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Srodki ochrony roslin sg koniecznoscig — i ich zuzycie nadal rosnie
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lonic liquids with herbicidal anions
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Czym s3 ciecze jonowe (ILs)?

Podstawowa idea

ciecz jonowa

5
sole o temperaturze
topnienia < 100 °C

Ciecze jonowe (ILs) to sole o jonowej naturze, zawierajgce zaréwno kationy jak i aniony
i z definicji posiadajgce temperature topnienia ponizej 100 °C.
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Dlaczego ciecze jonowe sa ciecza?

Organiczny charakter jonéw wnosi inny charakter do krysztatu.

Sol kuchenna (NaCl) Ciecz jonowa (IL)

@ mate, symetryczne jony Q ({/ duze, asymetryczne jony organiczne
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PASAZEROWIE PODSKAKUJA - CZYTANIE GAZETY JEST NIEMOZLIWE
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silne oddziatywania jonowe ‘ stabsze oddziatywania miedzy jonami
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topnienia
801°C <100 °C
wysoka temperatura topnienia niska temperatura topnienia
! %3 S N
Ciecze jonowe (ILs) to sole z jonami organicznymi, ktére dzigki swojemu charakterowi
pozostajg w stanie ciektym w temperaturze ponizej 100 °C.
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Eksperymenty polowe

1 tydzien po oprysku 2 tygodnie po oprysku
pierwsze objawy stresu roslin petny efekt biologiczny
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ABSTRACT: Herbicidal lonic liquids {HILs) have been demonstrated to have
potential as highly effective herbicides that may also have different modes of
action that their neutral precursors, Here, double salt herbicidal lonic liquids
(DSHILs) containing at least two herbicidal anjons selected from glyphosate,
dicamba, or 4-chloro-2-methylphenoxyacetate (MCPA) paired with ammonium
or phosphonium cations are reported along with their post-emengence herbicidal
activity agalnst several plant species, from both greenhouse and field study-based
bicassays. The novel DSHILs were shown to integrate the advantages of two
different herbicides into a single HIL, enhance herbicidal efficacy, and reduce the
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Herbicidal ionic liquids based on esterquats+

Juliusz Pernak.*®* Kamil Czerniak,® Michat Niemczak,? tukasz Chrzanowski,?
tukasz tawniczak.? Przemystaw Fochtman,® Katarzyna Marcinkowska® and
Tadeusz Praczyk®

Novel herbicidal ionic liquids (HILs) containing different ansons and cations derived from ammonium esterquats
were prepared by employing a simple, inexpensive pathway. The basic physicochemical properties of the
synthesized salts {such as density, viscosity, refractive index, solubility and thermal stability) were determined.
Additionalty, their herbicidal efficacy was evaluated under greenhouse and field conditions with a subsequent

of and toxicity (acute oral toxicity towards rats and rainbow trout. the growth
inhibition test of green algae and the acute immobiization test using water flea). The results of greenhouse
anammmsmmxuh«mmlmdmums\gwwmrmmm
!hatolcomercﬂphmpvdecumpromctsTheHlL ining the ditall A ium
cation notable ar ity (63% after 28 days) and various toxicity dass:ﬁoauons depending
on the tested organism: category V towards rats with LCso > 2000 maq, category Il towards fish with
LCs0/96 h at 10.62 mg L™, category | towards algae and daphnids with E,Cso/72 h at 173 mg L™" and
ECqp at 0.28 mg L%, respectively. These findings provide evidence that the synthesis of HILs with a specifically
designed structure may be successfully employed for obtaining novel, efficient and ervironmentally friendly
plant protection agents.
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Ammonium ionic liquids with anions of natural
origint

Juliusz Pernak, ™ Bartosz Legosz.* Filip Walklewicz.* Tomasz Kiepdysz,"”
Andrze) Bockowskd™ and Lukasz Crvzanowsk®

Thix study wis focused on presenting a rew class of ionic Sgunds §Ls) with anons of natirsl ongn. The saits
were obtaned by hydrolyss of defned tighyCendes or edible vegetable ofts looconut ol and canols ol by
Quaternary ammonium hydrowdes. The basc physicochemical properties of the obtaned procucts were
studied and thew microbil and delemrent acthity was determimed. A thesr s 1
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Influence of oligomeric herbicidal ionic liquids with MCPA and Dicamba
anions on the community structure of autochthonic bacteria present in
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CRAPHICAL ABSTRACT

+ Impac of herbicidal sanic Sguids on hace
terial commmnity structure was studied.
+ Ohigomeri hertucidal sanic liquids were
effectrve bat not readdy biodegradable.
+ Next generation sequencing was used o
evaluate shifts in bacrenial abundance.
+ Treatment during field trials resulted m
changes at class and species level.
* Usz of herbicdal ionic hiquads affects the
structure of autochthonic soil bacteria
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Betaine and carnitine derivatives as herbicidal ionic liquids

Jukusz Pemak™*, Michal Niemczak?!, Lukasz Chrzanowski™, Lukasz tawniczak™, Przemystaw
Fochtman™, Katarzyna Marcinkowska!, Tadeusz Praczyk™

Abstract: This study was focused on B syrthess s subesguant
Charactarization of herticdal lonc Squds based on balsing and
camiine, two dervatives of aming ackds, which wers used as cations
Four commonly used hertrodes (24-D. MCPA, MCPP and
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These herbicides are used n commercial Samufations i e
form of sodiim, potassm of ammonium salts or as esters.
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Biodegradation of ritalinic acid by Nocardioides sp. — Novel imidazole-based ) |
alkaloid metabolite as a potential marker in sewage epidemiology =

Marta Woéniak Karceewska ™, Daniel Baranowski', Grzegorz Pramski”, Lukasx Marczak',
Monikn Cvantarovit, Philippe F.-X. Corvini*, Lukasz Chrzanowski*
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Czy wiemy co naprawde ulega biodegradac;ji?

1. CHROMATOGRAFIA / METABOLITY

Przyktad: degradacja kwasu nikotynowego

HO.__O
~ N &
100 | b HO. O L ) 1.0
92 RA (m/z 230) N 09
~— \)
£ 80 1 0.8
= MI (m/z 236)
'.E 90 M3 (m/z 262)* 07
3 60 ! 06
E M2 (m/z 246)°* 3
g 50 ; 05
g 40 04
- [
2 % 03
2 Md (m/z 235) {
& : 02
LO.!
 E—-
{ —Hoo

Time [h)

€& zwiazek ,znika”
@ pojawiaja sie metabolity

czy to mineralizacja?

Q Metabolity moga pozostawac w srodowisku

40 At

[9:]

2. TESTY RESPIROMETRYCZNE (CO,)

OECD 301F - ztoty standard

3. PROBLEM HILs

Herbicydowa ciecz jonowa (HIL)

o._ Measuring head = i i h Cl (0] i
L pressure decrease CgHy7
: OH
CgHi7—P " —Cy4Hy
+— CO, trap (NaOH) o’_
CgHyy
Cl
biomass + chemicals KATION ANION
SURFAKTANTOWY HERBICYDOWY
28 dni J,
& rzeczywista mineralizacja (CO,) ?
®
CO JEST DEGRADOWANE?
HIL = jeden zwigzek?
kation ? anion ? oba ?

czy

CO, nie méwi, ktéry komponent HIL 2 niezalezne komponenty?

ulega biodegradacji

A KLASYCZNE TECHNIKI NIE POZWALAJA ROZDZIELIC LOSU KATIONU | ANIONU HIL

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

- Polska

Rzeczpospolita

Dofinansowane przez
Unie Europejska

12



Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Znakowane ciecze jonowe
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kation znakowany izotopowo
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Rzeczpospolita
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L NN
Metodyka

