SE 1 Aurora 40 WG. Na aktywnos¢ B-glukozydazy negatywnie wptywat
herbicyd Successor T 550 SE, natomiast Lumax 537,5 SE i Alister Grande 190 OD
stymulowaty aktywno$¢ tego enzymu. Konkludujac mozna stwierdzi¢, ze najbardziej
destrukcyjnie na dehydrogenazy i1 B-glukozydaze¢ dziatal herbicyd Successor T 550 SE, na
katalaze - Aurora 40 WG i Boreal 58 WG, na ureaze i fosfataze alkaliczna - Alister Grande
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190 OD, na fosfataz¢ kwasna — Boreal 58 WG i Alister Grande 190 OD, na arylosulfatazg -
Boreal 58 WG.

Z kolei w doswiadczeniu wegetacyjnym wszystkie herbicydy hamowaly aktywnosc
dehydrogenaz, ureazy, fosfatazy kwasnej, fosfatazy alkalicznej i B-glukozydazy. Natomiast na
aktywnos$¢ katalazy i arylosulfatazy herbicydy mialy zréznicowane dziatanie. Preparaty
Successor T550 SE, Boreal 58 WG i1 Fuego 500 SC zmniejszaty aktywnos$¢ katalazy i
arylosulfatazy, natomiast Aurora 40 WG stymulowata aktywnos$¢ zarowno katalazy jak i
arylosulfatazy. Zanieczyszczenie gleby testowanymi herbicydami w niewielkim stopniu
modyfikowalo pH gleby i stopien wysycenia gleby kationami zasadowymi. Wszystkie srodki
chwastobojcze spowodowaty zwigkszenie kwasowosci hydrolitycznej gleby, a tym samym
zmniejszenie sumy kationéw zasadowych. Na pojemno$¢ sorpcyjna gleby i zawarto$¢ wegla
organicznego herbicydy wptywaty niejednoznacznie. Testowane herbicydy zaaplikowane w
zwigkszonych dawkach wplywaly jednoznacznie inhibicyjnie na wzrost i rozwdj roslin, o
czym S$wiadczy obnizenie plonu kukurydzy przez Successor T 550 SE, Boreal 58 WG i
Lumax 537,5 SE, pszenicy jarej — przez Aurora 40 WG i Alister Grande 190 OD oraz rzepaku
jarego — przez Fuego 500 SC.

Podsumowujac opisywany obszar badawczy mozna stwierdzié, ze wyniki przedstawione
w publikacjach [Zatl. 3: A4; A.6; A.7; A.10; A.11; A.14; A.17; A.19; A.20; A.22, B.1.14]
jednoznacznie dowodza, ze herbicydy powinny by¢ stosowane zgodnie z kodeksem dobrej
praktyki rolniczej. Stosowanie tych preparatow w ilo$ciach zanieczyszczajacych narusza
mikrobiom gleby oraz wzrost 1 rozwdj roslin, zmniejszajac jednoczesnie ich plon. Herbicydy
staja si¢ wowczas toksyczne nie tylko dla chwastow, ale takze dla roslin rolniczych.
Nadmierne ilo$ci herbicydow w glebie zaktdcaja biologiczna réwnowage gleby poprzez
zmiang mikrobiologicznych i biochemicznych wlasciwosci. Przedstawione powyzej wyniki
dowodza, ze prawidlowa oceng¢ narazenia $rodowiska glebowego na zanieczyszczenie
herbicydami mozna dokona¢ tylko poprzez kompleksowe badania, na ktore sktada si¢ ocena

wlasciwos$ci mikrobiologicznych i biochemicznych gleby, tacznie z ocena reakcji roslin.

Trzeci obszar moich zainteresowan badawczych ,,Rozpoznanie wlasciwosci
mikrobiologicznych i biochemicznych gleb zanieczyszczonych metalami ciezkimi i
mozliwosci przywracania homeostazy takich gleb” zawiera si¢ w nastepujacych
opracowaniach naukowych: w 8 publikacjach z listy JCR [Zal. 3: A.1-A.3; A.5; A.8; A.9;
A.15; A.21] oraz 10 komunikatach z konferencji naukowych [Zat. 3: C.2.16; C.2.20-C.2.22;
C.2.24; C.2.29; C.2.31; C.2.35; C.2.38; C.2.43]. Wyniki zaprezentowane w 5 publikacjach
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[Zal. 3: A.1; A5; A.9; A.15; A.21] oraz 2 komunikatach naukowych [Zat. 3: C.2.21; C.2.29]
uzyskano w ramach projektu badawczego finansowanego przez MNISW/NCN pt.
wMozliwosci  przywracania rownowagi  mikrobiologicznej i  biochemicznej  gleby
zanieczyszczonej cynkiem” [Zat. 3: G.1.2], ktorego bytam wykonawca, a w 3 publikacjach
[Zat. 3: A.2; A.3; A.8] 18 komunikatach naukowych [Zat. 3: C.2.16; C.2.20; C.2.22; C.2.24;
C.2.31; C.2.35; C.2.38; C.2.43] - w badaniach z dzialalno$ci statutowej pt. ,,Rola
drobnoustrojow i enzymow w monitoringu srodowiska” [Zat. 3. G.2.2], ktorego tez jestem
wykonawca.

