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I Wprowadzenie 

Powszechne stosowanie chemicznych środków ochrony roślin przyczyniło się do 

rozprzestrzenienia zanieczyszczeń organicznych w środowisku rolniczym. Obecnie na świecie 

rocznie zużywa się 2,5 mln ton pestycydów, z czego największą część stanowią herbicydy (ok. 

40%) (Fenner i in., 2013). Tylko minimalna część stosowanego pestycydu trafia do organizmu 

docelowego (0,1%), podczas gdy reszta ulega rozproszeniu w środowisku, zanieczyszczając 

glebę, wody powierzchniowe i gruntowe, stanowiąc tym samym zagrożenie dla organizmów 

żywych (Olchanheski i in., 2014).  

Alachlor [2-chloro-N-2,6-diethylphenyl-N-(methoxymethyl)acetamid] i metolachlor 

[2-chloro-N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-N-(2-methoxy-1-methylethyl)acetamid] należą do 

grupy herbicydów chloroacetanilidowych, powszechnie stosowanych w rolnictwie ze 

względu na dużą skuteczność w eliminacji jednorocznych traw, turzyc oraz chwastów 

liściastych w uprawach soi, kukurydzy, bawełny, słoneczników, rzepaku czy orzeszków 

ziemnych (Rys. 1) (Huang i in., 2017). Chloroacetanilidy są selektywnymi herbicydami  

o działaniu systemowym, wchłanianymi przez kiełkujące pędy i korzenie roślin docelowych. 

Mechanizm działania opiera się na zahamowaniu biosyntezy białek, a także kwasów 

tłuszczowych o długich łańcuchach węglowych, co w konsekwencji prowadzi do zatrzymania 

wzrostu roślin (Souissi i in., 2013).  

 

 

 

 

Rys. 1 Wzory strukturalne alachloru (a) oraz metolachloru (b). 

Ze względu na stosunkowo dobrą rozpuszczalność w wodzie (alachlor 242 mg/L  

w 20oC; metolachlor 530 mg/L w 20oC) oraz niski stopień mineralizacji, substancje te 

przedostają się do wód powierzchniowych i gruntowych, gdzie wiążą się zarówno ze 

składnikami gleby jak i składnikami osadów dennych (Huang i in., 2017). Dane literaturowe 

wskazują, iż rozkład chloroacetanilidów w warunkach środowiskowych pod wpływem 
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czynników atmosferycznych przebiega z niską wydajnością, co w rezultacie prowadzi do 

akumulacji tych związków oraz ich pochodnych w glebie, rzekach, morzach, a także wodzie 

pitnej (Zhang i in., 2011). Komisja Europejska ustaliła dopuszczalny poziom zawartości 

alachloru w wodzie pitnej - 0,1 µg/L, natomiast suma zawartości herbicydu oraz jego 

metabolitów nie może przekraczać 0,5 µg/L wody. Natomiast według Amerykańskiej Agencji 

Ochrony Środowiska (EPA) dozwolony maksymalny poziom alachloru w wodzie pitnej wynosi 

2,0 µg/L (Qiang i in., 2010). W wyniku nadmiernego oraz niekontrolowanego stosowania 

herbicydów, substancje te stanowią realne zagrożenie dla środowiska naturalnego oraz 

organizmów niestanowiących celu zwalczania dla środków chwastobójczych. Badane 

herbicydy są wysoce toksyczne dla organizmów wodnych, roślin oraz zielonych alg (Maronić  

i in., 2018). Na podstawie badań prowadzonych na zwierzętach EPA sklasyfikowała alachlor 

w grupie B2 czynników kancerogennych jako prawdopodobnie rakotwórczy dla ludzi. 

Natomiast metolachlor jest pestycydem należącym do kategorii C, która charakteryzuje się 

znikomym prawdopodobieństwem rakotwórczego działania (US EPA, 2017). 

Chloroacetanilidy mogą ulegać akumulacji w tkankach, co stanowi szczególne zagrożenie dla 

człowieka, będącego ostatnim ogniwem łańcucha pokarmowego. Zarówno alachlor jak  

i metolachlor wykazują właściwości ksenoestrogenne, tzn. zakłócają prawidłowe 

funkcjonowanie układu hormonalnego ludzi i zwierząt. Alachlor wiąże się kompetencyjnie  

z receptorami żeńskich hormonów płciowych. Ponadto alachlor i metolachlor poprzez 

aktywację receptora hormonów steroidowych (pregnan X) zakłócają syntezę enzymów 

odpowiedzialnych za ich metabolizm (Mnif i in., 2011). Szkodliwe działanie herbicydów może 

być również związane z generowaniem reaktywnych form tlenu (RFT), co prowadzi do utraty 

równowagi pomiędzy przeciwutleniaczami a utleniaczami, a w konsekwencji może 

powodować oksydacyjne uszkodzenia białek, lipidów czy kwasów nukleinowych (Jiang i in., 

2016; Sies i in., 2017). Na tej podstawie Unia Europejska uchwaliła Dyrektywę 2008/105/EC 

na mocy której od 2008 alachlor został wycofany z użytku na terenie UE oraz został wpisany 

na listę substancji szczególnie niebezpiecznych dla środowiska wodnego, które powinny 

zostać całkowicie z niego wyeliminowane. Natomiast metolachlor jest dopuszczony do 

użytku na terenie krajów Unii Europejskiej. Poza Europą alachlor wciąż jest powszechnie 

stosowany w praktyce rolniczej, zwłaszcza w USA, Indiach, Republice Południowej Afryki, 

Chinach i Japonii, a także w Bangladeszu, Indonezji, Malezji, Nepalu, Pakistanie, Filipinach, 
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Singapurze, Sri Lance, Tajlandii i Wietnamie (Stamper i Tuovinen, 1998; FAO of the United 

Nations Regional Office for Asia and the Pacific, 2013).  

Zastosowanie konwencjonalnych fizykochemicznych metod usuwania 

chloroacetanilidów z różnych środowisk obarczone jest m.in. wysokimi kosztami, niską 

wydajnością procesu, wytwarzaniem toksycznych metabolitów lub minimalnym 

zmniejszeniem toksyczności herbicydów (Souissi i in.,2013; Qiang i in., 2010). 

Mikrobiologiczna degradacja uważana jest za najważniejszą drogę transformacji alachloru  

i metolachloru w środowisku naturalnym, a kluczową rolę w tym procesie przypisuje się 

mikroorganizmom wyizolowanym ze skażonych środowisk, które charakteryzują się 

zdolnością adaptacji do warunków środowiska, a także możliwością wykorzystywania 

szeregu związków organicznych jako substratów energetycznych i budulcowych (Huang i in., 

2017). Źródła literaturowe podają szereg mikroorganizmów zdolnych do transformacji 

chloracetanilidów zarówno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Jednakże większość 

badań dotyczy wykorzystania szczepów bakteryjnych z rodzaju Agrobacterium sp., 

Ancylobacter sp., Burkholderia sp. (Ewida, 2014), Bacillus sp. (Wang i in., 2008; Xu i in., 

2008), Microbacterium sp., Pseudomonas sp. (Xu i in., 2008) oraz Streptomyces sp. (Durães 

Sette i in., 2004). Mniej natomiast wiadomo na temat możliwości metabolizowania alachloru 

i metolachloru przez grzyby strzępkowe. Badania prowadzono głównie na modelu grzybów 

zgnilizny drewna np. Chaetomium globosum (Tiedje i Hagedorn, 1975) Phanerochaete 

chrysosporium (Ferrey i in., 1994; Chirnside i in., 2009) i Coriolus versicolor (Hai i in., 2012),  

a także z wykorzystaniem mikroskopowych grzybów strzępkowych np. Cunninghamella 

elegans (Pothuluri i in., 1993, 1997), Paecilomyces marquandii (Słaba i in., 2013) oraz drożdży 

Candida xestobii (Munoz i in., 2011). 

 Grzyby z rodzaju Trichoderma sp. są kosmopolitycznymi mikroorganizmami, 

izolowanymi najczęściej z gleby oraz korzeni roślin. Powszechność ich występowania wynika 

ze zdolności do szybkiego wzrostu i przeżycia w niekorzystnych warunkach, a także 

możliwości wykorzystania różnych substratów jako źródła węgla i azotu (Tripathi i in., 2013). 