Aby analizowac los kationu i anionu HIL, prowadzilismy trzy doswiadczenia réwnolegle

' N T

~\
1. ZNAKOWANY KATION ('3C) 2. ZNAKOWANY ANION (™*C) 3. ZWIAZEK NIEZNAKOWANY (KONTROLA)

znakowane ILs

znakowane ILs

znakowane ILs

(kation znakowany izotopowo) (anion znakowany izotopowo)

osad czynny gleba rolnicza osad czynny

! = = = =
| |

gleba rolnicza osad czynny

(zwigzek nieznakowany)

gleba rolnicza

=

]
Kazdy uktad analizujemy w ten sam sposob

$ledzimy los wegla '*C: mineralizacja do CO, oraz wbudowanie w struktury komérkowe

; pomiar *CO
oddychanie e—p s SR
/ mineralizacja (IRMS)

13C02
znakowane ILs
3¢
(% asymilacja ~ ——p
wykorzystanie wegla *
wzrost i aktywnos¢ mikroorganizmow do syntezy biomasy
rozktad zwigzkow biatka lipidy kwasy
btonowe nukleinowe
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1.2

[C.2-BA*]/[C,-BA*]g

0.2 4

0.0
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Biotransformacja = biodegradacja pierwotna

zanik sygnatu znakowanego komponentu HIL w czasie

UKLAD WODNY

kation
zanik sygnatu znakowanego kationu

13 CH;

( ~ |
V/ A, “/\

IJC\ /}‘Cv CH3

1.0

0.8 -

0.6 4

0.4 4

—a— [C,,-BA*][MCPA]

~a— [C,;-BA][MCPA]

—o— [C,,-BA*][Br]
[C;3-BA][Br]

Czas [h]
@ czas w godzinach (h)

- Polska

Biotransformacja

+

mineralizacja

zanik sygnatu
nie oznacza
petnego rozktadu

Rzeczpospolita

do CO,

[MCPA**]/[MCPA**]o

UKLAD GLEBOWY

anion herbicydowy

zanik sygnatu znakowanego anionu

O CHj;
)\/ “I
18) O‘/.c(.é( > i
13 I Ifl |
Cs ¢
S, 5N
e Cl
1.2
—e— [C,;-BA][MCPA*]
1.0 4
0.8 -
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0.4 -
0.2 -
0.0 i F + T ;
0 20 40 60 80
Czas [dni]
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L .
Mineralizacja = ilos¢ wytworzonego '3CO,

Wartosci 6'3CO, [%o0] wydzielone w prébkach wodnych i glebowych.

\ Bl 0 5 10 | 20 , 30 40 73
Zwigzek S | |
| uktad Awoidny : ‘

[C,,-BA*][MCPA] -7.2 9022.2° 9265.3 >10 000 >10 000 >10 000 >10 000
[C,,-BA][MCPA*] -17.2 -14.5 -22.7 -17.3 -18.1 -17.2 -10.8
[C,,-BA][MCPA] -19.5 -27.4 -30.7 -28.6 -30.7 : -30.0 -27.6
[C,,-BA*][Br] -18.8 6545.2 >10000  >10000  >10000  >10000  >10 000
7[E;—BA]7tér] -19.6 -24.1 -31.6 -30.1 -28.8 -28.3 -26.3
= = | 7 ukladiglebowy
[C,,-BA*][MCPA] 6.2 45.8 86.8 40:3 [~ 732.77 7 37.0 83.5
[C,,-BA][MCPA*] -2.8 453.7 5914.7 >10 000 >10 000 >10 000 >10 000
iClz-BA][MCPA] -18.3 -21.8 -24.9 -24.2 -24.9 -23.9 -24.9
[C,,-BA*][Br] -16.8 24.8 9.4 2.4 4.6 10.5 473
[C,,-BA][Br] -16.7 -32.2 -26.6 -26.7 -26.6 -25.3 -24.0

BCO, pokazuje mineralizacje znakowanego komponentu,

a nie tylko zanik sygnatu chromatograficznego.
Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
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8 “C [ppm]

Asymilacja 3C przez mikroorganizmy - uktad wodny

Znakowany wegiel trafia do bton komorkowych mikroorganizmow

B [C,,-BA*][MCPA] M [C,,-BA][MCPA*] [ [C,,-BA][MCPA] [ [C,,-BA*][Br] [ | [C,,-BA][Br] M Blank
6000 -
petna mineralizacja petna mlnerallzaqa
3000 - kationu kationu wysokie wzbogacenie 13C
J— w kwasach ttuszczowych =
1400 - wykorzystanie zwigzku do
budowy biomasy

1000

800

600

400

200 -

0 - ‘.‘-'-"‘U- '-I‘TJ'
-200 ‘
14:0 i- 15 0 a- 15 0 15:0 16: 1w7 16: 1(.09 6:0 Me: 16 0 cy- 17 0 17:0 18: 2(.06 9 18: 1w9c 18: 1w9t 18:0 cy- 19 0 20:0 21:0

Kwasy ttuszczowe izolowane z membran bakteryjnych

Dowdd na asymilacje

xw?xwﬁx%x A <y znakowanego wegta
» i ® e

mikroorganizmow

- : ; 3C w kwasach ttuszczowych
znakowane HiLs mikroorganizmy btona komoérkowa

(lipidach btonowych) )

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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ALE KATIONY?
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Asymilacja '3C przez mikroorganizmy - glebowy

W glebie mikroorganizmy preferuja znakowany anion (MCPA-) — nie kation

B [Cy2-BA*][MCPA] =i [Cu-BA][MCPA"] M [Cy2-BA][MCPA] B [Cy2-BA*][Br] | [C12-BA][Br] @ Blank

L

3000

'
r

4
1

] pelna mineralizacja MCPA

1500 7 brak mineralizacji kationu 4
£ s
& 00
5 300 A
w 4

100 - ‘

-100 14:0_ 15:0_ 215:0  116:0 16wy 161wy 16:0wy  j60  Mel6 474 ,_,;0 1A 0 170 18:2ane 18: 1wy, 18:1wy,  18:0_ I";fo 13:0 2000, 21:0_

kwasy tluszczowe izolowane z membran bakteryjnych

- 3 KATION? : - i
e ) NIE DZIS... 5 L /e
- .. W GLEBIE y/ | ANION
g WOLE ANIONY! Y/ < &L 8 N B P

ANION

lfc A g - 13C

ANION P A

— ANION

-
ANIDN  ANION

g +  ANION +

Silna asymilacja **C z MCPA~ do lipidéw btonowych @ ° = znakowany kation (ignorowany)
= wykorzystanie herbicydu przez mikroorganizmy w glebie 6 e = znakowany anion (wybierany)

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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Whnioski

by
OECD Testy OECD 301F z osadem czynnym
3‘2 . nie pozwalajg na zrozumienie losow HILs w sSrodowisku.
f——o UKEAD WODNY ~ g Q’ UKLAD GLEBOWY w
(osad czynny) f (gleba)

Kation (surfaktant) jest bardziej podatny Mikroor.gapizmy glebowe Preferencyjnie
mineralizujg aniony herbicydowe,

na mineralizacje przez osad czynny : - :
z oczyszczalni Sciekow. natgmnast ! aktanty sa w glgble g -
¢ czesciowo biotransformowane i ulegajg sorpcji,

przez co stajg sie mniej dostepne
@ dla biodegradacji. .

Degradacja/mineralizacja kationu lub anionu
przebiega niezaleznie od siebie
i jest odmienna dla srodowiska wodnego i glebowego.

NAJWAZNIEJSZY
WNIOSEK

@ HIL to nie jeden zwigzek - kation i anion maja rézne losy w srodowisku!