Celem oryginalnych prac tworczych [Zat. 3: A.1; A.5; A.9; A.15; A.21] bylo okresSlenie
w glebie zanieczyszczonej cynkiem:

1) mikrobiologicznych i biochemicznych wiasciwosci,

2) indeksu rozwoju kolonii (CD) drobnoustrojow izolowanych z gleby zanieczyszczonej
cynkiem oraz wspotczynnika ekofizjologicznej roznorodnosci drobnoustrojow (EP),

3) przebiegu procesu nitryfikacji w glebie zanieczyszczonej cynkiem,

4) roli materii organicznej wprowadzanej do gleby zanieczyszczonej cynkiem

W przywracaniu jej rOwnowagi biologicznej.

W wyniku badan stwierdzono, ze mimo, iz cynk nalezy do pierwiastkow niezbednych do
prawidlowego funkcjonowania organizméw zywych, to gdy wystgpuje w nadmiarze, moze
sta¢ si¢ silnie toksyczny dla bytujacych organizméw. Zanieczyszczenie gleby cynkiem
zaktoca nie tylko proces nitryfikacji, ale takze inne procesy metabolizmu azotu glebowego, o
czym $wiadczy zmniejszajaca si¢ immobilizacja azotu wraz ze zwigkszeniem stopnia
zanieczyszczenia gleby tym pierwiastkiem. Niekorzystne oddziatywanie cynku na proces
nitryfikacji wynika glownie z negatywnego oddzialywania nadmiaru tego pierwiastka w
srodowisku glebowym na bakterie nitryfikacyjne. Cynk w wigkszym stopniu hamuje rozwoj
bakterii I fazy nitryfikacji niz Il fazy, ale bakterie I fazy nitryfikacji szybciej powracaja do
stanu réwnowagi niz Il fazy. Wspodlczynniki opornosci (RS) procesu nitryfikacji na
zanieczyszczenie cynkiem ksztaltowaly si¢ na niskim poziomie i zmniejszaty si¢ wraz z
poglebiajacym si¢ stopniem zanieczyszczenia. Opornos¢ bakterii nitryfikacyjnych na
dziatanie cynku byla tym mniejsza im wigksza jego ilo$¢ znajdowata si¢ w glebie. Cynk,
wystepujacy w zbyt duzych iloSciach w glebie dziatal inhibicyjnie takze na inne
mikroorganizmy. To negatywne dziatanie poglgbiato si¢ wraz ze wzrostem zanieczyszczenia
cynkiem. Najbardziej wrazliwe na nadmierne iloSci cynku byly bakterie z rodzaju
Azotobacter, a najmniej bakterie oligotroficzne przetrwalnikujace. Enzymy glebowe

charakteryzuja si¢ zrdznicowang opornoscia na nadmiar cynku w glebie. Pod wzgledem
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zmniejszajace] si¢ opornosci na ten metal enzymy mozna uszeregowaé nastgpujaco: [-
glukozydaza > fosfataza kwasna > ureaza > arylosulfataza = fosfataza alkaliczna > katalaza >
dehydrogenazy. Negatywne dzialanie cynku na enzymy glebowe utrzymywalo si¢ przez caty
okres badaf (120 dni). Warto$¢ EDyo dla poszezegdlnych enzyméw w mg Zn** kg? s.m.
gleby wynosita: dehydrogenazy — 103, fosfataza alkaliczna — 184, ureaza — 233,
arylosulfataza — 247, fosfataza kwasna — 416, katalaza — 419 i - B-glukozydaza - 1373.
Wysoka koncentracja cynku w glebie wywarla negatywny wplyw takze na wiasciwosci
fizykochemiczne gleby oraz wzrost i rozwdj roslin. Po zaaplikowaniu 2400 i 4800 mg Zn**
kg'1 rozwo0j owsa 1 gorczycy biatej zostat prawie catkowicie zahamowany.