Grzyby te znane są przede wszystkim jako drobnoustroje, które wspomagają wzrost roślin  

i chronią je przed patogenami (Raspanti i in., 2009). Przez wiele lat uważano, iż promowanie 

wzrostu przez Trichoderma sp. jest bezpośrednim wynikiem wytwarzania metabolitów 

wtórnych (kwas harzianowy, tricholin, kwas heptelidowy, wirydyna, peptaibole, gliowiryna, 
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massoilakton, gliotoksyna, alamentycyny, 6-pentyl-a-pyrol, glisopreniny), które wykazują 

antagonistyczne działanie w stosunku do fitopatogenów. Kolejne badania wykazały, że 

stymulacja wzrostu roślin jest wynikiem oddziaływania synergistycznych mechanizmów, 

m.in. syntezy fitohormonów wzrostu (np. kwasu indolilo-3-octoweg, kwas giberelinowego), 

zwiększenia biodostępności makro- i mikroskładników w glebie (np. fosforu, żelaza, miedzi, 

cynku i manganu), rozwoju strefy korzeniowej, a także stymulacją tempa metabolizmu 

węglowodanów oraz indukcją odporności roślin na stres abiotyczny i biotyczny (Stewart i Hill, 

2014). Grzyby z rodzaju Trichoderma wykazują także oporność w stosunku do wielu 

toksycznych związków, np. środków ochrony roślin, metali ciężkich i związków 

metaloorganicznych. Wysoka aktywność metaboliczna sprawia, iż wyselekcjonowane szczepy 

Trichoderma są zdolne do degradacji wielu związków chemicznych, np. cyjanków, krezoli, 

fenoli, aromatycznych amin, zieleni malachitowej, WWA, a także środków ochrony roślin, np. 

kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D), 2,4-dichlorofenolu (2,4-DCP), 

pentachlorofenolu (PCP), dichlorodifenylotrichloroetanu (DDT), dichlorfosu, chloropiryfosu 

(Blaya i in., 2013; Tripathi i in., 2013). Te właściwości sprawiają, że Trichoderma są 

szczególnie interesującym obiektem badań, zwłaszcza dla potencjalnego zastosowania  

w bioremediacji skażonych gleb i wód.  

Niniejsza praca doktorska dotyczy oceny zdolności wybranych szczepów 

mikroskopowych grzybów strzępkowych z rodzaju Trichoderma: T. atroviride IM QF10,  

T. hamatum IM I-1, T. harzianum IM 0961, T. koningii IM 0956, T. citrinoviride IM 6325,  

T. harzianum KKP 534, T. viride KKP 792 oraz T. virens DSM 1963 do eliminacji alachloru  

i metolachloru. Jako model badawczy wybrano szczepy wyizolowane z różnych lokalizacji 

geograficznych (Polski, Rosji, Węgier, USA) i zdeponowane w różnych kolekcjach 

drobnoustrojów. Szczepy T. atroviride IM QF10, T. hamatum IM I-1, T. citrinoviride IM 6325, 

T. harzianum IM 0961 oraz T. koningii IM 0956 należą do kolekcji Katedry Mikrobiologii 

Przemysłowej i Biotechnologii Uniwersytetu Łódzkiego. T. harzianum KKP 534 i T. viride KKP 

792 pochodzą z Kolekcji Kultur Drobnoustrojów Przemysłowych (IBPRS) w Warszawie, 

natomiast T. virens DSM 1963 z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizmów i Hodowli 

Komórkowych (DSMZ). Wcześniejsze badania wykazały zdolność T. citrinoviride IM 6325 do 

efektywnej eliminacji pentachlorofenolu (Szewczyk i in., 2003), a także T. virens DSM 1963 

do biodegradacji tworzyw sztucznych (Klausmeier, 1972). Natomiast T. harzianum IM 0961 
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stymulował wzrost siewek pszenicy w obecności kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego 

(Bernat i in., 2018a). Ponadto przesłanką do podjęcia badań były również prace dotyczące 

zdolności szczepów T. virens oraz T. reesei do efektywnej eliminacji anilin i chloroanilin (m.in. 

3-chloro-4-metyloanilina (3,4-CMA), 2,6-dietyloanilina (2,6-DEA), 2-etylo-6-metyloanilina 

(2,6-EMA), 3,4-dichloroanilina (3,4-DCA)), które są produktami transformacji wielu 

herbicydów anilidowych (Cocaign i in., 2013). 
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II Cele pracy 

Za główne cele badań przeprowadzanych podczas realizacji pracy doktorskiej przyjęto: 

1. Analiza zdolności wybranych szczepów z rodzaju Trichoderma do biotransformacji 

alachloru i metolachloru.  

2. Ocena wpływu wybranych szczepów Trichoderma na wzrost siewek rzepaku 

poddanych ekspozycji na badane herbicydy chloroacetanilidowe. 

3. Badanie oddziaływania herbicydów na szczepy Trichoderma zdolne do 

biotransformacji chloroacetanilidów oraz analiza zmian adaptacyjnych indukowanych 

obecnością tych związków. 
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III Realizacja poszczególnych celów pracy 

III.1 Analiza zdolności wybranych szczepów z rodzaju Trichoderma do biotransformacji 

alachloru i metolachloru. 

W pierwszym etapie badań oceniono zdolność ośmiu szczepów grzybów 

strzępkowych z rodzaju Trichoderma: T. atroviride IM QF10, T. hamatum IM I-1, T. harzianum 

IM 0961, T. koningii IM 0956, T. citrinoviride IM 6325, T. harzianum KKP 534, T. viride KKP 

792 oraz T. virens DSM 1963 do biotransformacji alachloru i metolachloru. Wykazano iż, 

wszystkie badane mikroorganizmy charakteryzują się wysokim potencjałem degradacyjnym 

zarówno alachloru (50 mg/L) jak i metolachloru (50 mg/L), ale różnią się pod względem 

tempa eliminacji tych związków. Najszybszy ubytek alachloru odnotowano dla pięciu 

szczepów Trichoderma spp.: IM QF10, IM 6325, IM I-1, IM 0961 oraz IM 0956, które podczas 

początkowych 72 h eliminowały około 80-90% początkowego stężenia herbicydu. Natomiast 

po 168 h inkubacji odnotowano minimalną zawartość alachloru (ok.1%). Szczepy DSM 1963 

oraz KKP 792 charakteryzują się najniższą wydajnością eliminacji alachloru, po 7 dniach 

hodowli stwierdzono odpowiednio 80 i 89% ubytek zawartości ksenobiotyku. W przypadku 

hodowli Trichoderma sp. z dodatkiem metolachloru zaobserwowano wolniejsze tempo 

degradacji herbicydu niż w przypadku alachloru. Najefektywniejsza eliminacja wystąpiła 

pomiędzy 72 a 120 h inkubacji. W hodowlach IM 0956, IM 0961, IM QF10, IM I-1, IM 6325, 

KKP 534 oraz DSM 1963 odnotowano 62-79% eliminację metolachloru, natomiast szczep KKP 

792 powodował ubytek jedynie 40% substratu. Prawdopodobną przyczynę różnic w tempie 

biotransformacji alachloru i metolachloru można upatrywać w strukturze tych związków. 

Według danych literaturowych chloroacetanilidy posiadające łańcuch alkoksymetylowy 

zlokalizowany przy azocie amidowym (m.in. alachlor, acetochlor, butachlor) są szybciej 

degradowane niż herbicydy z łańcuchem alkoksyetylowym przy azocie amidowym (m.in. 

metolachlor, pretilachlor) (Hou i in., 2014; Zhang i in., 2011). Analizy widm masowych 

uzyskanych poprzez zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzężonej  

z tandemową spektrometrią mas umożliwiły identyfikację 8 metabolitów alachloru oraz 4 

metabolitów metolachloru, a dwa z nich zostały po raz pierwszy zidentyfikowane w hodowli 

mikroskopowych grzybów strzępkowych. Biotransformacja alachloru przez badane szczepy 

Trichoderma rozpoczyna się od reakcji dechlorynacji, a następnie podstawniki N-alkilowe 

ulegają reakcjom hydroksylacji, co w konsekwencji prowadzi do powstania mono-, di- lub 
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trihydroksylowanych produktów ubocznych. Natomiast metabolity metolachloru powstają 

głównie na drodze O-demetylacji podstawnika N-alkilowego oraz na drodze dechlorynacji. 

Biotransformacja jest najważniejszą drogą usuwania ksenobiotyków ze środowiska, jednakże 

może prowadzić do powstawania oraz akumulacji toksycznych i kancerogennych 

metabolitów pośrednich. Z tego powodu, między innymi, zabroniono w Europie aplikacji 

alachloru. Ocena toksyczności produktów mikrobiologicznej transformacji alachoru  

i metolachloru została wykonana z użyciem słonowodnego skorupiaka Artemia franciscana 

(test Artoxkit M). Wyniki testu Artoxkit M wskazują na niemal całkowitą detoksykację 

alachloru w hodowlach T. harzianum IM 0961, T. koningii IM 0956 oraz T. hamatum IM I-1.  