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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Modyfikujemy kation ... coraz bardziej hydrofobowy !

KATION (na bazie choliny)

c8 10 C12 Ci4
\N@ \® \® \® /\N@
cholina
(najmniej hydrofobowa) ($rednio hydrofobowa)
(bardzo hydrofobowa)
(ekstremalnie hydrofobowa)
A ANION (DICAMBA)? ZAGADKA! [ PARAJONOWA )

CZY JESTEM ( CZY NIE?
WCIAZ Z NIM 7 %D ? czy UCEK':E ' .
ZWIAZANY? o= ( DO WODY? ae 77?7 SR

CZY KATION
MNIE
PRZYTRZYMA?

OCH3 Ooo

°00 " (zY MOGE BYE : '
QR-OJEKTOWANY? blisko? | daleko?
razem? | osobno?

JA ZOSTAJE! N\ = JA PLYNE DALEJ! \
LUBIE GLEBE ¥ WODA TO MOJA

v s L 9= )
B ‘ v/ akumulacja : g ' &
| ORGANICZNE X AUTOSTRADA 2.
KLIMATY o4 % v/ wplyw na mikroorganizmy

sorpcja do gleby

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska




Czy herbicydowe ciecze jonowe s3 nhowym herbicydem?

KATION

(surfaktantowy)

- sorpcja do gleby
- akumulacja

Journal of Environmental Chemical Engineering 11 (2023) 111008

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Environmental Chemical Engineering

: <
ELSEVIER journal homepage: www .elsevier.com/locate/jece

( A
KATION ANION
(surfaktant) (dicamba)
/ Cl (0]
® -
R—N + o
\\
OCH;
=HIL ¢
U »projektowany herbicyd” P
PO KONTAKCIE Z GLEBA

ANION

(dicamba)

Effect of cation hydrophobicity in dicamba-based ionic liquids on herbicide
accumulation and bioavailability in soil

®

-> mobilnos¢ w glebie

—> biodostepnosé

- wplyw na —-> migracja do wod
mikroorganizmy gruntowych
. \ J
[ W srodowisku HIL zachowuije sie jak mieszanina kationu i anionu. }

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Rzeczpospolita

_ Polska

Dofinansowane przez
Unie Europejska
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Czy mozna sterowac losem anionu poprzez dobor kationu?

Z gleby rolniczej (Freundlich isotherm)

a) 25 - b) 25
21 - 2 1. Hydrofobowos¢ kationu -
o 15 4 ,‘ . 15 "4;:",1: x % < . X
g o o s ¥ zwieksza jego sorpcje w glebie Sustaln ab| e
2 o5 e o e 2 o5 < e, (IBet] « [Cq;Bet] > [CAPBet]) Chemistry: Engineering Dee®
(o -9
018 < 0 . 4 | heearch Anitie |
054 7 o 051 . ;,‘i-"' Effect of Cation Sorption on 2,4-D Mobility of Herbicidal lonic
-1 4 Pl 1 i Liquids in Agricultural Soil Combined with Diversity of the Bacterial
-1.5 4 ,--"" as ¥ . . . Community
. 1 ‘ " 2. Sorpcja anionu 2,4-D pozostaje
-3-25-2-15-1-050 05 1 15 05 0 05 1 15 2 25 praktycznie niezmienna (~6-11%)
log C, log C, . o .
— niezaleznie od kationu
o [Bet][2,4-D] ® [CyBet][2,4-D) o [CAPBet][2,4-D]

Figure 1. Freundlich isotherms for [Bet], [C,;Ber], and [CAPBet] cations (a) and
[2,4-D] anions in the appropriate salts (b). The [2,4-D] anion is listed first, and
the cation is listed second to make the figure casier to read.

3. HIL w glebie nie zachowuje si¢
jak trwata para jonowa

— kation i anion funkcjonuja

niezaleznie
{ @ Dobor kationu # kontrola mobilnosci anionu }
Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
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[Chol][2,4-D]

A co jesli w glebie sa mikroplastiki?

GLEBA Z POLISTYRENEM
Soil + 1, 2, 5, 10 % polystyrene (Srednia srednica 276 pm)

‘e PS-

brak

. Sorpcji 2 4-D .

¥255208

CH,
e L
kG, | OH o .
CHy Chol*
czesciowa
jl\ cl sorpcja
C o TV ,rg‘l F
cl ”"J‘
2,4-D°
brak sorpcji

Tab. 4. Adsorpcja kationow [Chol] i [C1,Chol] oraz anionu [2,4-D] w glebie

WODA GRUNTOWA

C|2ChOl
silna
sorpcja

2,4-D"

brak sorpcji

1. PS zwieksza pojemnos¢
sorpcyjna gleby o ~18-23%
ale tylko nieznacznie zwieksza
sorpcje kationdw (+3-5%)

2. Hydrofobowy kation
nadal silnie sorbuje
[C12Chol] = 95-98% w glebie

Rys. 5. Dystrybucja poréw PS.

OECD z dextéi PS.

System [Chol][2,4-D] [C12Chol][2,4-D] 0000

[Chol] [2,4-D] [C12Chol] [2,4-D] E 0.0015 " =—
Adsorpcja [%] & “ 3. Anion 2,4"D: B

1% PS 16.8 £ 0.4 0.0+ 0.0 206+ 0.5 0.0 + 0.0 _g POl k 0% sorpcji ,__ixi.. Chemosphere

me | wisos | opson | waeor | ooeto | 8, e e

10% PS 18.1+0.4 0.0+0.0 20.8 +0.4 0.0 +0.0 ; j Lo BB SR nawet w obecnosu

OECD (bezPS) | 14.8 + 0.9 0.0 £ 0.0 94.8 +1.3 0.0 £ 0.0 1 10 100 1000 polistyrenu Sorption of ionic liquids in soil enriched with polystyrene microplastic
PS - polistyren; OECD - gleba OECD. wielkoé¢ poréw [nm] reveals independent behavior of cations and anions

' Srednia + odchylenie standardowe z trzech niezaleznych eksperymentéw.

MIKROPLASTIKI NIE ,,SKLEJAJA" PARY JONOWEJ -
KATIONY | ANIONY ZACHOWUJA SIE NIEZALEZNIE W GLEBIE.

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Rzeczpospolita
Polska

Dofinansowane przez

Unie Europejska 23




L
Wptyw mikropolimerow i wilgotnosci na procesy biodegradacji

j4)

Jurna of Hazank Magerials 4940 (J025) | 39907

Contents lists available at ScionenDicwrs
wpd) Journal of Hazardous Materials

journal homepage: wavw alsov s Con

Moisture governs diesel biodegradation in sand soil — polystyrene
microplastic have a negligible impact

A \ » "
-
) ! ' 4 \ !
y ) | 1

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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Hydrofobowos¢ kationu determinuje los HILs

Zmieniamy kation — zmieniamy jego los w glebie. Anion dziata niezaleznie.

(|3H3 0 ?“3 0 C|>Ha 0
N ) @\/\)I\
® coco N
N \/\/U\ o "
HiC” | OH Y ST | OH CraHas™ | OH
CH, 0 CH; CHs
[Bet] [CAPBet] [C,,Bet]
NISKA WYSOKA
HYDROFOBOWOSE — HYDROFOBOWOSE
SORPCJA A JA | TAK
6 WGLEBIE  ———— - _1_ ____________ _t _t ____________ _t _f_ 1 S DZIALAM PO SWOJEMU!
1 cl
@ TOKSYCZNOSC ) 11 111 N .
0
BIODOSTEPNOSC ¥ vV Yy ANION 2,4-D
BIOEDIIC EPI = =5 e i i 8 e o R e s > SORPCJA W GLEBIE: ~6-11%
NIEZALEZNIE OD KATIONU
| OBECNOSCI MIKROPLASTIKU

( /) MOZNA PROJEKTOWAC ZACHOWANIE KATIONU - NIE ANIONU.
KATION | ANION FUNKCJONUJA NIEZALEZNIE W SRODOWISKU.