Wykazano, ze skuteczno$¢ aplikacji do gleby materii organicznej w przywrdceniu
homeostazy gleby zanieczyszczonej cynkiem zalezalo zaréwno od jej rodzaju jak i stopnia
zanieczyszczenia. W glebie zanieczyszczonej cynkiem w ilosci 300 mg Zn** kg™ kora,
drobno zmielona stoma jeczmienna, trociny sosnowe, obornik bydlecy, kompost i celuloza,
fagodzity destrukcyjne dziatanie cynku na biochemiczne wlasciwosci gleby, tj. na aktywnos¢
dehydrogenaz, katalazy, ureazy, fosfatazy kwasnej, fosfatazy alkalicznej, B-glukozydazy i
arylosulfatazy, a w glebie poddanej presji 600 mg Zn®* kg™ skuteczna byta tylko celuloza,
stoma jeczmienna i obornik. Celuloza, kompost, obornik i stoma zwigkszaly opornosé
gorczycy biatej na dziatanie cynku, ale tylko w glebie z zanieczyszczonej 300 mg Zn* kg,
Natomiast kora i trociny — wzmacniaty niekorzystny wptyw tego metalu na ta rosling.

Rozpoznanie wszelkich uwarunkowan oddziatywania metali cigzkich na Srodowisko
przyrodnicze, ze szczegbélnym uwzglednieniem wlasciwoséci biochemicznych, byto
przedmiotem 3 kolejnych publikacji [Zat. 3: A.2; A.3; A.8]. Podjete badania byly wazne,
zarbwno z poznawczego jak i utylitarnego punktu widzenia. Stwierdzono, zZe
zanieczyszczenie gleby cynkiem hamuje istotnie aktywnos¢ dehydrogenaz, ureazy i katalazy.
Enzymy pod wzgledem wrazliwo$ci na cynk uszeregowano nastgpujaco: dehydrogenazy >
ureaza > katalaza. Gatunek roslin oraz sktad granulometryczny gleby determinowat oporno$¢
enzymOw na zanieczyszczenie cynkiem. Dehydrogenazy najbardziej oporne na negatywne
dziatanie cynku byly w glebie pod uprawa owsa, ureaza - rzepaku jarego, a katalaza — tubinu
z6Mtego. Dehydrogenazy i ureaza okazaly si¢ bardziej oporne na dziatanie cynku w glinie
piaszczystej niz w piasku gliniastym, a katalaza odwrotnie — bardziej oporna w piasku
gliniastym niz w glinie piaszczystej. Wrazliwo$¢ roslin na zanieczyszczenie cynkiem okazata
si¢ by¢ cecha gatunkowa. Sposrod badanych roslin najbardziej wrazliwy na nadmiar cynku w

glebie byt tubin z6tty, a najmniej - owies.
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Bardzo cenne sa badania, w ktorych wykorzystujac aktywnos¢ enzymow glebowych,
zawarto§¢ ilu 1 wegla organicznego zaproponowano 21 wskaznikdw biochemicznej
aktywnosci gleby (BA1 - BAy1), ktore podzielono na wskazniki: proste i ztozone. Obliczono
rowniez wspotczynniki korelacji migdzy plonem roslin a biochemicznymi wskaznikami
jakosci gleby. Wykazano rowniez, ze sposrdd 21 przetestowanych biochemicznych
wskaznikow jakos$ci gleb najlepszymi wskaznikami sa wskaznik BAyy = %C % (Deh + Pal +
Pac + Ure), obliczany na podstawie zawartosci wegla organicznego i aktywnosci czterech
enzymoéw: dehydrogenaz, fosfatazy alkalicznej, fosfatazy kwasnej i ureazy oraz BA,; = Deh +
Kat + Pal + Pac + Ure + Glu + Aryl, obliczany na podstawie aktywnosci siedmiu enzymow:
dehydrogenaz (Deh), katalazy (Kat), fosfatazy kwasnej (Pac), fosfatazy alkalicznej (Pal),
ureazy (Ure), B-glukozydazy (Glu) i arylosulfatazy (Aryl).

Podsumowujac badania po$wigcone rozpoznaniu wiasciwosci mikrobiologicznych i
biochemicznych gleb zanieczyszczonych metalami cigzkimi [Zat. 3: A.1-A.3; A.5; A.8; A.9;
A.15; A.21] mozna stwierdzi¢, ze zanieczyszczenie gleby zaréwno cynkiem, jak i innymi
metalami cigzkimi, Stanowi zagrozenie dla organizméw zywych. Dlatego gleby terenéw o
podwyzszonym ryzyku 1 wigkszej depozycji metali cigzkich, powinny by¢ czgsciej
monitorowane na ich zawarto$¢, niz wynika to z ogdlnych przepiséw zwiazanych z ochrona
srodowiska. Bardzo cenne jest stwierdzenie, ze aktywnos$¢ enzymow powinna by¢ wyrazona
w jednostkach produktu katalizowanej reakcji w czasie 1 h w przeliczeniu na 1 kg s.m. gleby,
tj.: dehydrogenaz - pmol TFF, katalazy — mol O,, fosfatazy alkalicznej, fosfatazy kwasnej i
arylosulfatazy — mmol PNP, natomiast ureazy — mmol N-NH;*. Uzywanie zunifikowanych
jednostek umozliwia porownywanie wynikow i1 oceng jakosci roznych gleb, niezaleznie od

autora 1 osrodka badan.