Z kolei w hodowlach KKP 534, KKP 792 i DSM 1963 zahamowanie ruchliwości larw  

A. fransciscana wynosiło 20-50% w porównaniu do 100% immobilizacji skorupiaków po 24 h 

inkubacji z alachlorem w stężeniu 50 mg/L. Badanie toksykologiczności ekstraktów 

pohodowlanych IM I-1, IM 0956, IM 0961, KKP 534 i KKP 792 inkubowanych z dodatkiem 

metolachloru wykazało 1,5-2,5-krotną redukcję toksyczności herbicydu w porównaniu  

z kontrolą abiotyczną. Uzyskane wyniki wyraźnie wskazują na spadek toksyczności zarówno 

alachloru jak i metolachloru przez badane szczepy Trichoderma. W ekstraktach 

pochodzących z hodowli IM QF10 i IM 6325 nietraktowanych herbicydami zaobserwowano 

wysoką śmiertelność A. franciscana, co może mieć związek z wytwarzaniem metabolitów 

wtórnych o aktywności przeciwdrobnoustrojowej oraz ich szkodliwym wpływie na wodne 

bezkręgowce m.in. A. franciscana i Daphnia magna (Favilla i in., 2006; Thiruchchelvan i in., 

2013). Ponadto w płynach pohodowlanych wyżej wymienionych szczepów grzybowych 

zidentyfikowano metabolity wtórne o działaniu przeciwdrobnoustrojowym, takie jak kwas 

harzianowy, kwas harziafilowy, T22azaphilon, T39butenolid i trichoharzin. Obecność tych 

związków, choć utrudnia interpretacje testów toksyczności, może chronić rośliny uprawne 

przed fitopatogenami.   

Wyniki badań mające na celu ocenę zdolności ośmiu wybranych szczepów 

Trichoderma do eliminacji popularnych chloroacetanilidów - alachloru i metolachloru, 

jakościową analizę powstałych produktów mikrobiologicznej transformacji, a także ocenę ich 

toksyczności zostały opisane w pracy oryginalnej "Biotransformation and detoxification of 

chloroacetanilide herbicides by Trichoderma spp. with plant growth-promoting activities" 
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(Pesticide Biochemistry and Physiology; 10.1016/j.pestbp.2019.11.018; IF= 3.44, 100 pkt 

MNiSW). 

Realizację pierwszego celu pracy doktorskiej kontynuowano poddając ocenie udział 

lakazy oraz cytochromu P450, w eliminacji alachloru przez szczep T. koningii IM 0956. Szczep 

ten został wybrany, ponieważ oprócz dużej aktywności w eliminacji alachloru był zdolny do 

utleniania aminobenzotriazolu (ABTS), co świadczy o wytwarzaniu lakazy, a także 

charakteryzował się wysoką tolerancją na miedź. Badania dotyczące niespecyficznych 

enzymów oksydacyjnych - lakazy oraz monooksygenazy cytochromu P450 wskazują na ich 

istotną rolę w metabolizmie ksenobiotyków, m.in.: alachloru (Chirnside i in., 2011; Pothuluri  

i in., 1993), bisfenolu A (Yang i in., 2013), 2,4-D (Nykiel-Szymańska i in., 2017), dibutylocyny 

(Siewiera i in., 2017) lub zieleni malachitowej (Jasińska i in., 2015).  

Lakaza jest enzymem oksydoredukcyjnym charakterystycznym dla grzybów białej 

zgnilizny, niemniej jednak potwierdzono zdolność do wytwarzania tego enzymu u niektórych 

grzybów z rodzaju Trichoderma: T. atroviride (Chakroun i in., 2010), T. aureoviridae 

(Khambhaty i in., 2015), T. harzianum (Sadhasivam i in., 2008) oraz T. koningii (Wang i in., 

2012). Spośród ośmiu badanych szczepów Trichoderma tylko szczep T. koningii IM 0956 

charakteryzował się aktywnością lakazy w hodowlach zarówno bez jak i z dodatkiem 

alachloru. Dodatek jonów miedzi do pożywki wzrostowej badanego szczepu znacząco 

stymulował aktywność lakazy w porównaniu do układu kontrolnego (0,02-0,42 U/L dla 

kontroli, 0,05-13,07 U/L dla prób badanych), co potwierdza dane literaturowe, iż dodatek Cu 

(II), jest niezbędny do wzmożonej aktywności lakazy (Chakroun i in., 2010; Khambhaty i in., 

2015). Najwyższą aktywność enzymu uzyskano w obecności 7,5 mM miedzi. Ponadto 

wykazano, że wysoka aktywność lakazy występuje przy jednoczesnej suplementacji hodowli 

T. konigii jonami miedzi oraz alachlorem. 

Następnie poddano ocenie udział enzymów oksydoredukcyjnych w procesie 

biotransformacji alachloru przez T. koningii poprzez analizę kinetyki rozkładu herbicydu  

w obecności inhibitorów lakazy (azydku sodu) oraz cytochromu P450 (aminobenzotriazolu  

i proadifenu). Dodatek azydku sodu do hodowli IM 0956 spowodował niewielkie, aczkolwiek 

istotne statystycznie zahamowanie tempa degradacji chloroacetanilidu przez cały okres 

trwania hodowli, co potwierdza udział lakazy w biotransformacji herbicydu przez IM 0956. 
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Natomiast obecność inhibitorów cytochromu P450 znacząco spowolniła tempo rozkładu 

alachloru podczas pierwszych 24 h hodowli, kiedy proces eliminacji ksenobiotyku zachodzi 

najintensywniej. Z kolei w późniejszych etapach hodowli wpływ inhibitorów był mniejszy, ale 

wciąż istotny statystycznie. Uzyskane wyniki pozwalają stwierdzić, iż biotransformacja 

alachloru przez T. koningii jest złożonym procesem obejmującym udział cytochromu P450 

oraz lakazy. Wybrany szczep charakteryzował się również tolerancją na obecność jonów 

miedzi (1,0-7,5 mM). Związki miedzi są nie tylko induktorem aktywności lakazy, ale również 

są często stosowane w ochronie roślin jako fungicydy (Filimonova i in., 2018). W związku  

z tym przeanalizowano również kinetykę rozkładu alachloru przez T. koningii w obecności 

tego metalu ciężkiego. W obecności 1 mM miedzi odnotowano ok. 20% zahamowanie tempa 

degradacji alachloru w trakcie pierwszych 24 h hodowli, natomiast w późniejszych etapach 

nie zaobserwowano różnic pomiędzy badanym układem a układem kontrolnym. 

Zastosowanie wyższych stężeń miedzi - 2,5 oraz 5 mM spowodowało silne zahamowanie 

biotransformacji ksenobiotyku (60-62%) w 24 h, natomiast ostatecznie spowodowały jedynie 

10-13% pogorszenie degradacji badanego związku.  

Wyniki badań dotyczących udziału enzymów oksydoredukcyjnych (lakazy, 

cytochromu P450) w eliminacji alachloru przez T. koningii IM 0956, a także oceny zdolności 

tego szczepu do jednoczesnej eliminacji herbicydu i jonów miedzi opublikowano w pracy 

eksperymetalnej "Potential of Trichoderma koningii to eliminate alachlor in the presence of 

copper ions" (Ecotoxicology and Environmental Safety 2018, 162, 1-9; 

10.1016/j.ecoenv.2018.06.060 IF= 3.974, 30 pkt MNiSW). 

Stwierdzenia cząstkowe dotyczące oceny zdolności wybranych szczepów z rodzaju 

Trichoderma do biotransformacji alachloru i metolachloru 

1. Szczepy Trichoderma: T. atroviride IM QF10, T. hamatum IM I-1, T. harzianum IM 

0961, T. koningii IM 0956, T. citrinoviride IM 6325, T. harzianum KKP 534, T. viride 

KKP 792 oraz T. virens DSM 1963 charakteryzują się zdolnością do eliminacji alachloru 

i metolachloru, ale różnią się pod względem efektywności degradacji tych związków.  

2. Analiza widm masowych uzyskanych poprzez zastosowanie wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej sprzężonej z tandemową spektrometrią mas umożliwiła 

identyfikację 8 metabolitów alachloru oraz 4 metabolitów metolachloru. Dwa 
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metabolity metolachloru: N-(2-etylo-6-metylofenylo)-2-hydroksy-N-(2-hydroksy-1-

metyloetylo)acetamid oraz N-(2-etylo-6-metylofenylo)-N-(2-hydroksy-1-

metyloetylo)acetamid zostały po raz pierwszy zidentyfikowane w hodowli 

mikroskopowych grzybów strzępkowych jako produkt degradacji tego herbicydu. 

Biotransformacja badanych ksenobiotyków przez Trichoderma spp. zachodzi głównie 

na drodze reakcji hydroksylacji, dechlorynacji oraz demetylacji. 

3. Mikrobiologiczna transformacja alachloru i metolachloru prowadzi do zmniejszenia 

toksyczności środowiska, a w przypadku przekształceń alachloru przez szczepy  

T. hamatum IM I-1, T. koningii IM 0956 i T. harzianum IM 0956 stwierdzono niemal 

całkowitą detoksykację. 