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Rzeczpospolita

- Polska

Dofinansowane przez
Unie Europejska
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Jak kationowe zwiazki powierzchniowo czynne oddziatuja z blonag komoérkowa?

c Nienaruszona btona komérkowa e Whikanie kationowego ZPC do btony e Zaktocenie struktury btony i uszkodzenie komaorki
& fosfolipid btony M‘-. L R

hydrofilowa, ™. hydrofobowy 23 o blony
@~~~ Kationowy ZPC (np. QAC) naladowana =+ taicuch o

giowka alkilowy

Na czym polega cut-off effect?
Toksycznosc zalezy od dlugosci tancucha alkilowego kationowego ZPC
Za krotki tancuch (C2-C4) wysoka ! Optymalna diugosé (ok. C8~C12*) ; Za diugi taricuch (C16-C20+)
« zbyt mato hydrofobowy | * optymalny b“'“":"v"mhm‘d « bardzo hydrofobowy
= slabo wnika w bloneg : z 'skr?fmkanle wbia » praktycznie nierozpuszczalny w wodzie
» slaba interakcja 2 komorky B biodostepnodé " * tworzy agregaty / fazeq hydrofobowa
* niska toksycznosc « maksymaina toh nobt : nie docl;é d: :ikroou'ganlzméw

Toksycznosé
dla mikrocrganizmow

niska

. x 2 . z y y T . (krople” hydrofabowe)
NISKA TOKSYCZNOSC 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20+
Dhugos¢ taricucha alkilowego (liczba atoméw wegla) TOKSYCZNOSC ~ 0
»  Cut-off effect: toksycznosé najpierw rosnie wraz z diugoscia tancucha alkilowego,
osiaga maksimum dla optymalnej diugosci, a nastepnie spada do zera, poniewaz * Zakres optymalny moze roznic sig
zwigzki stajg sig nierozpuszczalne i niedostepne dla komérek. w zaleznosci od organizmu | warunkow.

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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Hydrofobowos¢ kationu zwieksza toksycznos¢ HILs

Btona komodrkowa = gtéowny cel dziatania HILs

Chemosphere 167 (2017) 114119 Chemosphere 144 (2016) 101-112
— — — —— T
Contents lists available at ScienceDirect 4 2 Contents lists available at ScienceDirect @ PLOS ONE
Chemasphero 3 ok Chee
Chemosphere R Chemosphere
journal homepage: www.elsevier.com/locate/chemosphere , | ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/chemesphere

s RSt ARTOLE

Effects of ammonium-based ionic liquids and

Toxicity evaluation of selected ammonium-based ionic liquid forms @C,mm Toxicity of synthetic herbicides containing 2,4-D and MCPA moieties G 2 4-dichl0r0phenol onthe phOSphO"pid fatty
0 . . . . . . '
with MCPP and dicamba moieties on Pseudomonas putida towards Pseudomonas putida mt-2 and its response at the level of acid composition of zebrafish embryo
; it idCo Siion o ansne S
Aleksandra Piotrowska *”, Anna Sygufa ", Bogdan Wyrwas °, membrane fatty acid compasition p Ty
tukasz Chrzanowski *, Hermann ). Heipieper ** Aleksandra Piotrowska*, Anna Syguta, tukasz Chrzanowski °, Hermann J. Heipieper ™ Alehsandra Pictrowska'?, Ansa Sygude’. Bogden Wyrwe®, Lukasz Chrossowsif’,
3 ‘o
< Departrent of Enviurmental Souchalegy. Heknhoke Gence for Perm 15, 04318 Leiprig, Germany * Faculty of Chemical Technology. Pocnan University of Tochnology, ul, Berdychowo 4, 60-965 Peanat, Poland ™t ' ~Tpp
Foculy of Cheical Technology. Poaman Unirersty of Technology; ul Bercchown 4, 60-965 Pomad, Poland " D i Helmholtz Centre for Envitonmental Research - UFZ, 1 Deartrent of Envrsmrenss Suctecteuiogy. Hmtols Carte by Exviurmantyl Rssar UFT Logr)
Permaserstrasse 15, 04318 Lelpzig, Germany Oerany. 3 Facaty of Chwrncl Tactrmiogy Pocran Unimrsty of Tectrotgy. Paoran, Suerd
3 Deptrent of Boswrodytien Extoecoigy Hetehols Cartw for Erwearvrentl Reseae o LF7 Legag

Oervary

__ 110
° 100 Mikroorganizmy modelowe
g 90 Pseudomonas putida
S 80
o 0 [Cho][Cl]
< 60 [Cho][Glyph] Zebrafish embryos
o ; : e
. 50 zmiany w sktadzie fosfolipidow
|
= 40
2 30 1[C1]
2 20 1[Glyph] o008 Membrany komérkowe (PLFA)
0 Hoovudy {3 . ,
10 zmiany w skfadzie kwaséw ttuszczowych
O T T T I T T T
0 50 100 150 200 5400 10600 15800
Concentration [pM]
- Im bardziej hydrofobowy kation, tym silniejszy efekt biologiczny \Z  Wnioski: ' o
toksyczno$¢ zwigzana z oddziatywaniem na btone komérkow s/  Hydrofobowos¢ kationu determinuje
( y 3 ty & 2) 2\ site oddziatywania biologicznego HiLs
Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
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Wprowadzenie HILs do srodowiska

5O
A
- ’ . B
[)
Roslina
£ '
N
; P

- Wydzieliny
J _ (exudates)
y ] : 4 { /\
Grayby  Bakterie \
symbiotyczne I Patogeneza
o W) 7 N by o, o,
PRy et motecules Antifungal commen. g ===~ >
- SRS = unknown sign3i"8 Jajid Ompounds
== Nutrients, \
[=="3]
L=
Bakteri
k:n;;:e Stktura gieby Insektycydy, nematocydy Putapkowanie nicieni, fungicydy

Grzyby
patogenne

Fundusze Europejskie

Soil Biology and Biochemistry, 2014, 77, 69-80
Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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HILs w glebie — wstepne badania

Contnnts bsts avalable at ScenceDewct

HILs majg wptyw na spotecznosci mikroorganizmow glebowych

Science of the Total Environment

journal homapago: www.alssviar.com/locsta/scitorany

Czes$¢ ma sie dobrze

odporna, funkcjonuje Influence of oligomeric herbicidal ionic liquids with MCPA and Dicamba
normalnie anions on the community structure of autochthonic bacteria present in
agricultural soil

Czesc pod stresem
spowolnienie wzrostu,
zmieniona aktywnosc¢

Czes¢ niekorzystnie
hamowanie, wypieranie,
mozliwa szkoda

[ pop STRESEM 3 ; :
: ) Zmiany w populacjach

/ ’5 Y - - : 1% 1 ';v. -, L. W przebudowa struktury
@.@ (9 (o) [ ’ L ' Ll SR ) S AR spotecznosci
= | @ : ‘tw.y. b T' - o g { 3 .t‘ K ) .\\ +

l

Whioski?

’ i . HILs wptywaja na to,
4 . co dzieje si¢ w glebie.

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejskg
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Kazdy ksenobiotyk zaburza spotecznos¢ mikroorganizmow

Zmiany s3g realne, ale srodowisko ma zdolnosc¢ ich ttumienia i powrotu do réwnowagi

ANALOGIA: ZANIK OSCYLACYJNY (PULAWY) CO DZIEJE SIE W GLEBIE?