Wyniki uzyskane w ramach czwartego obszaru badawczego ,,Wykorzystanie
mikroorganizmow i enzymow w monitoringu Srodowiska” byly podstawa przygotowania 2
publikacji z listy JCR [Zal. 3: A.16; A.18], 1 z listy B [Zat. 3: B.1.10; B.1.12; B.1.13], 2
rozdziatbw w monografii [Zal. 3: B.2.1; B.2.2] oraz 15 komunikatow z konferencji
naukowych [Zat. 3: C.2.11; C.2.14; C.2.18; C.2.19; C.2.25-C.2.28; C.2.33; C.2.36; C.2.40;
C.2.42; C.2.46; C.2.48-C.2.49].

W wyniku badan stwierdzono, ze temperatura 15 °C byla optymalng temperatura dla
rozwoju bakterii organotroficznych, promieniowcow i grzybow. W piasku stabogliniastym,
piasku gliniastym, glinie piaszczystej i pyle gliniastym w wymienionej temperaturze

notowano takze najwigksza aktywno$¢ dehydrogenaz, katalazy, fosfatazy kwasnej oraz
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arylosulfatazy, w glebie o temperaturze 20 °C — fosfatazy alkalicznej, a o temperaturze 25 °C
— ureazy 1 P-glukozydazy. Najwigkszy wskaznik rozwoju kolonii (CD) bakterii
organotroficznych notowano w glebach inkubowanych w temperaturze 25 °C, natomiast
promieniowcow i grzybéw — w temperaturze 15°C. Temperatura inkubacji gleby w
niewielkim stopniu zmieniala ekofizjologiczna réznorodno$¢  testowanych — grup
drobnoustrojéw. Reakcja drobnoustrojow i1 enzymow glebowych w wigkszym stopniu
uzalezniona byla od sktadu granulometrycznego gleby niz od jej temperatury [Zat. 3: A.16;
B.2.2].

Dwie kolejne publikacje [Zat. 3: A.18; B.2.1] poswigcono okresleniu zalezno$ci migdzy
wilgotnoscia gleby a wzrostem i rozwojem drobnoustrojéw, ich réznorodno$cia oraz
aktywnoscia enzymow glebowych w czterech glebach r6zniacych si¢ sktadem
granulometrycznym. Wykazano, ze optymalna wilgotnoscia dla rozwoju bakterii
organotroficznych jest wilgotno§¢ na poziomie — 20% mpw, dla bakterii z rodzaju
Azotobacter i promieniowcow - 40% mpw, natomiast dla grzybow - 60% mpw.
Réznorodnos¢ bakterii organotroficznych 1 grzybow byla wigksza w glebach powietrznie
suchych niz w glebach uwilgotnionych, natomiast — promieniowcdéw bardzo zblizona
niezaleznie od stopnia jej uwilgotnienia. Z kolei aktywno$¢ dehydrogenaz glebowych,
katalazy, ureazy, fosfatazy kwasnej, fosfatazy alkalicznej, B-glukozydazy i arylosulfatazy
najwyzsza byta w glebach, ktorych wilgotnos¢ wynosita 20% mpw. Analiza PCA wskazuje,
ze stan uwilgotnienia gleb w mniejszym stopniu determinuje aktywno$¢ mikrobiologiczng 1
biochemiczna niz ich rodzaj.

Stwierdzono takze, ze zmiana pH gleb z 7,0 do 5,0 przyczynita si¢ do zmniejszenia
liczebnosci promieniowcoOw nawet o 55% [Zat. 3: B.1.10]. Zmniejszyta si¢ ich r6znorodno$é
przy jednoczesnym przesunigeiu struktury z form stabilnych, wolno rosnacych do form mniej
stabilnych, szybciej wyrastajacych. Odradzanie si¢ promieniowcOw po zakwaszeniu
nastgpowato najszybciej w glebach o najwigkszej zawarto$ci frakcji piasku, przy
jednoczesnym zmniejszeniu ich réznorodnosci. Oporno$¢ promieniowcOw na zakwaszenie
byta najwigksza w piasku slabogliniastym, a najmniejsza w glinie piaszczystej o najwigkszej
zawarto$ci wegla.