4. W biotransformacji alachloru przez szczep T. koningii IM 0956 biorą udział cytochrom 

P450 (szczególnie w początkowym etapie procesu) oraz lakaza. Proces zachodzi 

również w obecności jonów miedzi. Stężenia metalu w zakresie 2,5 - 5 mM powodują 

zahamowanie eliminacji jedynie o 10-13% . 
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III.2 Ocena wpływu wybranych szczepów Trichoderma na wzrost siewek rzepaku 

poddanych ekspozycji na badane herbicydy chloroacetanilidowe. 

Aplikacja herbicydów o działaniu selektywnym, w tym także herbicydów 

chloroacetanilidowych oprócz niszczenia roślin docelowych może również działać 

niekorzystnie na uprawy roślin objętych przez nie ochroną (Ahemad i Kibret, 2014). Grzyby 

strzępkowe z rodzaju Trichoderma są kosmopolitycznymi mikroorganizmami  

o potwierdzonym pozytywnym wpływie na wzrost i rozwój roślin (Viterbo i in., 2010; Zhang  

i in., 2016). W związku z tym realizację drugiego celu niniejszej rozprawy doktorskiej 

rozpoczęto od oceny wpływu wybranych szczepów Trichoderma na długość pędów i korzeni 

7-dniowych siewek rzepaku poddanych ekspozycji na alachlor (1,5 mg/L) i metolachlor (1,0 

mg/L). Jako model roślinny wybrano rzepak, ponieważ jest jedną z najważniejszych  

i najpopularniejszych roślin oleistych uprawianych na całym świecie, a w ochronie jego 

upraw przed chwastami stosowane są herbicydy chloroacetanilidowe (Stamper i Tuovinen, 

1998; Lin i in., 2013). Wykazano, iż w obecności szczepów T. harzianum KKP 534 oraz T. viride 

KKP 792 zwiększyła się długość korzeni i pędów siewek rzepaku odpowiednio o 38 i 45%  

w porównaniu do układu kontrolnego bez Trichoderma spp.. Stymulację wzrostu rzepaku 

poprzez aplikację zarodników badanych szczepów Trichoderma odnotowano zwłaszcza  

w obecności alachloru i metolachloru. W przypadku T. koningii IM 0956, T. harzianum KKP 

534 oraz T. viride KKP 792 odnotowano pozytywny wpływ na wzrost korzeni. Natomiast 

inokulacja siewek rzepaku zarodnikami IM 0956, KKP 534, KKP 792 oraz DSM 1963 znacząco 

wpłynęła na wydłużenie pędów rzepaku. W pracy określono również poziom chlorofilu.  

W sadzonkach rzepaku narażonych na działanie metolachloru zaobserwowano statystycznie 

istotny wzrost zawartości chlorofilu w wyniku aplikacji pięciu spośród ośmiu badanych 

szczepów Trichoderma: T. hamatum IM I-1, T. harzianum IM 0961, T. koningii IM 0956,  

T. citrinoviride IM 6325 oraz T. harzianum KKP 534. Natomiast w przypadku oddziaływania 

alachloru pozytywny wpływ na poziom chlorofilu odnotowano podczas zastosowania 

zarodników IM 0961 oraz IM 0956.  

W kolejnym etapie pracy zbadano zdolności grzybów do rozpuszczania fosforanów, 

wytwarzania sideroforów oraz produkcji deaminazy 1-aminocyklopropano-1-karboksylowej 

(ACCD). Aktywności te mogą świadczyć o promowaniu wzrostu roślin przez badane szczepy 

Trichoderma. Biodostępność fosforu, podstawowego makroskładnika odżywczego roślin,  
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w glebie jest ograniczona ze względu na występowanie w postaci nierozpuszczalnych form 

m.in. fosforanu wapnia, żelaza czy glinu. Źródła literaturowe wskazują, że grzyby z rodzaju 

Trichoderma sp. są zdolne do rozpuszczania fosforanów dzięki wytwarzaniu słabych kwasów 

organicznych (Saravanakumar i in., 2013). Uzyskane wyniki wskazują, że począwszy od 

pierwszych 24 godzin hodowli wszystkie badane szczepy grzybowe były zdolne do 

rozpuszczania fosforanów. Ich stężenie w supernatantach z płynnych hodowli szczepów 

Trichoderma wahało się od 132 do 164 mg/L, natomiast w kontrolach abiotycznych wynosiło 

13-18 mg/L. Negatywny wpływ herbicydów na rozpuszczalność fosforanów odnotowano 

przez cały okres trwania hodowli T. harzianum KKP 534, T. viride KKP 792 oraz T. virens DSM 

1963. Solubilizacja fosforanów przez wyżej wymienione szczepy była hamowana 

najintensywniej w 24 h inkubacji o odpowiednio 85, 50 i 65% w hodowlach z dodatkiem 

alachloru oraz 86, 53 i 58% w hodowlach z dodatkiem metolchloru. Natomiast dla 

pozostałych szczepów nie odnotowano znaczącego pogorszenia rozpuszczania fosforanów. 

Grzyby z rodzaju Trichoderma są również znane jako producenci sideroforów, metabolitów 

wtórnych wykazujących korzystne biologiczne działanie na wzrost roślin (Kumar Ghosh i in., 

2015). Potwierdzono, że wszystkie badane szczepy charakteryzowały się zdolnością do 

wytwarzania sideroforów zarówno w układzie bez jak i z dodatkiem chloroacetanilidów.  

W hodowlach Trichoderma sp. z dodatkiem herbicydów odnotowano inhibicję wytwarzania 

sideroforów  w ciągu pierwszych 24 h inkubacji. W starszych hodowlach chloroacetanilidy nie 

hamowały już syntezy sideroforów, a nawet w przypadku szczepu IM 0961 oraz KKP 792 

zaobserwowano indukcję wytwarzania tych metabolitów wtórnych w obecności alachloru  

i metolachloru.  

Dla szczepów T. harzianum IM 0961, T. harzianum KKP 534, T. koningii IM 0956 oraz 

T. citrinoviride IM 6325, które charakteryzowały się najlepszymi właściwościami 

promującymi wzrost roślin w obecności badanych chloroacetanilidów, a także największą 

efektywnością w ich biotransformacji, określono również aktywność deaminazy ACC (ACCD). 

ACCD jest enzymem hydrolizującym prekursor etylenu, a przez to bierze udział w obniżeniu 

jego poziomu w tkankach roślinnych, co prowadzi do opóźnienia starzenia się roślin oraz 

stymulacji odporności na różne czynniki stresowe (Viterbo i in., 2010). Aktywność deaminazy 

ACC stwierdzono u wszystkich wybranych szczepów Trichoderma. Największą aktywnością 

tego enzymu charakteryzował się szczep IM 0961 (52,14 μM α-ketomaślanu/mg białka/h) 
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czyli od 3 do 6-razy wyższą w porównaniu z pozostałymi szczepami. Ponadto wyniki wskazują 

również na indukcję aktywności enzymu w hodowli IM 0961 z dodatkiem alachloru  

i metolachloru. Mikroorganizmy promujące wzrost roślin w warunkach optymalnych mają 

aktywność ACCD na stosunkowo niskim poziomie, ale pod wpływem stresu biotycznego lub 

abiotycznego jej aktywność może być stymulowana, a tym samym może minimalizować 

działanie czynnika stresowego (Glick, 2014).  

Wyniki badań dotyczących wybranych szczepów Trichoderma na wzrost siewek 

rzepaku poddanych ekspozycji na działanie alachloru i metolachloru oraz rezultaty 

eksperymentów mających na celu potwierdzenie potencjału badanych Trichoderma spp.  

w promowaniu wzrostu roślin zostały opublikowane w pracy doświadczalnej 

"Biotransformation and detoxification of chloroacetanilide herbicides by Trichoderma spp. 

with plant growth-promoting activities" (Pesticide Biochemistry and Physiology, 

10.1016/j.pestbp.2019.11.018; IF= 344, 100 pkt MNiSW). 

Stwierdzenia cząstkowe dotyczące oceny wpływu wybranych szczepów 

Trichoderma na wzrost siewek rzepaku poddanych ekspozycji na badane herbicydy 

chloroacetanilidowe. 

1. Spośród badanych szczepów Trichoderma: T. harzianum KKP 534, T. viride KKP 792,  

T. koningii IM 0956 oraz T. virens DSM 1963 stymulują wzrost korzeni i pędów 

rzepaku zarówno w układzie z jak i bez dodatku alachloru i metolachloru.  

2. Wszystkie szczepy Trichoderma wykazują cechy świadczące o wspomaganiu wzrostu 

roślin poprzez wytwarzanie sideroforów oraz rozpuszczanie fosforanów. Aktywności 

te występowały przez cały okres trwania hodowli. Nie wykazano negatywnego wpływ 

badanych chloroacetanilidów na proces wytwarzania związków chelatujących jony 

żelaza dla hodowli stacjonarnych. Natomiast w hodowlach 24 h prowadzonych  

w obecności herbicydów odnotowano wyraźne zahamowanie wytwarzania 

sideroforów. Dodatek herbicydów powodował pogorszenie rozpuszczania fosforanów 

przez cały czas inkubacji w przypadku trzech badanych szczepów: T. harzianum KKP 

534, T. viride KKP 792 oraz T. virens DSM 1963. 