0. KSENOBIOTYK 1. REAKCJA - 2. ADAPTACJA - 3. STABILIZACJA - : N
WPROWADZENIE WPROWADZONY ZMIANY W STRUKTURZE REORGANIZACJA NOWA ROWNOWAGA ' 5,
KSENOBIOTYKU POD WARUNKIEM, Y
INTENSYWNOSC ZE
IMIANY eew
(ZABURZENIA) GWALTOWNA
A REORGANIZACJA
ADAPTACJA
SPOLECZNOSCI
STABILIZACJA -

NOWA ROWNOWAGA

b -l —

CZAS

B
>

Réznorodna spotecznosc Czes¢ populacji zyskuje, | Pozostate mikroorganizmy Spotecznos¢ wraca do
w stanie rownowagi cz@s¢ traci, czesc znika adaptuja si¢ do zmian stabilnej rownowagi
_‘O’_ Impuls jest ttumiony w czasie.
Srodowisko dazy do réwnowagi.

-
krétki czas dtuzszy czas
BRAK TRWALYCH ZMIAN BIOROZNORODNOSCI
Ksenobiotyk powoduje przejsciowa reorganizacje spotecznosci mikroorganizmow,
ale gleba ma zdolnos$¢ samoregulacji i powraca do stabilnej rownowagi.
Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
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Herbicyd?

TAK NAPRAWDE
 OPRYSKUJEMY GLEBE  temz

~9%
¥
ROSLINA

[ PRAWIE CALOSC TRAFIA DO GLEBY

| 1ZOSTAJE TUNADLUZEJ | Srednie DTy, w glebie

(warunki polowe)

9

SKORO WIEKSZ0SC TRAFIA DO GLEBY...
TO WLASNIE TAM DECYDUJA SIE LOSY HERBICYD

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska

31




Bioaugmentacja -
logiczne rozwigzanie

Wykorzystujemy mikroorganizmy,
ktore potrafig degradowac herbicydy w glebie.

| ﬁ%*kﬁﬁ

HIPOTEZY BADAWCZE

Herbicydowe ciecze jonowe w srodowisku

to odrebne kationy i aniony, stad ich degradacja
przypomina rozktad herbicydéw w obecnosci
kationowych srodkéw powierzchniowo-czynnych.

o J
TR R o + R — ':9 ,".
L J

2

Toksycznos¢ kationéw powierzchniowo-czynnych
sprzyja powstawaniu warunkéw odpowiednich
do przekazywania genow opornosci.

Herbicyd Wprowadzamy bakterie Szybsza biodegradacja
w glebie degradujace herbicydy mniej pozostatosci ()
® cn s
POTENCJALNE KORZYSCI w
i B L Bioaugmentacja bakteriami posiadajacymi
- E zdolnos$¢ degradacji herbicydéw moze stanowic
czynnik szerzenia opornosci na herbicydy
SZYBSZA KROTSZY MNIEJSZE wsrod roslin.
biodegradacja czas zalegania ryzyko migracji

Ale czy naprawde rozumiemy
wszystkie konsekwencje?

Rzeczpospolita

- Polska

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Dofinansowane przez

%0

Q

@,%
o8

O

Odpowiedzi na te pytania pozwolg ocenic,
czy bioaugmentacja jest bezpieczna i skuteczna.

Unie Europejska 32




Typowa bioaugmentacja — usuwanie weglowodorow

degradujacg weglowodory)

"\ Bioaugmentacja .
CO WYNIKA Z WYNIKOW?
UKELAD . Paliwa: + x Gleba —[: (wprowadzono spotecznosé

EKSPERYMENTU D, B10-B100 miejska .
Naturalna gleba Bioaugmentacja przyspiesza start
(bez bioaugmentaciji) o do +140% szybsza mineralizacja
27 w pierwszych dniach.
PRZEWAGA BIOAUGMENTACJI W CZASIE
150% - ‘ T BIOAUGMENTACJA Efekt utrzymuje sie dtugo
44— Silny efekt ,primingu SKUTECZNIEJSZA ;Z wyrazna przewaga przez wiele tygodni,

+ do 140% szybsza
mineralizacja na poczatku

szczegolnie dla mieszanin B10-B30.

%
100% po ~40 tygodniach réznice sistematycznie

malejq, choé nie zawsze znikajg catkowicie.

I Gleba stopniowo odzyskuje kontrole

Przewaga utrzymuje sie przez diugi czas
szczegolnie dla mieszanin B10-B30
B

Al

z leba nadrabi Mikrobiom zalezat od paliwa, nie od inokulum
i Ll e @ MiSeq (16S rRNA) wykazat silny wptyw rodzaju

50% réznice malejq
\ paliwa na strukture spotecznosci.
- Biodegradacja, ale nie kompletna
“ po 64.5 tygodniach 3-12% weglowodoréw

Przewaga bioaugmentacji

wzgledem naturalnej gleby [%]

00/ _____________________________________________________________
e r r r r 1 T 1 - aromatycznych i alifatycznych pozostato w glebie
0 4 8 12 20 30 40 50 64.5 NATURALNA GLEBA (frakcja biodiesla zdegradowana w petni).

SKUTECZNIEJSZA
Wolniak-Karczewska M. et al. (2019) Effect of bioaugmentation on long-term blodegradation
of diesel/biodiesel blends in soil microcosms. Science of the Total Environment 671: 948-958.  https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.03.431

Czas [tygodnie]

BIOAUGMENTACJA BYLA POMOCNA ~ SZCZEGOLNIE NA POCZATKU. ; : - |
ALE GLEBA OSTATECZNIE WRACA DO GRY. & @ ,op. e

aliw/gleby 64.5 tygodnia 6 mies.
miejska (D, B10-B100) (ok. 1.25 roku) | bez zasilania

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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Bioaugmentacja - idealne wyniki

WHAT ACTUALLY MATTERED?

Kiedy wiecej nie znaczy lepiej

Residual TPH in soil during 12-month field study _ BIOAUGMENTATION
Lower is better — less contamination remaining i BIG EFFECT /
100 Bioaugmentation (average) ~89% removal . | H I
—— == Bioaugmentation + rhamnolipids (~11% remaining)
80 — Natural attenuation (average)
§ Natural attenuation + rhamnolipids RHAMNOLIPIDS
:9; SMALL / SHORT-TERM EFFECT
c 60 - no long-term benefit
= ~47% L o
on o in field conditions
£ remaining
£ (~53% removal) .
g 40 - natural attenuation Study details
2 9 Field site: diesel-oil contaminated soil
X
o. -
— 20 - ~11% Duration: 12 months
remaining
LOWER = BETTER (~89% removal) A Initial TPH range: ~9,400-9,600 mg/kg soil
Less TPH remaining means more was biodegraded bioaugmentation
0 T T T T T T T T T T T T ... T t t = 4 l d
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 B A TreRIMES diGesioeand) v

Time (months)

Dodatki pomagaja tylko wtedy,

gdy rozwiazuja realne ograniczenie systemu.

Zrédto: Szule A. et al. (2014) The influence of bioaugmentation and biosurfactant addition on bioremediation efficiency of diesel-oil contaminated soil:

Feasibility during field studies. Journal of Environmental Management 132: 121-128.

Rzeczpospolita

- Polska

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Dofinansowane przez
Unie Europejska
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Bioaugmentacja — efekt motyla

TAK TO SOBIE WYOBRAZALISMY...

DODAMY JEDNA
BAKTERIE...

..l WYWOtA ..A SYSTEM
EFEKT MOTYLA... SAM SIE NAPRAWI.