Ponadto wykazano, ze namnazanie niektérych grup mikroorganizmow 1 aktywnos$¢
enzymow glebowych powiazane sa z nawozeniem fosforanem mocznika [Zat. 3: B.1.12]. W
wyniku badan wykazano, ze fosforan mocznika stymulowal namnazanie bakterii
kopiotroficznych, amonifikacjnych, celulolitycznych, Arthrobacter i Pseudomonas oraz

promieniowcow 1 grzybdw, a hamowal aktywno$¢ dehydrogenaz, ureazy, fosfatazy kwasnej 1
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fosfatazy alkalicznej oraz aktywnos¢ nitryfikacyjna. Pod wptywem dziatania fosforu w postaci
fosforanu mocznika zmniejszaty si¢ wartosci wspdtczynnikdw charakteryzujacych efekt
ryzosferowy drobnoustrojow. Fosforan mocznika, chociaz korzystnie dziatal na wzrost 1
rozwoj jeczmienia jarego, to powodowat zaktocenia metabolizmu glebowego, objawiajacego
si¢ obnizeniem potencjalnej zyznos$ci gleby, skorelowanej z aktywno$cia biochemiczna.

W Kkolejnej pracy [Zat. 3: B.1.13] wykazano, ze L-tryptofan istotnie wplywal na
wzrost 1 rozwdj cebuli. Korzystnie oddziatywat na mikrobiologiczne 1 biochemiczne
wlasciwosci gleby. Zwigkszat liczebnos¢ bakterii oligotroficznych i ich form przetrwalnych,
kopiotroficznych i ich form przetrwalnych, amonifikacyjnych, immobilizujacych azot,
Azotobacter, bakterii celulolitycznych, promieniowcow 1 grzyboéw oraz aktywno$é
dehydrogenaz, ureazy, fosfatazy kwasne;j i fosfatazy alkalicznej, a zmniejszat - Arthrobacter i
Pseudomonas.

Azotobakteryna zwigkszata liczebnos¢ bakterii: Azotobacter, oligotroficznych i ich
form przetrwalnych, kopiotroficznych i ich form przetrwalnych, immobilizujacych azot,
Arthrobacter, Pseudomonas, promieniowcow i grzybow oraz stymulowata aktywno$¢ ureazy
a zmniejszata liczebno$¢ bakterii amonifikacyjnych i1 celulolitycznych oraz aktywnos¢
dehydrogenaz.

Konkludujac opisywany obszar badawczy, przedstawiony w wyzej wymienionych
pracach [Zal. 3: A.16; A.18; B.1.10; B.1.12; B.1.13; B.2.1; B.2.2], mozna stwierdzi¢, ze
monitoring stanu mikrobiologicznego i biochemicznego gleb powinien by¢ wykonywany
systematycznie 1 powinien uwzglednia¢ jak najwigcej zmiennych niezaleznych wptywajacych

na réznorodnos$¢ biologiczna gleby.

W okresie po uzyskaniu stopnia naukowego doktora realizacja badanh w ramach
dwoch projektow wiasnych [Zal. 3: G.1.2-G.1.3] oraz dziatalnosci statutowej [Zat. 3: G.2.2-
G.2.3] zaowocowala opublikowaniem 28 rozpraw naukowych w czasopismach
indeksowanych Journal Citation Reports — kat. A [Zat. 3: B.1-B.6; A.1-A.22], w tym 6
wskazanych jako cykl prac w postgpowaniu habilitacyjnym [Zat. 3: B.1-B.6]. Ponadto
opublikowano 5 prac w czasopismach z listy B MNiSW [Zat. 3: B.1.10-B.1.14], 1 publikacj¢
recenzowang spoza listy MNiSW [Zat. 3: B.3.1] i dwa rozdzialy w monografii w jezyku
polskim [Zat. 3: B.2.1-B.2.2].

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora mdj dorobek naukowy zostal oszacowany na
627 pkt MNiSW, z czego 135 pkt stanowi osiagnigcie habilitacyjne. Uczestniczytam w 7
konferencjach miedzynarodowych [Zat. 4: D.1.1.4- D.1.1.10] i 16 krajowych [Zat. 4: D.1.2.5-
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D.1.2.20], na ktorych prezentowatam wyniki badan w formie 3 referatow [Zat. 3: 1.11-1.13], 3
e-posterow [Zal. 3: 1.14-1.16] oraz 41 posteréow [Zal. 3: 1.17-1.57], z ktorych ukazato si¢ 44
komunikaty [Zal. 3: C.2.11-C.2.54].