3.  Dla najbardziej aktywnych w degradacji szczepów wykazano aktywność deaminazy  

1-aminocyklopropano-1-karboksylowej (ACC), enzymu, którego aktywność może 
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stymulować odporności na różne czynniki stresowe. Co istotne dla szczepu  

T. harzianum IM 0961 aktywność tego enzymu była stymulowana przez 

chloroacetanilidy. 
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III.3 Badanie oddziaływania herbicydów na szczepy Trichoderma zdolne do 

biotransformacji oraz analiza zmian adaptacyjnych indukowanych obecnością 

tych związków. 

Jednym z mechanizmów toksycznego oddziaływania alachloru i metolachloru jest 

indukcja stresu oksydacyjnego poprzez nadprodukcję reaktywnych form tlenu (RFT), co  

w rezultacie może prowadzić do uszkodzenia biomolekuł (Jang i in., 2016). Dotychczas 

prowadzone badania dotyczące stresu oksydacyjnego oraz jego konsekwencji dotyczyły 

głównie roślin (Singh i in., 2017; Štajner i in., 2004), kręgowców (Yi i in., 2007), a także tkanek 

zwierzęcych (Burman i in., 2003). Niemniej jednak wciąż niewiele wiadomo na temat 

odpowiedzi na stres oksydacyjny mikroorganizmów zdolnych do efektywnej eliminacji 

chloroacetanilidów. W związku z tym realizację ostatniego celu niniejszej rozprawy 

doktorskiej rozpoczęto od oceny indukcji stresu oksydacyjnego w hodowlach badanych 

grzybów mikroskopowych poddanych ekspozycji na alachlor i metolachlor poprzez 

zastosowanie popularnych biomarkerów. W pierwszym etapie przeprowadzono detekcję in 

situ anionorodnika ponadtlenkowego (O2
•−) oraz rodnika hydroksylowego/nadtlenoazotynu 

(HO•/ONOO–) w grzybniach ośmiu szczepów Trichoderma: T. atroviride IM QF10,  

T. hamatum IM I-1, T. harzianum IM 0961, T. koningii IM 0956, T. citrinoviride IM 6325,  

T. harzianum KKP 534 oraz T. virens DSM 1963 poddanych ekspozycji na działanie alachloru  

i metolachloru. Detekcja wyżej wymienionych RFT została wykonana poprzez zastosowanie 

barwników, służących do oceny komórkowego stresu oksydacyjnego - błękitu 

nitrotetrazoliowego (NBT) dla anionorodnika ponadtlenkowego (O2
•−) oraz dioctanu  

2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCFDA) dla rodnika hydroksylowego/nadtlenoazotynu 

(HO•/ONOO–). H2DCFDA jest niespecyficznym wskaźnikiem stresu oksydacyjnego i jest 

powszechnie stosowany do określania ogólnego poziomu reaktywnych form tlenu (Słaba  

i in., 2015; Bernat i in., 2018; Maronić i in., 2018). Jednakże według Kalyanaraman i wsp. 

(2012), a także informacji zawartych w Molecular Probes Handbook (Termofisher) (Johnson  

i Spence, 2010) barwnik ten należy stosować dla określenia poziomu HO• jak i ONOO–. 

Uzyskane w pracy wyniki wskazują na wysoki poziom wewnątrzkomórkowego O2
•−,  

a jednocześnie dużo niższy poziom HO•/ONOO–, a zatem stosując barwnik H2DCFDA  

i wykrywając tylko HO•/ONOO– nie zawsze można określić ogólną pulę RFT. Najwyższy 

poziom reaktywnych form tlenu odnotowano w hodowlach Trichoderma spp. pochodzącym 

z wykładniczej fazy wzrostu (24 h). Zaobserwowano, iż chloracetanilidy wpływały znacząco 
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na nadprodukcję anionorodnika ponadtlenkowego w porównaniu do poziomu drugiego 

wykrywanego rodnika HO•/ONOO–. Obecność chloroacetanilidów spowodowała 4-8-krotny 

wzrost poziomu O2
•− w hodowlach IM 0956, IM QF10, IM 0961 i IM 6325, natomiast  

w hodowlach KKP 534, KKP 792 oraz DSM 1963 odnotowano 15-28-krotny wzrost 

anionorodnika ponadtlenkowego. Odnotowano również zwiększone wytwarzanie rodnika 

hydroksylowego/nadtlenoazotynu w grzybni Trichoderma spp. w wyniku oddziaływania 

herbicydów, jednakże w większości przypadków bez statystycznego znaczenia. Uzyskane 

wyniki wskazują na indukcję stresu oksydacyjnego w wykładniczej fazie wzrostu u większości 

badanych Trichoderma spp.. Natomiast w stacjonarnej fazie wzrostu (72 h) zaobserwowano 

istotny spadek poziomu zarówno O2
•− jak i HO•/ONOO–, co wskazuje na aktywną odpowiedź 

systemu antyoksydacyjnego. Indukcja RFT oraz ich wewnątrzkomórkowa akumulacja może 

być również spowodowana wysoką aktywnością metabolizmu szczepów Trichoderma, 

podczas biotransformacji badanych chloroacetanilidów.  

Ponieważ w pierwszym etapie realizacji tego celu pracy wykazano wzmożony poziom 

RFT, sprawdzono również czy alachlor i metolachlor wywołują oksydacyjne uszkodzenia 

lipidów oraz białek w hodowlach badanych grzybów strzępkowych. Peroksydację lipidów 

oceniono poprzez pomiar zawartości substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

(TBARS) oraz grup karbonylowych w przypadku utleniania białek. Zaobserwowano wzrost 

poziomu produktów peroksydacji lipidów w próbach z dodatkiem herbicydów zarówno  

w wykładniczej (24 h) jak i stacjonarnej (72 h) fazie wzrostu u siedmiu spośród ośmiu 

szczepów Trichoderma (1,5-3-krotny w porównaniu do układu kontrolnego). Jedynie  

w przypadku szczepu DSM 1963 nie odnotowano żadnych zmian w poziomie TBARS pod 

wpływem alachloru i metolachloru. Wyniki wskazują, że wzmożona nadprodukcja TBARS  

w ciągu pierwszych 24 h inkubacji jest spowodowana nadprodukcją RFT, a także 

potwierdzają indukcję stresu oksydacyjnego u badanych grzybów pod wpływem 

chloroacetanilidów. Natomiast akumulacja produktów peroksydacji lipidów w fazie 

stacjonarnej, kiedy dla większości badanych szczepów odnotowano niższy niż w 24 h poziom 

rodników, może być związany z łańcuchowym charakterem reakcji zaangażowanych w ten 

proces (Li i in., 2009). W wykładniczej fazie wzrostu odnotowano również wzrost poziomu 

produktów peroksydacji białek w hodowlach IM 6325, IM I-1 i KKP 792 z dodatkiem alachloru 

oraz w hodowlach IM QF 10, IM 6325, IM I-1, IM 0956 oraz DSM 1963 z dodatkiem 



23 
 

metolachloru. Podwyższony poziom grup karbonylowych także jest skorelowany  

z nadprodukcją RFT i jest kolejnym dowodem potwierdzającym indukcję stresu 

oksydacyjnego w hodowlach Trichoderma spp.. Z kolei po trzech dniach inkubacji w wyżej 

wymienionych hodowlach zaobserwowano spadek zawartości grup karbonylowych, co 

sugeruje aktywną odpowiedź systemu antyoksydacyjnego badanych szczepów. Kolejną 

możliwością jest zaangażowanie enzymów proteolitycznych w eliminację zmodyfikowanych 

oksydacyjnie białek, które często są określane mianem wtórnej obrony antyoksydacyjnej 

(Nyström, 2005)  

Odpowiedź systemu antyoksydacyjnego szczepów Trichoderma została oceniona 

poprzez pomiar aktywności enzymów - katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), 

które stanowią pierwszą linię obrony przeciwko stresowi oksydacyjnemu. Zaobserwowano 

zróżnicowaną odpowiedź badanych enzymów antyoksydacyjnych na stres wywołany 

obecnością alachloru i metolachloru w hodowlach grzybów strzępkowych z rodzaju 

Trichoderma. Po 3 dniach inkubacji odnotowano 2-6-krotną indukcję aktywności katalazy  

w hodowlach IM 6325, KKP 534, KKP 792 i DSM 1963 z dodatkiem ksenobiotyków  

w porównaniu do prób pochodzących z pierwszych 24 h hodowli, co wskazuje na aktywną 

odpowiedź systemu antyoksydacyjnego. Natomiast zwiększony poziom anionorodnika 

ponadtlenkowego w próbach z dodatkiem herbicydów nie znalazł odzwierciedlenia  

w indukcji aktywności dysmutazy ponadtlenkowej u większości badanych mikroorganizmów. 