TAK WYGLADA RZECZYWISTOSC...

!

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

w od kontekstu i czasu,

G/ Nie ma jednej drogi. l m Skuteczno$é zalezy l
Kazde miejsce jest inne. ! !

Rzeczpospolita

- Polska

BIOAUGMENTACJA NIE BYtA BAJKA O ,SUPER BAKTERII”,
TO BYLA LEKCJA POKORY WOBEC ZtOZONEGO SYSTEMU.

Liczy sig spotecznoié,
nie pojedynczy bohater,

Dofinansowane przez
Unie Europejska

Efekty wymagaja czasu,
cierpliwosci i monitoringu,

JEDNA BAKTERIA {
NIE ZROBI EFEKTU MOTYLA.

ALE DOBRZE DOBRANA
SPOLECZNOSC MOZE DAL
SYSTEMOWI IMPULS. i)

-

:
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0

: : o phn i soxA
Bioaugmentacja \/\/\J\ e yese, /\)k Sarcosine oxidase /—‘{ _

H ;;C

I °® b k oo Ve HO HaN OH
a liczba kopii genow Gijphosals Sarcosing p— L
- g I ifo Sa t Tetrahydrofolate
Glyphosate oxidoreductase \ cycle
c|> o phnJ
. . , HG HO\ // C-P lyase P NH; A NH,
Poszukiwania gendw ‘ % /" i PN+ 1o T 70Ot NHFA\=T S+ COy
biorgcych udziat n HO
w degradacji glifosatu — Glyoxylate AMPA 1 o
0=
phnJ oraz soxA " .
T s ?
-~ : L e
i phnJ i SOXA
b4 -O“o——\
Glyoxylate cycle g ol g o o &
= A Corecon liss availabie o - —_—— E;;
3‘”;'.@; ' Chemosphere g g ﬁ
__".“..\:L S - ‘o .
FLSEVILES |owrnal homegage =
.g 64 4 =
Glyphosate versus glyphosate based ionic liquids: Effect of cation on e Y
glyphosate biodegradation, soxA and phnJ genes abundance and microbial G .8_
populations changes during soil bioaugmentation 2 o ‘e —
Wiktoria Wilms ', Anna Parus ™ |, Jan Homa ', Milena Batycka *, Michal Nicmcnl:k 3
Marta Woenisk-Karcoewska ', Artur Trzebny ', Zembrzuska ', Miroslaws Dabert
Andris Tancsics”, Tomas Cajthaml ', Hermann J, Heipieper ", Lukssz Chrzanowshi 0= c‘I"". ‘”:m "f.“ '.I“ .1,. ;'
Conbul Enchwest NE2S  NBB) B3 B -
Sample Sample
Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska 36




-4
1

Co widzimy po wprowadzeniu HILs do gleby rolniczej?

PCo2 (18%)

B [BTMAT

Log2 Fold Change (x10")

@
L

e
"

-
A

e
[

CAPBet][2,4-D . . ,
001 AL i §' Wigksza liczebnosé
o c-(l)(G Sucgg\ate OH [Chol][2,4-D] @[CAPB[24-D) genow tfdA.
» X S i [CuBet][2,4-D]
TfdA e ] l Toksyczny efekt
F +
cl [Crl[24-D)® g e kationdw.
2,4-DIMCPA DCP/MCP @ [TMA][2.4-D]
24-D . .
rALRAD] Ll Q Widoczne zmiany
A n c 33 CREAD) [TBAJ(24-D] w strukturze mikrobiomu
T B3 PCo3 (11%) B [TMA][2,4-D) glebowego.
EDS
nx’ap m;h le‘ﬂ.l l”‘m Naz;um Wﬂtﬂm BB’G‘DA aw‘m us:;nm m«'mm am'ap
tfd A class | ifd A class 11 tfd A class 111

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Rzeczpospolita Dofinansowane przez

- Polska

Unie Europejska
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Wptyw kationu i bioaugmentacji na degradacje

Srednie DT, zalegania w glebie:
2,4-D: 10-30 dni
Glifosat: 200-250 dni

600
®[Na|[2,4-D]

= ©[K*Na][2.4-D]
-]
2 500 - ®[Ca][2,4-D]
z @[TMAJ[2.4-D]
=
v
E 400 -
-
]
2
-?
E 300 -

o
T 200 -
g
7 ®
1004

o ©
0 . , . , ;
0 100 200 300 400 500

Bioaugmentacja szczepami degradujacymi 2,4-D poprawita degradacje herbicydow,
Zaobserwowano negatywny efekt hydrofobowych kationéw na bioaugmentacje.

Fundusze Europejskie

estimated ty/3 [d] - non-bioaugmented soil

dla Polski Wschodniej - Polska

Rzeczpospolita

Dofinansowane przez
Unie Europejska

Dikamba: 30-50 dni
MCPA: 50-90 dni

Contemts liats svailatde st o s Dt 'EQF ‘ l
Joumal of Hazardous Materials 3
A r v
FLSEVTIER Journal ROMePAPE: ~vwer stasiier coon o mn et L"_. 15 |
Research Paper n
2,4-D versus 2,4-D based ionic liquids: Effect of cation on herbicide =

biodegradation, tfdA genes abundance and microbiome changes during
soil bioaugmentation.

Wiktoria Wilms *, Marta Wozniak-Karczewska  , Michal Niemczak *, Anna Parus
Robert Frankowskl *, Lukasz Wolko ', Jakub Czamy ', Agnieszka Plotrowska-Cyplik
Agnieszka Zgola-Grzeskowlak *, Hermann J, Helpleper®, Lukasz Chrzanowski

* Doy of Ohemtd Trchewdogy, Mesme Cwiersty of Techratogy, 80905 Femm, Prdond

* Doyenent of Sowctwmwry el Swebmdiogy. Powrs Usrversity of Ui Sclowms, Oopand 11, 60657 Aesman, Nefond

" beenas of Pk Govevss AL Mubinaons 14 R5077 Bydpessss, Poleand

* Duparans of Food Tustusbegy of Poms Origin, Posnan Dnborsby of Life Schonum, Wekha Ndiiogs 11, 00 63¢ Povsn, Pdund

. o Mabvics Comry fur Brvievammensl Pearcs . LT, Pormsasrvrade 15, 00104 Lagusy, Geronary
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Teoretycznie zaadsorbowane ksenobiotyki sa
niedostepne dla mikroorganizmoéow

( KSENOBIOTYK) Adsorpcja do czastek gleby Niedostepnosé

T molekuty ksenobiotyku biologiczna

* s3 silnie zwigzane

" ‘ Jog .

mikroorganizmy
nie moga skorzystac
z zaadsorbowanych

czastka gleby

ALE W PRAKTYCE...

ZIMA - MROZNO

dzinsy zamarznigte,
wilgo¢ uwieziona

POWIEW WIATRU

mimo mrozu dzinsy
wysychajg - wilgo¢

w wtéknach moze sie uwolnié

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

i odparowac

TAK SAMO W GLEBIE: -~
zmiany warunkow (np. wiatr, wahania wilgotnosci, temperatura, materia organiczna) \

moga desorbowac ksenobiotyki, czynigc je dostepnymi dla mikroorganizmow. «

Rzeczpospolita Dofinansowane przez

- Polska Unie Europejska
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Dlaczego hydrofobowe kationy sa toksyczne mimo sorpgji?

|
R—N*'—R
£ I

R

silna sorpcja
~ hydrofobowa

» Hydrofobowe kationy wigzg sie z materig organiczng
i powierzchniami mineratow.

« Zmniejsza to ich mobilnos¢ w glebie.

Dlaczego sorpcja nie oznacza braku ryzyka?