W ramach swojej pracy naukowej wspolpracuje z: Instytutem Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie, Instytutem Uprawy, Nawozenia i
Gleboznawstwa PIB w Pulawach, Hodowla Roslin w Bartazku Sp. z o0.0. Grupa IHAR oraz
Katedra Chemii Rolnej i Ochrony Srodowiska i Katedra Chemii Srodowiska Wydziatu
Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
[Zat. 4; B.1.1; B.1.3-B.1.5].

Poza powyzszymi gtdéwnymi nurtami badawczymi aktualnie méj profil badawczy
koncentruje si¢ na:
1) okresleniu przydatnosci drobnoustrojow promujacych wzrost 1 rozwdj roslin w
wspomaganiu fitoremedjacji gleb zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi;
2) wykorzystaniu funkcjonalnej roznorodnosci bakterii (EcoPlate) i grzybow (FFPlate) w
ocenie gleb zanieczyszczonych ksenobiotykami;
3) poszukiwaniu zalezno$ci migdzy wzrostem 1 rozwojem roslin uprawnych a

funkcjonalna i genetyczna réznorodnoscia mikroorganizmow.

5¢) Podsumowanie
Scl. Najwazniejsze pozostale osiagni¢cia naukowe, niewchodzace w sklad cyklu
prac przedstawionych, jako osiagniecie w postgpowaniu habilitacyjnym
Do najwazniejszych osiagni¢¢ naukowych, niewchodzacych w sklad cyklu prac
przedstawionych, jako osiagnigcie w postgpowaniu habilitacyjnym, zaliczam wykazanie, Ze:

1. Aktywno$¢ dehydrogenaz jest dodatnio skorelowana ze stopniem zanieczyszczenia gleby
biodieslem, dieslem i olejem opatowym, a ujemnie z benzyna bezotowiowa oraz, ze w
biostymulacji gleb zanieczyszczonych tymi produktami zdecydowanie bardziej przydatny
jest kompost niz mocznik 1 dlatego kompost powinien by¢ uzywany w remediacji gleb
zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi.

2. Herbicydy: Successor T 550 SE, Boreal 58 WG i Lumax 537,5 SE, Aurora 40 WG,
Alister Grande 190 OD oraz Fuego 500 SC nie powoduja dlugotrwatych niekorzystnych
zmian w srodowisku glebowym, gdy sa stosowane w dawce optymalnej.

3. Dobrymi wskaznikami diagnozujacymi stan zanieczyszczenia gleby herbicydami jest

aktywno$¢: dehydrogenaz, ureazy i arylosulfatazy oraz reakcja ro$lin, a mnigj
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przydatnymi wskaznikami sa: liczebno$¢ mikroorganizméw, indeks rozwoju kolonii
drobnoustrojéw (CD) oraz ekofizjologiczny wskaznik réznorodnosci (EP).

4, Zanieczyszczenie cynkiem powoduje zaktocenia nie tylko w procesie nitryfikacji, ale
takze innych proceséw metabolizmu azotu glebowego, o czym $wiadczy zmniejszajaca
si¢ immobilizacja azotu wraz ze zwigkszeniem stopnia zanieczyszczenia gleby tym
pierwiastkiem.

5. Wzbogacenie gleby w materi¢ organicznag moze przynajmniej cz¢SClowo zmniejszy¢
negatywne oddzialywanie nadmiaru cynku na mikrobiologiczne i biochemiczne
wlasciwos$ci gleby, natomiast w niewielkim stopniu tagodzi oddziatywanie tego metalu
na rosliny. Nawozenie stoma, obornikiem, kompostem i celuloza w wigkszym stopniu
zmniejsza negatywne oddziatywanie cynku na dehydrogenazy, ureaze, fosfatazg kwasna 1
fosfataze alkaliczna niz nawozenie przefermentowana kora i trocinami. Natomiast w
przypadku pozostalych enzymow zaleznos$ci te nie sa tak jednoznaczne i zaleza nie tylko
od rodzaju dodanej substancji organicznej, ale takze od gatunku uprawianej rosliny. W
uprawie owsa najbardziej skutecznym zabiegiem remediujacym jest nawozenie
obornikiem, trocinami, kompostem i przefermentowana kora, a w uprawie gorczycy
bialej — nawozenie kompostem.

6. Najlepszym wskaznikiem stanu gleby jest biochemiczny potencjalny wskaznik jakosSci -
BA,1, wyznaczony na podstawie aktywnosci siedmiu enzymow (dehydrogenaz, katalazy,
ureazy, fosfatazy kwasnej, fosfatazy alkalicznej, arylosulfatazy i B-glukozydazy). Indeks
ten wyklucza przypadkowosc¢, ktora moze si¢ zdarzy¢ przy wnioskowaniu na podstawie
pojedynczych parametrow. Wskaznik ten jest istotnie skorelowany ze stopniem
zanieczyszczenia gleby herbicydami i metalami cigzkimi oraz dodatnio z wielkoScia
plonu roslin uprawnych.