Jedynie w przypadku hodowli IM I-1 i DSM 1963 z dodatkiem alachloru oraz KKP 792  

z dodatkiem metolachloru odnotowano stymulację aktywności SOD po 24 godzinach 

inkubacji.  

Mechanizm działania chloroacetanilidów, w tym także alachloru i metoalchloru 

opiera się na zahamowaniu syntezy białek i kwasów tłuszczowych o długich łańcuchach 

węglowych (Souissi i in., 2013). Zmiany w składzie lipidów błonowych, zwłaszcza fosfolipidów 

(PLs), odgrywają ważną rolę w adaptacji do różnych warunków stresowych (Bernat i in., 

2018b; De Kroon i in., 2013; Słaba i in., 2013b; Stolarek i in., 2019; Zawadzka i in., 2017).  

W związku z tym realizację ostatniego celu pracy kontynuowano poddając analizie wpływ 

badanych chloracetanilidów na skład fosfolipidów błonowych ośmiu szczepów Trichoderma. 

Zidentyfikowano następujące klasy lipidów: fosfatydylocholiny (PC), 

fosfatydyloetanoloaminy (PE), kwas fosfatydowy (PA), fosfatydyloseryny (PS) oraz 
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fosfatydyloinozytol (PI). Dominującą klasą fosfolipidów były fosfatydylocholiny stanowiące 

31,63-82,23% wszystkich analizowanych klas. Natomiast zawartość PE, PA, PI oraz PS  

w układach kontrolnych wynosiła odpowiednio 7,12–37,42, 0,41–2285, 0,71–12,48 oraz 

0,31–6,59%. Spośród dwóch badanych herbicydów metolachlor wyraźnie modyfikował profil 

lipidowy Trichoderma spp. w stacjonarnej fazie wzrostu, co przejawiało się zmianami 

ilościowymi w składzie PA, PC oraz PE. W hodowlach IM QF10, IM I-1 oraz IM 0956  

z dodatkiem metolachloru odnotowano wzrost zawartości PE, który jest skorelowany ze 

zmniejszoną zawartością PC, co sugeruje usztywnienie błony komórkowej badanych grzybów 

strzępkowych. Natomiast odwrotną korelację zaobserwowano w hodowlach IM 6325,  

IM 0961 i KKP 534 z dodatkiem metolachloru, a także w hodowlach IM 0961, IM I-1, IM 0956 

oraz KKP 534 z dodatkiem alachloru, co z kolei wskazuje na wzrost płynności błony 

Trichoderma spp.. Ponadto w wyniku ekspozycji na metolachlor zaobserwowano również w 

fazie stacjonarnej wyraźny wzrost poziomu kwasu fosfatydowego u IM I-1, IM 0956 oraz KKP 

534. PA jest lipidem sygnałowy, którego poziom w dwuwarstwie lipidowej może ulec 

zwiększeniu w wyniku oddziaływania stresu abiotycznego lub biotycznego (Testerink  

i Munnik, 2005). Działanie metolachloru potwierdza te doniesienia.  

Kondycję błony komórkowej szczepów  Trichoderma spp. narażonych na działanie 

alachloru i metolachloru określono poprzez pomiar wewnątrzkomórkowej akumulacji jodku 

propidu wewnątrz strzępek badanych drobnoustrojów. Obecność ksenobiotyków 

spowodowała minimalny wzrost przepuszczalności błony zarówno w wykładniczej jak  

i stacjonarnej fazie wzrostu, jednakże w większości przypadków bez znaczenia statycznego. 

Pomimo wzrostu poziomu produktów peroksydacji lipidów oraz zmian w składzie 

fosfolipidów, nie zaobserwowano znaczących zmian w przepuszczalności błon komórkowych 

Trichoderma spp. w wyniku ekspozycji na alachlor i metolachlor.  

Wyniki badań dotyczące oddziaływania herbicydów na szczepy Trichoderma zdolne 

do biotransformacji oraz zmian adaptacyjnych w odpowiedzi na obecność tych związków 

zostały opublikowane w pracy oryginalnej "Assessment of oxidative stress and phospholipids 

alterations in chloroacetanilides-degrading Trichoderma spp.." (Ecotoxicology and 

Environmenral Safety 184; 10.1016/j.ecoenv.2019.109629, IF=3.974, 100 pkt MNiSW).  
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Stwierdzenia cząstkowe dotyczący oceny oddziaływania herbicydów na szczepy 

Trichoderma zdolne do biotransformacji oraz zmian adaptacyjnych w odpowiedzi na 

obecność tych związków. 

1. Wzrost poziomu wewnątrzkomórkowych reaktywnych form tlenu (RFT), produktów 

peroksydacji lipidów (TBARS) oraz białek (grup karbonylowych) sugerują indukcję 

stresu oksydacyjnego w fazie wzrostu wykładniczego (24 h) badanych szczepów 

Trichoderma poddanych ekspozycji na działanie alachloru lub metolachloru.  

2.  Znaczący spadek RFT oraz produktów peroksydacji białek, a także zmiany  

w aktywności katalazy w fazie stacjonarnej (72 h) wskazują na aktywną odpowiedź 

systemu antyoksydacyjnego badanych grzybów strzępkowych w odpowiedzi na stres 

wywołany obecnością chloroacetanilidów. 

3. Zmiany w profilu fosfolipidowym grzybów Trichoderma w odpowiedzi na toksyczne 

działanie herbicydów wskazują na mechanizm adaptacyjny, który może być związany 

z tolerancją Trichoderma spp. na badane związki.  

4. Mechanizm toksycznego działania herbicydów chloroacetanilidowych nie jest 

związany ze zwiększeniem przepuszczalności błony komórkowej Trichoderma spp. 
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IV. Podsumowanie i wnioski końcowe 

1. Badane szczepy Trichoderma: T. atroviride IM QF10, T. hamatum IM I-1, T. harzianum 

IM 0961, T. koningii IM 0956, T. citrinoviride IM 6325, T. harzianum KKP 534, T. viride 

KKP 792 oraz T. virens DSM 1963 charakteryzują się wysoką wydajnością eliminacji 

alachloru jak i metolachloru, a szczególnie alachloru, który jest szybciej i efektywniej 

usuwany z hodowli.   

2. Biotransformacja ksenobiotyków przez Trichoderma spp. przebiega na drodze reakcji 

hydroksylacji, demetylacji oraz dechlorynacji. Zidentyfikowano 8 pochodnych alachloru 

i 4 pochodne metalochloru, w tym 2 po raz pierwszy zidentyfikowane jako produkty 

metabolizmu grzybów.  

3. Biotransformacja alachloru i metolachloru przez szczepy Trichoderma prowadzi do 

zmniejszenia toksyczności środowiska, a w przypadku eliminacji alachloru przez szczepy 

T. hamatum IM I-1, T. harzianum IM 0961 oraz T. koningii IM 0956 stwierdzono niemal 

całkowitą detoksykację.  

4. Proces przekształcania alachloru przez szczep T. koningii IM 0956 obejmuje udział 

cytochromu P450 oraz lakazy. Ponadto szczep IM 0956 jest zdolny do efektywnej 

eliminacji alachloru w obecności wysokich stężeń jonów miedzi.  

5. Wybrane szczepy Trichoderma stymulują wzrost siewek rzepaku w układzie bez jak  

i z dodatkiem badanych herbicydów oraz minimalizują ich niekorzystny wpływ na 

rzepak. Wykazują również cechy świadczące o promowaniu wzrostu roślin, m.in. 

zdolność do wytwarzania sideroforów, rozpuszczanie fosforanów oraz aktywność 

deaminazy ACC. 

6. Spadek zawartości wewnątrzkomórkowych reaktywnych form tlenu (RFT), produktów 

peroksydacji białek i wzmożona aktywność katalazy podczas biotransformacji 

chloroacetanilidów przez szczepy Trichoderma wskazuje na aktywną odpowiedź 

systemu antyoksydacyjnego oraz mechanizm adaptacji badanych drobnoustrojów.  

7. Zmiany w ogólnej zawartości dwóch głównych klas fosfolipidów - fosfatydylocholin oraz 

fosfatydyloetanoloamin można również uznać za mechanizm adaptacyjny szczepów 

Trichoderma chroniący przed toksycznym oddziaływaniem chloroacetanilidów.  
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8. Spośród badanych szczepów Trichoderma najbardziej interesującym modelem 

badawczym jest T. koningii IM 0956 ze względu na jedną z najlepszych aktywności 

degradacyjnych herbicydów połączoną z jednoczesnym promowaniem wzrostu, 

również w obecności alachloru i metolachloru. 
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V. Streszczenie 

Alachlor i metolachlor są przed- i powschodowymi herbicydami, powszechnie 

stosowanymi w ochronie upraw rolniczych i ogrodniczych ze względu na dużą skuteczność 

oraz umiarkowaną trwałość w środowisku. Z powodu niekontrolowanego oraz nadmiernego 

stosowania tych herbicydów, substancje te stanowią realne zagrożenie dla środowiska 

naturalnego oraz organizmów niebędących celem zwalczania. Biodegradacja jest 

najważniejszą i najefektywniejszą drogą eliminacji chloroacetanilidów ze środowiska,  

a kluczową rolę w tym procesie przypisuje się mikroorganizmom wyizolowanym ze 

skażonych środowisk, które często charakteryzują się tolerancją w stosunku do toksycznych 

związków. 