Kationy istniejg w dynamicznej rownowadze
migdzy fazg staia a roztworem glebowym.

Dostgpne stgzenie w wodzie glebowej,
cho¢ niskie, jest wystarczajace do dziatania
toksycznego.

nawet przy niskich stezeniach.

Sorpcja ogranicza ruch, ale nie eli

1. Sorpcja zatrzymuje kation w glebie...

Diugotrwata obecnos¢ = przewlekta toksycznosé

2. ...ale nie neutralizuje toksycznosci

Mechanizmy toksycznosci pomimo sorpciji:

7 - —\\ Interakcja z blonami komérkowymi
|‘ K | | Hydrofobowe kationy przenikaja do bton lipidowych,
‘ \! '/ zmieniajgc ich plynnoéé i integralnosé - uszkodzenia
komorek.

Denaturacja biatek i enzymow

Oddziatywania hydrofobowe prowadzg do zaburzer
struktury biatek i hamowania aktywnosci enzymow.

(®)

Stres oksydacyjny i dysfunkcja metaboliczna

Zakiocenia w taricuchu oddechowym | wzrost
reaktywnych form tlenu (ROS).

Wptyw na mikrobiom
Selektywna presja na spotecznosci mikroorganizmow
- spadek réznorodnosci i funkeji degradacyjnych.

Przyktad: zamrozone jeansy

« Jeansy wygladajg ,nieruchomo” zamrozone.
+ Ale nadal istniejg procesy — powolne, ale nieustanne.

» Podobnie kationy: ,uwiezione” w glebie, ale nadal
oddziatujg z mikroorganizmami.

minuje dziatania toksycznego hydrofobowych kationéw.

Ich trwata obecnosé w glebie wptywa na komérki, enzymy i caty mikrobiom.

Rzeczpospolita

- Polska

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Dofinansowane przez

Unie Europejska 40




Whioski — co pokazuje praca?

BIOAUGMENTACJA POMAGA, HILS ZMIENIAJA STRUKTURE | FUNKCJONOWANIE
@ KaTioN KONTROLULE LOS HERBICYDU ALE MA SWOJE GRANICE MIKROBIOMU GLEBOWEGO

Natura kationu decyduje o tempie degradaciji Dodanie wyspecjalizowanych degraderéw zwieksza Zastosowanie HlLs prowadzi do zmian w strukturze
i mineralizacji 2,4-D. degradacje 2,4-D i liczbe gendw tfdA. spotecznosci bakteryjnej oraz w potencjale funkcjonalnym gleby.

ZMIANY W STRUKTURZE MIKROBIOMU

OTO' ‘/” N a BEZ BIOAUGMENTACJI Z BIOAUGMENTACJA
o + ,\KATION/‘ - o{)e —>p . . = ! B Proteobacteria
cl Nt ' & P o4

B Bacteroidetes
B Actinobacteria
Firmicutes

M Inne

wplyw na rézny czas

anion 2,4-D mikro$rodowisko zalegania

Kontrola  [Na][2,4-D] [Chol](2,4-D] [TMA](2,4-D]

szybsza degradacja wolniejsza degradacja _

Na][2,4-D Chol][2,4-D TMA][2,4-D
[Na][ 1 [Chol][ ] [TMA][ ] o Wikaza degradacja 244D ZMIANA LICZEBNOSCI GENOW tfdA ..
~32 dni ~120 dni >300 dni N . g
v/ Wigksza liczebnosc¢ genéw tfdA i < 4§>‘\~ ﬁ § ﬁ . .
najszybsza degradacja wydluzony czas bardzo powolna niskie . wysokie
zalegania degradacja tfdA » tfdA
Hydrofobowe kationy ograniczaja pozytywny
Nawet kationy pochodzenia naturalnego mogg wydtuzac¢ czas efek't !Jloaugr.nenlta'qlk- |chétc3ksyczno§c Q HILs, niezaleznie od pochodzenia kationu, wptywaja
zalegania 2,4-D w glebie. CLESCIOWO TIWC LIS XORzy SCL: na réznorodnos¢ mikrobiologiczng i funkcje ekosystemu glebowego.
|
— = — ZWIAZEK Z HIPOTEZAMI 1
Im wyzsza toksycznosé kationdw, tym Bioaugmentacja przy uzyciu Kationy wptywaja na strukture i funkcje
@ dtuzszy czas potowicznego zaniku 2,4-D @ wyspecijalizowanych mikroorganizméw @ mikrobiomu glebowego, co przektada sie
w glebie. zwigkszy efektywnos¢ degradac;ji 2,4-D. na degradacje 2,4-D.
GLOWNY PRZEKAZ
s Woprowadzenie kationu y N Hydrofobowe kationy ° Bioaugmentacja pomaga, Zmienia si¢ mikrobiom / = »\\\ Formulacja =‘a?ion ¥ kat.ion
zmienia zachowanie —p @ s3 toksyczne dla —» o ;fo ale nie zawsze —» § i potencjat degradacyjny — | ‘ Oba ?kfadm‘kl decyduja
7 herbicydu w glebie @ Q mikroorganizmoéw jest wystarczajgca gleby N S l?5|e herblcydu
= w sSrodowisku

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez

41
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PROBLEM

Jak wprowadzone bakterie
do gleby wptywajg na rosline,
los herbicydu i sSrodowisko?

~
1. DEGRADACJA HERBICYDU HERBICYD
W RYZOSFERZE

co,

. O
w —» o—< — 4
.o N Cl Hzo
X

7,

2. KOLONIZACJA ROSLINY

Q|
QL

NIEZNANE SKUTKI DLA SRODOWISKA

2 Sz @2 [T

1 4. POTENCJALNE RYZYKA

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita

dla Polski Wschodniej - Polska

Dofinansowane przez
Unie Europejska

BIOAUGMENTACJA ‘

@) wprowadzane bakterie
degradujgce herbicyd

@& mikroorganizmy
gleby (native)

3. ZMIANY W ROSLINIE

oM %

2-0-=%-Q

42



Zalozenia eksperymentu - jak realizowalismy badania?
Bakterie dodano wytacznie do gleby. Rosliny rosty obok — bez bezposredniego kontaktu z bakteriami.

1. BIOAUGMENTACJA GLEBY 2. WZROST ROSLIN 3. PROFESJONALNY OPRYSK 4. POBIERANIE PROBEK
I ANALIZY

Oprysk wykonywany robotem dozujgcym —

Glyphosate-degrading Rzepak (Brassica napus L.) : s e

microbial community (GDMC) roénie w bioaugmentowanej glebie jednorodnie i precyzyjnie
ee,
g0

' Dozowanie zawiesiny
bakterii do gleby
w doniczce

V7 \
v’ Bakterie wprowadzono do gleby
v Nie aplikowano na roéliny

v Brak bezposéredniego kontaktu

bakterii z roélina

Prébki pobierano po oprysku
(3 i/lub 14 dni)

Liscie
¥ (nadziemne
czesci rosliny)

Korzen
(endofity)
EEELEEE
[KI[Glyph] | [Chol][Glyph] | [CiChol)[Glyph] = Roundup Toa  Glela
(ryzosfera)
(s6l potasowa (hydrofilowy (hydrofobowy (komercyjna
Bakterie glifosatu) kation) kation) formulacja)
zasiedlaja ryzosfere
@ 200 L/ha I ‘%’ Teelet 1102 | @ 0.2 MPa l (7) stala predko$¢ przejazdu
v I’
CO ANALIZOWALISMY?
MIKROBIOM (16S rRNA) POZOSTALO: $CI‘ EFEKT HERBICYDOWY
« gleba (ryzosfera) EKSPRESJA GENOW GLIFOSATU diais masaatin

« korzenie (endofity) DEGRADACIJI GLIFOSATU

* liscie (nadziemne czesci) v XU W
| phnJ i soxA (qPCR) w tkankach roélin

(LC-MS/MS)

->analiza PCoA i réznorodnosci

po 3, 7 i 14 dniach
od oprysku

Sprawdzamy, czy bakterie w glebie moga ograniczaé¢ pozostatosci glifosatu w roslinach
oraz czy ich obecno$é zwigksza ekspresje genéw degradacji i w konsekwencji odpornosé roslin.

