Abstract

Phenoxy herbicides (PHs), i.e. 2,4-D (2.4-dichlorophenoxyacetic acid) and MCPA
(2- methyl-4-chlorophenoxyacetic acid), are widely used to control broadleaf plants in order to
protect and improve yields of crops. Their overuse and wrong storage practices cause
uncontrolled spread of PHs residuals in the environment and promote sediments, surface- and
groundwater contamination. They pose a potenﬁal risk for growth and health of living
organisms. Hence, the development of nature-based solutions, which employ the properties of
ecosystems in order to detoxify the environment, is an important tool for removal of those
pollutants. The orchestrated network of interactions between microorganisms, plants and
plants’ exudates (i.e. plant secondary metabolites; PSMs) can significantly contribute to an
eftective detoxification of soil. Thus, the integration of phyto- and bioremediation
(rhizobacteria- or endophyte-assisted phytoremediation) techniques constitutes a promising
tool for PHs removal from soil ecosystems.

The main aim of the present study was to verify two research hypotheses:
H1: Cucurbits and their characteristic secondary metabolites (ferulic acid - FA and syringic
acid - SA) stimulate the biodegradation potential of soil and plant-associated bacteria for
removal of structurally related PHs (2,4-D and MCPA); H2: Selected PSMs mitigate the toxic
effect of structurally related phenoxy herbicides on the environment. PSMs were selected on
the basis of their structural similarity to phenoxy herbicides (2,4-D vs. FA; MCPA vs. SA).

For the purpose of this PhD study, the experiments were divided into two subsections:
microbial cultures and greenhouse experiments. To verify the effects of selected cucurbits and
PSMs (SA and FA) on the biodegradation potential of soil and plant-associated bacteria toward
removal of chosen PHs (H1) the following aspects were evaluated: (1) the presence of bacterial
tfd4 genes, (2) the functional diversity of soil microbiota using Biolog® EcoPlates, (3) the
structural diversity of soil and plant-associated bacterial communities using new generation
sequencing; (4) and the changes in PHs concentrations using chromatographic and immuno-
enzymatic analyses. The toxicity of the environment was assessed by: (1) using two commercial
biotests (Phytotoxkit® and Microtox®) and (2) measuring growth and physiological parameters
of chosen cucurbits (zucchini and cucumber).

The findings confirmed the stimulating effect of cucurbits and their characteristic PSMs
on the biodegradation potential of soil and plant-associated bacterial communities toward PHs.
However, this stimulating effect depended on the used PH-PSM pair and the initial
concentrations of PHs. Among chosen PH-PSM pairs, SA showed a higher stimulating effect




on biodegradation of MCPA, reflected in bigger number of detected functional {fdA amplicons.
However, this effect was observed only when lower concentration of MCPA was used.
Subsequent greenhouse experiments showed that the enrichment of MCPA-contaminated soil
with SA increased the microbial activity of the soil microbiome, suggesting its higher potential
for the herbicide removal. Structural diversity analysis also revealed that amendment of soil
with SA promotes the occurrence of bacterial taxa that can potentially support the
biodegradation of PHs. The chemical measurements confirmed the stimulating effect of the
chosen PSM (SA) on MCPA removal, and toxicity assessments proved SA to have a higher
potential to mitigate the toxic effect of the herbicide (MCPA).

The results obtained in the frame of the doctoral dissertation verified the two stated
hypotheses: the stimulating effect of selected cucurbit (zucchini) and its PSM (SA) on the
potential of soil and plant-associated bacteria for removal of MCPA, and mitigating effect of
SA on the toxicity of MCPA-contaminated matrices, were confirmed. In addition, the
performed experiments and obtained findings brought an insight into the complex processes
and interactions between plants, their PSMs and plant-associated bacteria in remediation of

soils contaminated with PHs.

24.02.2022 L6dz, Elzbieta Mierzejewska




Streszczenie

Herbicydy tenoksykwasowe (HF), tj. 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) i MCPA
(kwas 2-metylo-4-chlorofenoksyoctowy), sa szeroko stosowane do zwalczania chwastéw
dwuliSciennych w celu ochrony i poprawy plonéw. Ich naduzywanie i niewlasciwe
przechowywanie powoduja niekontrolowane rozprzestrzenianie sie pozostalosci HF w
srodowisku, a w konsekwencji zanieczyszczenie gleb, wod powierzchniowych i gruntowych
oraz osadow dennych. Dodatkowo, badania monitoringowe wykazaty, ze pozostatoici HF w
Srodowisku sg szkodliwe dla organizmoéw zywych. Dlatego tez opracowanie rozwigzan
opartych na przyrodzie (ang. nature-based solutions; NBS), ktore wykorzystujg wlasciwosci
ekosysteméw w celu poprawy jakosci srodowiska, jest waznym krokiem w usuwaniu tych
zanieczyszczen. Wykorzystanie zaleznosci miedzy mikroorganizmami, roslinami i eksudatami
roshinnymi (tj. roslinnymi metabolitami wtérmymi; WMR) moze znaczaco przyczynié sie do
skutecznej detoksykacji gleby. Zatem integracja technik fito- i bioremediacji (fitoremediacja
wspomagana przez ryzobakterie lub endofity) stanowi obiecujace narzedzie do usuwania HF z

ckosystemow glebowych.