7. Ekofizjologiczny wskaznik réznorodnosci drobnoustrojéow (EP), wskaznik opornosci
(RS), indeks przywracania gleby do stanu rownowagi (RL) oraz prosty (BAo) i ztozony
(BA,1) wskaznik potencjalnej biochemicznej jakosci gleby dobrze charakteryzuja stan
gleby zanieczyszczonej cynkiem, miedzia i kadmem.

8. W piasku slabogliniastym, piasku gliniastym, glinie piaszczystej i pyle gliniastym
temperatura 15 °C jest optymalna temperatura dla rozwoju bakterii organotroficznych,
promieniowcoOw 1 grzybow oraz aktywnosci dehydrogenaz, katalazy, fosfatazy kwasne;j
oraz arylosulfatazy, 20 °C — fosfatazy alkalicznej, a 25 °C — ureazy i B-glukozydazy.

9. Najbardziej optymalna wilgotnoscia dla rozwoju bakterii organotroficznych jest

wilgotnos¢ na poziomie — 20% mpw, dla bakterii z rodzaju Azotobacter i promieniowcow
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- 40% mpw, natomiast dla grzybow - 60% mpw. Aktywnos$¢ dehydrogenaz glebowych,
katalazy, ureazy, fosfatazy kwasne;j, fosfatazy alkalicznej, B-glukozydazy i arylosulfatazy
najwyzsza jest w glebach, ktorych wilgotno$¢ wynosit 20% mpw.

10. Zmiana pH gleb z 7,0 do 5,0 przyczynia si¢ do zmniejszenia liczebno$ci promieniowcow
oraz zmian réznorodno$ci drobnoustrojéw przy jednoczesnym przesunigciu struktury z
form stabilnych, wolno rosnacych do form mniej stabilnych, szybciej wyrastajacych.

11. Fosforan mocznika, chociaz korzystnie dziala na wzrost i rozwoj jeczmienia jarego, to
moze powodowaé zaktocenia metabolizmu glebowego, objawiajace si¢ obnizeniem
potencjalnej zyznosci gleby, skorelowanej z aktywnos$cia biochemiczna.

12. L-tryptofan korzystnie wptywa na mikrobiologiczne i biochemiczne wlasciwosci gleby

oraz wzrost 1 rozw0j roslin.

5c2. Informacje naukometryczne
Moj dorobek naukowy, tacznie z cyklem prac stanowiacych osiagnigcie habilitacyjne,
obejmuje 118 pozycji, w tym m.in. 43 oryginalne publikacje naukowe, 2 rozdziaty w
monografii, 16 komunikatow z konferencji migedzynarodowych oraz 38 komunikatow z
konferencji krajowych (tab. 1). Warto podkresli¢, ze jestem wspotautorka 28 oryginalnych
prac tworczych wydanych w czasopismach z IF (w_12 publikacjach z listy A jestem

pierwszym autorem). Aktualnie opracowujg kolejne prace naukowe. Moj catosciowy dorobek

naukowy (tacznie z cyklem prac stanowiacym osiagnigcie) wg MNiSW, zgodnie z rokiem
publikacji, szacowany jest na 671 punktow.
Sumaryczny Impact Factor opublikowanych prac, tacznie z cyklem prac stanowiacym

osiagnigcie habilitacyjne, wynosi 36,112 (wszystkie prace opublikowane sa po uzyskaniu

stopnia doktora). Liczba cytowan wg bazy Web of Science wynosi 227, a Index Hirscha 9

(tab. 2). W ciagu calego okresu pracy bratam i nadal bior¢ czynny udzial w realizacji
projektow badawczych. Jestem autorem lub wspoétautorem 18 raportdow i sprawozdan z badan.
Bytam wykonawca w trzech projektach NCN/MNiSW, w tym 2 po uzyskaniu stopnia
doktora. Obecnie jestem Kkierownikiem grantu NCN w konkursie Miniatura 1.
Uczestniczylam réwniez w realizacji 11 zadan badawczych z dziatalnosci statutowej, w tym
9 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora. Bytam kierownikiem 4 grantow uczelnianych
uzyskanych w ramach badan przeznaczonych dla mtodych naukowcow 1 uczestnikow studiow
doktoranckich.

Podczas dotychczasowej pracy naukowej bratam czynny udziat w 10 konferencjach

mig¢dzynarodowych oraz 30 konferencjach krajowych. Po uzyskaniu stopnia doktora na
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konferencjach wygtositam trzy referaty oraz trzy 10 minutowe e-postery. Lacznie, jako autor
lub wspotautor, zaprezentowatam 51 posterow na konferencjach, w tym 16 - na konferencjach
mi¢dzynarodowych, z czego 11 po uzyskaniu stopnia doktora oraz 35 - na konferencjach

krajowych, w tym 30 po uzyskaniu stopnia doktora.