%00

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Rzeczpospolita Dofinansowane przez

- Polska Unie Europejska
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Ukiad niebioaugmentowany

0,6

F2(13.22%)

F1(50.40%)
8 RHIZO control TO (NB) ® RHIZO control T3 (NB) 4 RHIZO control T7 (NB) * RHIZO Roundup T3 (NB)
4 RHIZO Roundup T7 (NB) * RHIZO [CuChol][Glyph] T3 (NB) + RHIZO [Ci:Chol][Glyph] T7 (NB) = K-ENDO control TO (NB)
® K-ENDO control T3 (NB) 4 K-ENDO control T7 (NB) * K-ENDO Roundup T3 (NB) 4 K-ENDO Roundup T7 (NB)
* K-ENDO [C:Chol}[Glyph] T3 (NB) K-ENDO [Cu:Chol|[[Glyph] T7 (NB) ® L-ENDO control TO (NB) * L-ENDO control T3 (NB)
4 L-ENDO control T7 (NB) L-ENDO Roundup T3 (NB) + L-ENDO Roundup T7 (NB) L-ENDO [C:Chol][Glyph] T3 (NB)

L-ENDO [C::Chol][Glyph] T7 (NB)

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska

44




® RHIZO control TO (B)
4 RHIZO Roundup T7 (B)
* K-ENDO control T3 (B)
* K-ENDO [C:2Chol][Glyph] T3 (B)
4 L-ENDO control T7 (B)
L-ENDO [C12Chol][Glyph] T7 (B)

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

F2 (13.22%)

Uktad bioaugmentowany

F1(50.40%)

0.8

e RHIZO control T3 (B) A RHIZO control T7 (B) ® RHIZO Roundup T3 (B)
* RHIZO [C:2Chol][Glyph] T3 (B) + RHIZO [Ci2Chol][Glyph] T7 (B) = K-ENDO control TO (B)
A K-ENDO control T7 (B) * K-ENDO Roundup T3 (B) A K-ENDO Roundup T7 (B)

+ K-ENDO [C1:Chol][Glyph] T7 (B)  ® L-ENDO control TO (B)

L-ENDO Roundup T3 (B)

Rzeczpospolita

- Polska

L-ENDO Roundup T7 (B)

Dofinansowane przez
Unie Europejska

® L-ENDO control T3 (B)

L-ENDO [C1:Chol][Glyph] T3 (B)

45



Stres oksydacyjny

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

7

Level of O, ( A; x 2! F.W)

[C,,Chol][Glyph]

48 h po oprysku

Rzeczpospolita

- Polska

Dofinansowane przez
Unie Europejska
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!

Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Pozostatosci herbicydu w rzepaku

llos¢ glifosatu [mg/kg s.m.]

| ¢

| —

Zwigzek
3 dni po oprysku 7 dni po oprysku

Roundup 360 SL NB? 54.31 50.55

BY I 55.17 37.17
[K][Glyph] NB 14.77 12.78

B I 9.17 6.84
[Chol][Glyph] NB 8.99 8.18

B I 10.08 6.08 I
[C,,Chol][Glyph] NB 52.26 44.43

B I 52.63 36.53 I

3 NB — probki niebioaugmentowane, B — prébki bioaugmentowane.

Rzeczpospolita

- Polska

Dofinansowane przez
Unie Europejska
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Whnioski

1. HYDROFOBOWY KATION ZWIEKSZAtL
POBIERANIE GLIFOSATU PRZEZ ROSLINE

@ Formulacje z hydrofobowym komponentem
(C,,Chol[Glyph] i komercyjny Roundup 360 SL)
prowadzity do najwyzszych poziomow glifosatu
w tkankach roslin.

2. BIOAUGMENTACJA SKUTECZNIE
OGRANICZALA POZOSTALOSCI GLIFOSATU

Po 7 dniach we wszystkich formulacjach bioaugmentacja
istotnie zmniejszata ilos¢ glifosatu akumulowanego
w roslinie.

3. WPROWADZONE BAKTERIE KOLONIZOWALY
UKLAD ROSLINA-GLEBA

Zaobserwowano wzrost liczby kopii genow degradujgcych
glifosat (phnJ, soxA) oraz istotne zmiany w mikrobiomie
ryzosfery i endofitow.

v NIE TYLKO HERBICYD - O LOSIE GLIFOSATU DECYDUJE FORMULACJA | MIKROBIOM GLEBY.

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska




Jakie beda konsekwencje dtugoterminowe ?

Oni sq
TACY
FAJNI!

o \f'_\( ;

wszystko,
czego
potrzebujemy!

DEGRADUJEMY
.~ HERBICYDY

Fundusze Europejskie Co z tego wynidiespkaraelia Bofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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BIOAUGMENTACJA TO IMPULS.
NIE EFEKT MOTYLA.

WPLYW . RGN ST Ty JesT
BIOAUGMENTACJI B, - / IMPULS
NA SYSTEM Wow! TR '
A &~ Dziata!
Toksycznosé, 6 Metale
skutki uboczne Wnlgotno§é i inne czynm'ki Konkurencja
i i mikro'biomu B)ﬂ Py W i
v | E Gleba wraca %
4 t do wtasnej 48
i rownowagi SN SRR G e - L A L
S5l SN
e — ) WG P LTS AL SRS T 77 RZEKA WRACA
SYSTEM MA WtASNA DYNAMIKE. ’ i e TRt s SETT ECREEER P DO SWOJEGO
MY DAJEMY MU TYLKO IMPULS. | B et st o s 7\ SNATURALNEGO STANU

e —

SYSTEM JEST TABLICA, KTORA PRZEPISUJEMY.
RZEKA, KTORA PLYNIE PO SWOJEMU.

O ™ g =
(’) () L) C 1> ) ’ .
(1) Lo | ‘

, : CLEM:
EFEKTY ZALEZA OD SLECI KAZDY SYSTEM TO NIE SPRINT, ¢
el WZAJEMNYCH ’ POKORA, CIERPLIWOSC,
SA CZASOWE INTERAKC JEST INNY TO PROCES ZROZUMIENIE

NIE ZMIENIAMY NATURY.

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Polski Wschodniej - Polska Unie Europejska
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Fundusze Europejskie
dla Polski Wschodniej

Najlepszy herbicyd to ten,
ktorego nie trzeba uzyc¢

Przysztos¢ ochrony roslin to precyzja, a nie chemiczna presja.

Al ROZPOZNAJE
CHWASTY

Zaawansowana wizja
maszynowa identyfikuje
chwasty w czasie
rzeczywistym.

MNIEJ CHEMII €)) WIEKSZA PRECYZJA [ 4

PUNKTOWE
USUWANIE

Precyzyjne dziatanie
mechaniczne lub laserowe
tylko na chwasty.

w g

DZIEKUJE ZA UWAGE!
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MNIEJSZA PRESJA
NA MIKROBIOM

| OPORNOSC
Ochrona bioréznorodnosci
gleby i ograniczenie presji
ewolucyjnej.

MNIEJSZA PRESJA EWOLUCYJNA
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Dziekuje za uwage.
Zapraszamy na strone:

https://bioroznorodnosc.ipan.lublin.pl/
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