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STRESZCZENIE

Efektem dziatalnosci cztowieka sa migdzy innymi trafiajace do srodowiska ksenobiotyki. Szczegdlnie zanieczysz-
czenie gleb prowadzi do ich degradacji, co ostatecznie moze wigzac si¢ z zachwianiem rownowagi biologicznej
danego ekosystemu. Standardowo do oceny stanu §rodowiska glebowego wykorzystuje si¢ chemiczne metody,
ktore nie zawsze sa szybkie i tanie. W zwigzku z tym, praktyka oraz nauka przy monitoringu srodowiska coraz
czesciej sigga po metody biologiczne, ktore w wigkszo$ci spetniajg takie warunki, stajac si¢ uzupelieniem ru-
tynowej praktyki laboratoryjnej. Niniejsza praca prezentuje przeglad powszechnie wykorzystywanych, wybranych
metod biologicznych stuzacych do oszacowania jakosci srodowiska glebowego. W pierwszej czgsci artykulu
omowiono biomonitoring jako pierwszy etap kontroli polegajacy na obserwacji organizmow wskaznikowych.
W kolejnej czesci skupiono si¢ na biotestach, wskazujac ich wigksze badz mniejsze zastosowanie potwierdzone
literaturg przedmiotu. Szczegdlna uwaga autorek pracy zostala zwrdocona na fitotesty oraz testy wykorzystujace
bezkr¢gowce.

Stowa kluczowe: metody biologiczne, biomonitoring, biotesty, organizmy wskaznikowe.

REVIEW OF SELECTED BIOLOGICAL METHODS OF ASSESSING THE QUALITY OF
NATURAL ENVIRONMENT

Abstract

The xenobiotics introduced into the environment are the effect of human activities. It is especially soil contamina-
tion that leads to degradation of soils, which may finally be referred to the biological imbalance of the ecosystem.
Normally chemical methods are used for the assessment of soil’s quality. Unfortunately, they are not always quick
and inexpensive. Therefore, the practice and the science at environmental monitoring more frequently employ
biological methods. Most of them meet the above mentioned conditions and become a supplement of routine la-
boratory practices. This publication shows an overview of selected common biological methods used to estimate
the quality of the environment. The first part of the paper presents biomonitoring as a first step of environmental
control which relies on the observation of indicator organisms. The next section was dedicated to the bioassays,
indicating the greater or lesser practical applications confirmed by literature on the subject. Particular attention has
been focused on phytotests and the tests based on the invertebrates.

Keywords: biological methods, biomonitoring, biotests, indicator organisms.

WPROWADZENIE

Intensywny rozwo6j przemyshu, chemizacja
rolnictwa oraz wzrost liczby ludno$ci na swiecie
wywierajg coraz wicksze, negatywne oddziaty-
wania na $rodowisko przyrodnicze, czego efek-
tem jest miedzy innymi zwigkszona koncentra-
cja ksenobiotykéw. Nalezy to uzna¢ za dalece
niekorzystne zjawisko, poniewaz przekroczenie