Tabela 1. Zestawienie dorobku naukowego

Rodzaj publikac;ji Przed Po Razem
doktoratem | doktoracie

Publikacje w czasopismach Journal Citation Report 0 28 28

(JCR) — kat. A, w tym:

- publikacje stanowiace osiagnigcie naukowe 0 6 6

- pozostate publikacje 0 22 22

Pozostale oryginalne publikacje tworcze, w tym: 9 8 17

- oryginalne prace tworcze opublikowane w 9 5 14
czasopismach spoza listy JCR — kat. B

- publikacje recenzowane spoza listy MNiSW 0 1 1

- rozdzialy w monografiach w j. polskim 0 2 2

Sumaryczny IF 0 36,112 36,112

- publikacje stanowiace osiggnigcie naukowe 0 10,292 10,292

- pozostate publikacje 0 25,820 | 25,820

Punkty MNIiSW za publikacje, zgodnie z rokiem m 627 671

wydania

- publikacje stanowiace osiagnigcie naukowe 0 135 135

- pozostate publikacje 44 492 536

Projekty badawcze finansowane ze zrodet zewngtrznych 1 3 4

Projekty/z_adania badawcze finansowane z dziatalnosci 12 2/13 3/15

statutowej

Redakcja wieloautorskiej monografii 0 1 1

Raporty i sprawozdania 2 16 18

Komunikaty w materialach konferencyjnych 5 11 16

mig¢dzynarodowych

Komunikaty w materiatach konferencyjnych krajowych 5 33 38

Recenzje publikacji | 0 | 15 | 15

Bylam takze promotorem pomocniczym w dwoch zakonczonych przewodach
doktorskich [Zat. 4: A.6]:
e Ewy Mackiewicz-Walec, stopien naukowy doktora - 28.06.2017 r.;
e Grazyny Kaczynskiej, stopien naukowego doktora - 24.05.2018 r.

Istotnym elementem mojej dzialalnosci naukowej jest wielokrotne recenzowanie prac dla

czasopism o zasiggu migdzynarodowym i krajowym: Geoderma, Applied and Environmental
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Soil Science, Journal of Environmental Sciences, Polish Journal of Natural Sciences,
Environmental Pollution, Proceedings of the National Academy of Sciences, India Section B:
Biological Sciences, Journal of Elementology, Environmental Earth Sciences, African Journal
of Biotechnology, The Open Plant Science Journal, Net Journal of Agricultural Science,
Asian Journal of Biotechnology and Bioresource Technology. Wykonatam tez recenzj¢ pracy
na konferencje migdzynarodowa International Workshop on Environment and Geoscience,

Hangzhou, China (IWEG 2018). W sumie wykonatam 15 recenzji [Zal. 4: B.3.1-B.3.15].

Tabela 2. Print Screen wskaznikow naukometrycznych z bazy Web of Science

Citation report for 29 results from Web of Science Core Collection between 2008 v and 2018 = -

You searched for: AU=(borowik a*) AND OG=(UNIVERSITY OF WARMIA MAZURY) ...More

This report reflects citations to source items indexed within Web of Science Core Collection, Perform a Cited Reference Search to include citations to items not indexed within
Web of Science Core Collection.
i an
Save to Excel File v ar
ra
Total Publications L2 h-indlex i Sum of Times Cited o Citing articles 0
2 9 Analyze 9 2 2 7 1 3 0 Analyze
II"" Average citations per item Without self citations Without self citations
n
19939 2018 7,83 166 109 Analyze

e POl 201

= PLP 2018-08-16

Potwierdzeniem calej mojej aktywnosci naukowej bylo otrzymanie 4 nagréd [Zal. 3:
H.2-H.5] JM Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, w tym 3 po
uzyskaniu stopnia naukowego doktora, za osiagnigcia naukowe oraz wyrdznienia za prace
doktorska. Intensywna aktywnos$¢ naukowa skutkowata takze uzyskaniem 3 (lata: 2014;
2015-2016; 2017-2018) podwyzek projakosciowych (pensji) w obszarze dzialalnosci
naukowej przyznanych przez Rektora UWM w Olsztynie [Zal. 3: H.6-11.8].

Szczegblowa informacja wraz z zestawieniem o: osiagni¢ciach dydaktycznych i
sprawowanej opiece naukowej, wspoOlpracy z instytucjami naukowymi, odbytach stazach i

dziatalnosci popularyzujacej nauke¢ znajduje si¢ w zalaczniku 4.

thats, Posourt-
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