Niniejsza praca doktorska dotyczy zdolności wybranych szczepów Trichoderma  

w biotransformacji alachloru i metolachloru z jednoczesnym uwzględnieniem oddziaływania 

tychże związków na system antyoksydacyjny oraz profil lipidowy modelu badawczego. 

Ponadto poddano również ocenie zdolność Trichoderma spp. do promowania wzrostu roślin. 

W trakcie realizacji pierwszego celu rozprawy doktorskiej wykazano, iż wszystkie 

badane szczepy Trichoderma: T. atroviride IM QF10, T. hamatum IM I-1, T. harzianum  

IM 0961, T. koningii IM 0956, T. citrinoviride IM 6325, T. harzianum KKP 534, T. viride KKP 

792 oraz T. virens DSM 1963 charakteryzują się zdolnością do eliminacji alachloru  

i metolachloru, ale różnią się pod względem efektywności degradacji tych związków. 

Metabolizm chloroacetanilidów przez badane grzyby strzępkowe przebiega głównie na 

drodze reakcji dechlorynacji, demetylacji oraz hydroksylacji. Analiza toksyczności produktów 

mikrobiologicznej degradacji ksenobiotyków wskazuje na zmniejszenie toksyczności 

środowiska. Stwierdzono również, że w przypadku szczepu T. koningii IM 0956 eliminacja 

alachloru jest złożonym procesem obejmującym udział zarówno cytochromu P450 jak  

i lakazy. Kolejny cel naukowy dotyczył wpływu badanych szczepów Trichoderma na wzrost  

7-dniowych siewek rzepaku poddanych ekspozycji na alachlor i metolachlor. Spośród 

badanych szczepów Trichoderma: T. harzianum KKP 534, T. viride KKP 792, T. koningii  

IM 0956 oraz T. virens DSM 1963 stymulowały wzrost korzeni i pędów rzepaku zarówno  

w układzie z jak i bez dodatku herbicydów. Wykazano również, że wszystkie szczepy 

wykazują cechy świadczące o promowaniu wzrostu m.in. zdolność do wytwarzania 

sideroforów czy rozpuszczanie fosforanów. Dla najbardziej aktywnych w degradacji 
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Trichoderma spp. wykazano aktywność deaminazy 1-aminocyklopropano-1-karboksylowej 

(ACC), a dla szczepu T. harzianum IM 0961 aktywność tego enzymu była wyższa po ekspozycji 

na chloroacetanilidy. Podczas realizacji ostatniego celu niniejszej pracy sprawdzono 

oddziaływania alachloru i metolachloru na drobnoustroje zdolne do ich efektywnej 

biotransformacji. Detekcja in situ wewnątrzkomórkowych reaktywnych form tlenu oraz 

obecność produktów peroksydacji białek i lipidów w wykładniczej fazie wzrostu badanych 

Trichoderma spp. potwierdziła indukcję stresu oksydacyjnego w wyniku ekspozycji na 

alachlor i metolachlor. Z drugiej strony znaczący spadek RFT oraz produktów peroksydacji 

białek, a także zmiany w aktywności katalazy w fazie stacjonarnej (72 h) wskazują na 

aktywną obronę systemu antyoksydacyjnego badanych grzybów strzępkowych w odpowiedzi 

na stres wywołany obecnością chloroacetanilidów. Zmiany w profilu fosfolipidowym grzybów 

Trichoderma, zwłaszcza w obrębie dwóch głównych klas PC i PE w odpowiedzi na toksyczne 

działanie herbicydów, mogą świadczyć o mechanizmie adaptacyjnym. Ponadto nie 

odnotowano statystycznie znaczącego wzrostu przepuszczalności błon komórkowych 

Trichoderma spp po ekspozycji na chloroacetanilidy. 

Badania przeprowadzone w trakcie tworzenia niniejszej rozprawy doktorskiej mają 

charakter podstawowy, niemniej jednak wykazały możliwość potencjalnego zastosowania 

kosmopolitycznych grzybów strzępkowych z rodzaju Trichoderma w bioremediacji obszarów 

rolniczych skażonych pozostałościami chloroacetanilidów. Jest to szczególnie istotne  

w przypadku alachloru, którego stosowanie w UE zostało zabronione m.in. ze względu na 

ksenoestrogenne właściwości. Spośród badanych szczepów Trichoderma najbardziej 

interesującym modelem badawczym jest T. koningii IM 0956 ze względu na jedną  

z najlepszych aktywności degradacyjnych herbicydów połączoną z jednoczesnym 

promowaniem wzrostu, również w obecności alachloru i metolachloru. 
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VI. Abstract 

Alachlor and metolachlor are pre- and post-emergent herbicides commonly used in 

the protection of agricultural and horticultural crops due to their high effectiveness and 

moderate environmental stability. Owing to the uncontrolled and excessive use of these 

herbicides, they pose a real threat to the natural environment and non-target organisms. 

Biodegradation is the most important method of controlling the dissipation of 

chloroacetanilide herbicides in the natural environment, a key role in this process is 

attributed to microorganisms isolated from contaminated environments, which are often 

characterized by tolerance to toxic compounds. 

This doctoral thesis focuses on the analysis of the ability of selected Trichoderma 

strains to biotransform alachlor and metolachlor with a simultaneous consideration of the 

impact of these compounds on the antioxidant system and lipid profile of the fungal 

research model. Moreover, Trichoderma spp. ability to promote plant growth has been 

evaluated. 

During the study, it was shown that all tested Trichoderma strains: T. atroviride  

IM QF10, T. hamatum IM I-1, T. harzianum IM 0961, T. koningii IM 0956, T. citrinoviride  

IM 6325, T. harzianum KKP 534, T viride KKP 792 and T. virens DSM 1963 were characterized 

by the ability to eliminate alachlor and metolachlor but differed in the efficiency of 

degradation of the xenobiotics. Biotransformation of the herbicides was performed mainly 

by the reaction of dechlorination, demethylation and hydroxylation. The analysis of the 

toxicity of microbial degradation products of chloroacetanilides indicated a reduction in 

environmental toxicity. It was also found that in the case of the strain T. koningii IM 0956, 

the elimination of alachlor was a complex process involving both cytochrome P450 and 

laccase. The subsequent aim of the thesis concerned the impact of the studied Trichoderma 

strains on the growth of 7-day rape seedlings exposed to alachlor and metolachlor. Among 

the tested Trichoderma strains, T. harzianum KKP 534, T. viride KKP 792, T. koningii IM 0956 

and T. virens DSM 1963 stimulated the growth of roots and shoots of rapeseed seedlings 

treated with alachlor or metolachlor. All tested strains exhibited plant growth-promoting 

traits, such as siderophore production and phosphate solubilization, even in the presence of 

chloroacetanilide herbicides. Trichoderma spp. with the highest capability to effectively 

eliminated tested chloroacetanilides, were also characterized by the ability to produce  
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1-aminocyclopropane-1-carboxylic deaminase (ACCD), and for the T. harzianum IM 0961 

strain the activity of this enzyme was higher after exposure to chloroacetanilides. The last 

stage of the thesis was an assessment of the effect of alachlor and metolachlor on 

microorganisms capable of their effective biotransformation. The overproduction of 

intracellular reactive oxygen species (especially the superoxide anion) and increased lipid 

and protein oxidative damage confirmed chloroacetanilide-induced stress in Trichoderma 

spp. cultures during the exponential phase of growth. In turn, a considerable decline in the 

ROS levels and the carbonyl group content (biomarkers of protein peroxidation) in a time-

dependent manner and changes in the antioxidant enzyme activities indicated an active 

response against chloroacetanilide-induced oxidative stress and the mechanism of tolerance 

in the tested fungi. The changes in the overall content of two main PLs groups (PC and PE) 

can be considered as defense response of fungal cells against the toxic action of 

chloroacetanilides. In addition, there was no statistically significant increase observed in the 

permeability of Trichoderma spp. cell membranes after exposure to chloroacetanilides. 