Biorgc pod uwage powyzsze, gldéwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byla
werytikacja dwoch hipotez badawczych: 1) Dyniowate i ich charakterystyczne wtdrne
metabolity (kwas ferulowy — KF i kwas syryngowy — KS) stymulujq potencjat biodegradacyjny
bakterii glebowych i roslinnych do usuwania strukturalnie podobnych PH (2,4-D i MCPA); 2)
Wybrane WMR tagodzqg toksyczny wplyw strukturalnie pokrewnych HF na Srodowisko. WMR
zostaly wybrane na podstawie ich podobienstwa strukturalnego do HF (2,4-D vs. KF; MCPA
vs. KS).

Eksperymenty realizowane w ramach pracy doktorskiej zostaly podzielone na dwie
sekcje: hodowle ptynne mikroorganizmow glebowych oraz hodowle roslin dyniowatych w
warunkach szklarniowych. W celu weryfikacji wplywu wybranych dyniowatych i WMR (KS i
KF) na potencjal biodegradacyjny bakterii glebowych 1 roslinnych w kierunku usuwania
wybranych HF, zbadano: 1) obecnos¢ gendéw bakteryjnych #/d4, 2) ré6znorodnos¢ funkcjonalna
mikroorganizmow z wykorzystaniem systemu Biolog® EcoPlates, 3) réznorodnosé
strukturalng bakterii glebowych 1 roslinnych z wykorzystaniem sekwencjonowania nowe;
generacjl; 4) 1 zmiany stezenia HF z wykorzystaniem analiz chromatograficznych i
immmunoenzymatycznych. Toksyczno$¢ srodowiska oceniano poprzez: 1) zastosowanie
dwoch komercyjnych biotestow (Phytotoxkit® i1 Microtox®); oraz 2) pomiar parémetréw

morfologicznych 1 fizjologicznych wybranych dyniowatych (cukinii i ogorka).




Obserwacje potwierdzily stymulujacy wpltyw dyniowatych i ich charakterystycznych
WMR na potencjat biodegradacji gleb w kierunku usuwania HF. Nalezy podkresli¢ iz efekt ten
zalezat od wybranych HF oraz WMR oraz zastosowanych stezen HF. KS wykazywal
szczegoOlnie pozytywny wplyw na biodegradacje MCPA, co wykazaly analizy molekularne
potwierdzajgce wigksza liczbg wykrytych gendéw funkeyjnych #/d4 w wariantach z dodatkiem
KS 1 MCPA. Jednak efekt ten zaobserwowano tylko przy zastosowaniu nizszych stezen
herbicydu. Kolejne eksperymenty szklarniowe wykazaly, ze dodatek KS do gleby
zanieczyszczone] MCPA wplynal pozytywnie na aktywno$¢ mikroorganizméw glebowych, co
wskazuje na wyzszy potencjatl mikroflory glebowej do usuwania herbicydéw. Dalsze analizy
roznorodnosci strukturalnej bakterii glebowych, ryzosferowych i endofitéw, wykazaly, ze
zarowno MCPA jak 1 KS, wplywa pozytywnie na obecno$¢ bakterii z rodzajéow, ktére moga
potencjalnie przyczyniac si¢ do biodegradacji HF. Jednoczesnie analizy chromatograficzne i
immunoenzymatyczne stezenia MCPA potwierdzily stymulujacy wplyw SA na usuwanie te g0
herbicydu, a oceny toksycznosci wykazaty, ze SA ma wyzszy potencjat tagodzenia toksycznego
dziatania MCPA.

Bioragc pod uwage powyzsze, wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej wykazaly stuszno$¢ postawionych hipotez: potwierdzono stymulujacy wptyw KS
oraz hodowli cukinii na usuwanie MCPA z gleby oraz wykazano lagodzacy wplyw KS na
toksycznos¢ zanieczyszczonych matryc. Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej
pozwolily uzyskaC wglad w zlozone procesy interakcji pomiedzy roslinami, ich WMR oraz

mikroorganizmami w remediacji gleby zanieczyszczonej HF.
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