The research carried out during the creation of this doctoral dissertation has a basic 

character, however, it has shown the potential for the use of cosmopolitan filamentous fungi 

from the genus Trichoderma in bioremediation of agricultural areas contaminated with 

chloroacetanilides. Among the tested Trichoderma strains, T. koningii IM 0956 has been 

found to be the most interesting research model because of its the high ability to eliminate 

the tested chloroacetanilides and multiple PGP activities even in the presence of the 

herbicides. 
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Pesticide Biochemistry and Physiology; 10.1016/j.pestbp.2019.11.018. 
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Supplementary 

Fig. S1 The chemical structure of alachlor (A) and metolachlor (B) by-products formed by the 

tested Trichoderma strains. 
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Table S1 Alachlor metabolites and their time dependent conversion (N-(2,6-diethylphenyl)-N-

(methoxymethyl)acetamide (1); (Z)-1-[(2,6-diethylphenyl)-N-(methoxymethyl)amino]ethene-1,2-diol 

(2); N-(2,6-diethylphenyl)-N-[(dihydroxymethoxy)methyl]-2-methoxyacetamide (3); N-(2,6-

diethylphenyl)-2-hydroxy-N-(methoxymethyl)acetamide (4); 2,6-diethyl-N-methylaniline (5); N-(2,6-

diethylphenyl)-2,2-dihydroxy-N-[(methoxy)methyl]acetamide (6); N-(2,6-diethylphenyl)-N-

[(dihydroxymethoxy)methyl]-2-hydroxy-2-methoxyacetamide (7) and N-(2,6-diethylphenyl)-2,2-

dihydroxy-N-[(hydroxymethoxy)methyl]acetamide (8)).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Sample 
Time [h] 

72 120 168 

IM QF10 1; 3; 5 1; 3; 4; 5; 6 1; 3; 4; 5; 6 

IM I-1 1; 5 1; 4; 5 1; 4; 5 

IM 0956 1; 3; 5; 6 1; 2; 5; 6; 7 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 

IM 0961 1; 4; 5 1; 2; 4; 5 1; 2; 4; 5 

IM 6325 1; 5; 6 1; 2; 4; 5; 6 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 

KKP 534 1; 3; 5; 8 1; 4; 5; 6; 8 4; 5; 6; 8 

KKP 792 1; 3; 5; 8 1; 3; 4; 5; 7; 8 1; 5; 3 

DSM 1963 1; 4; 5 1; 4; 5; 7 1; 4; 5; 7 
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Table S2 Metolachlor metabolites and their time dependent conversion (N-(2-ethyl-6-

methylphenyl)-N-(2-hydroxy-1-methylethyl)acetamide (1), 2-chloro-N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-N-(2-

hydroxy-1-methylethyl)acetamide (2), N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-2-hydroxy-N-(2-hydroxy-1-

methylethyl)acetamide (3), and N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-2-hydroxy-(2-methoxy-1-

methylethyl)acetamide (4)) .  

Sample 
Time [h] 

168 240 336 

IM QF10 2 1; 2 1; 2 

IM I-1 2 1; 2 1; 2 

IM 0956 1; 2 1; 2; 3 1; 2; 3 

IM 0961 2 1; 2 1; 2 

IM 6325 2 1; 2 1; 2 

KKP 534 4 1; 3; 4 1; 3; 4 

KKP 792 2 1; 2; 3 1; 2; 3 

DSM 1963 2 1; 2 1; 2 
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Table S3. Mass spectra, molecular weights and retention times of 4 detected metolachlor metabolites produced by tested fungi. 
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No. 4 

RT (min) 1.22 RT (min) 1.64 RT (min) 1.71 RT (min) 1.80 

Formula C14H21NO2 Formula C12H20ClNO2 Formula C15H21NO3 Formula C14H21NO3 

MW 235.33 MW 269.77 MW 265.36 MW 251.33 

Mass spectrum Mass spectrum Mass spectrum Mass spectrum 

m/z rel.int. (%) m/z rel.int. (%) m/z rel.int. (%) m/z rel.int. (%) 

121.1 22.63 109.62 3.1 134.82 6.81 91.14 1.29 

134.04 5.19 121.10 4.96 136.26 77.27 104.16 2.58 

146.2 7.93 134.16 4.96 146.16 6.81 119.04 2.15 

148.26 33.02 149.20 9.31 148.20 36.36 132.00 1.29 

149.20 22.63 161.88 4.34 176.34 100 134.11 15.51 

161.20 14.82 176.28 100 204.18 81.81 135.42 1.29 

176.20 100 185.10 54 205.50 20.45 146.4 3.01 

207.30 11.31 195.12 17.39 233.40 79.54 148.08 3.87 

234.30 68.80 213.20 78.88 266.26 6.81 161.04 1.72 

235.30 100 214.10 14.28   176.22 75.43 

236.90 8.25 252.18 7.45   184.26 2.58 

  253.20 94.4   252.30 39.65 

  271.14 13.66     



65 
 

Table S4. Effect of alachlor (1.5 mg L−1) and metolachlor (1 mg L−1) treatment on the dry 

weight of rapeseed seedlings growing alone or in the presence of Trichoderma strains. Data 

were evaluated with a one-way ANOVA followed by Tukey's post-hoc test, each value is the 

mean ± SD (n = 20). a indicates values that differ significantly from the control treatment 

(without Trichoderma spp.) at P < 0.001. b indicates values that differ significantly from the 

treatment with alachlor (without Trichoderma spp ).  

Sample 
Total fresh weight [g] 

Control Alachlor Metolachlor 

Rapeseed without 

Trichoderma sp. 
2.36±0.18 2.10±0.19 2.12±0.18 

IM QF10 3.48±0.44 2.26±0.36 2.56±0.35 

IM I-1 3.17±0.76 2.21±0.06 2.53±0.26 

IM 0956 4.02±0.10a 3.87±0.21b 2.79±0.85 

IM 0961 3.01±0.10 2.45±0.20 2.44±0.10 

IM 6325 2.57±0.15 2.25±0.24 2.27±0.20 

KKP 534 2.39±0.02 2.03±0.76 2.70±0.12 

KKP 792 2.78±0.36 1.67±0.37 1.93±0.66 

DSM 1963 2.81±0.34 1.10±0.15 1.55±0.05 
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Artykuł naukowy nr 2 

 

Nykiel-Szymańska J., Bernat P., Słaba M. 2018. Potential of Trichoderma koningii to 

eliminate alachlor in the presence of copper ions. Ecotoxicology and Environmental Safety 

162, 1-9; 10.1016/j.ecoenv.2018.06.060. 
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Supplementary 

Table S1. Laccase activity in supernatants from Trichoderma spp. cultures with or without 50 

mg L−1 alachlor collected from 72 h of incubation. The results are the average of triplicate 

analysis. 

 

Fungal cultures 
Enzyme activity [U L-1] 

Biotic control Sample with alachlor 

T. koningii IM 0956 0.16 0.2 

T. atroviride IM QF10 0.06 0.05 

T. hamatum IM I-1 0 0 

T. harzianum IM 0961 0 0 

T. harzianum KKP 534 0 0 

T. citrinoviride IM 6325 0 0 

T. virens DSM 1963 0 0 

T. viride KKP 792 0 0 
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Table S2. Effect of inhibitors on laccase activity in supernatants from Trichoderma koningii 

cultures supplemented with 1 mM copper ions or simultaneously with 1 mM copper ions 

and alachlor (50 mg L−1) collected from 72 h of incubation. The results are the average of 

triplicate analysis. 

Compound 

name 

 

Concentration 

[mM] 

 

Inhibition [%] 

control 1 mM Cu2+ alachlor 
1 mM Cu2+ 

+ alachlor 

EDTA 

0.1 

1 

75 60 87 64 

89 85 92 72 

NaN3 

0.1 

1 

100 100 100 100 

100 100 100 100 

SDS 

0.1 

1 

65 48 60 37 

99 89 100 92 

 

 

 

Table S3. Copper uptake by Trichoderma koningii mycelium during alachlor transformation. 

Data are presented as mean ± SD (n=3). 

Incubation 

period (h) 

Copper content in mycelium [mg g -1 of dry weight] 

Cu2+concentration (mM) 

1.0 2.5 5.0 7.5 

72 0.9±0.2 3.2±0.6 4.92±0.02 6.15±0.01 

120 0.97±0.2 2.3±0.3 7.76±0.6 5.11±0.01 
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Supplementary 

Table S1 Intracellular superoxide anion (O2
•–) generation  in Trichoderma spp. after 24-h exposure to chloroacetanilides. Bar represents 20 µm. 

 Biotic control Alachlor Metolachlor 

IM QF10 

   

IM I-1 

   



91 
 

IM 0961 

   

IM0956 

   

IM 6325 

   



92 
 

KKP 534 

   

KKP 792 

   

DSM 1963 
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Table S2 Intracellular peroxynitrate anion/hydroxyl radical (HO•/ONOO–) generation in Trichoderma spp. after 24-h exposure to 

chloroacetanilides. Bar represents 20 µm. 

 Biotic control Alachlor Metolachlor 

IM QF10 

   

IM I-1 

   



94 
 

IM 0961 

   

IM0956 

   



95 
 

IM 6325 

   

KKP 534 

   



96 
 

KKP 792 

   

DSM 1963 
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