78

progu dopuszczalnej granicy skazenia Srodowiska
1 zachwianie homeostazy moze doprowadzi¢ do
nieodwracalnych zmian prowadzacych do degra-
dacji ekosystemow i zagrozen dla zdrowia ludzi
1 zwierzat. W tym kontekscie szczegdlng role od-
grywa gleba, bedaca otwartym systemem, wspot-
uczestniczagcym w aktywnej wymianie energii i
materii z otaczajacymi ja atmosferg, biosfera,
hydrosferg oraz litosfera. Nastepujacy przeptyw
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miedzy wymienionymi elementami otaczajgcego
nas $wiata dotyczy wszystkich substancji, zarow-
no tych potrzebnych do zycia, jak i szkodliwie na
nie dzialajacych. Gleba z uwagi na swoje wyjat-
kowe wlasciwosci sorpcyjne i buforowe stanowi
swoisty filtr, ktory w zaleznosci od dostarczo-
nego ladunku zanieczyszczen moze w mniej-
szym zakresie spetnia¢ swoje ochronne zadanie.
W zwigzku z tym, niezbedna jest systematycz-
na kontrola stanu $rodowiska glebowego, co w
praktyce rutynowo wykonuje si¢ stosujac bogata
game¢ mniej lub bardziej wyrafinowanych me-
tod chemicznych. Pomimo, ze wykorzystywane
wspotczesnie techniki laboratoryjne umozliwiaja
okreslenie aktualnego stanu skazenia, to jednak
nie pozwalajg na uzyskanie informacji dotyczg-
cych skutkéw oddzialywania zanieczyszczen na
organizmy zywe. W tym przypadku, jak podaja
Augustynowicz i in. [2014] dodatkowa barie-
r¢ stanowi brak wiedzy na temat ewentualnych
przemian wprowadzonej do srodowiska substan-
cji i oddziatywania nowo powstatych produktow
na rézne elementy biotopu. Wobec tego Jakubus
[2012] uwaza, ze metody biologiczne wykorzy-
stujace biotesty sg cennym i pomocnym uzu-
petnieniem chemicznych technik oceny jakosci
srodowiska. Tym bardziej, ze metody biologicz-
ne nalezg do czutych, stosunkowo niedrogich i
szybkich metod oceny stanu danego ekosystemu.
Wedhug Traczewskiej [2011] biologiczne techni-
ki moga by¢ podzielone na dwie grupy obejmu-
jace biomonitoring oraz biotesty.

Biomonitoring polega na mierzeniu odpowie-
dzi organizm6éw na zmiany zachodzace w S$ro-
dowisku. Organizmy te zwane bioindykatorami
(biowskaznikami) stanowig material badawczy w
oparciu, o ktory prowadzone sg obserwacje. Na
podstawie zgromadzonych danych dokonuje si¢
ilosciowej 1 jakosciowej syntezy, ktora pozwala na
oceng stanu Srodowiska wraz z jego komponenta-
mi. Zdaniem Kruszyka i Wojciechowskiego [2014]
monitoring ma za zadanie zebra¢ informacje na
temat stanu zanieczyszczenia poszczegélnych ele-
mentow przyrody oraz przewidywaé prawdopodo-
bienstwo wystapienia negatywnych nastepstw.

Reakcja bioindykatorow na pojawienie si¢
zanieczyszczenia w srodowisku moze by¢ skraj-
nie r6zna. Dlatego podzielono je na dwie grupy.
Do pierwszej grupy zaliczane sg organizmy, ktore
pojawiaja si¢ w siedlisku skazonym dana substan-
cja i s charakterystyczne dla tego zanieczyszcze-
nia. Drugg grupe stanowig gatunki wrazliwe na
okreslony czynnik, ktore naturalnie wystepuja na

okreslonym terenie, jednak przy obecnosci danej
substancji toksycznej znikajg z siedliska.

Wazng role w biomonitoringu pehig takze
organizmy, ktore kumuluja w swoich tkankach
substancje toksyczne. Reakcja na taki czynnik $ro-
dowiska jest rozny stopien uszkodzenia organow.
Jak podaje Matwiejuk [2014] zmiany na poziomie
biochemicznym, immunologicznym oraz gene-
tycznym mozna okresli¢ przy pomocy biomarke-
réw. Z uwagi na podstawowa rolg w ocenie stanu
srodowiska, biowskazniki muszg spetia¢ szereg
kryteriow. Przede wszystkim powinny charaktery-
zowac si¢ rzadkim wystepowaniem w przyrodzie,
okreslonym zakresem tolerancji na bodzce i wy-
sokg wrazliwos$cig na maly stopien zanieczyszcze-
nia. Ponadto nalezy dazy¢ do tego, aby wybrany
gatunek w stosunkowo krotkim czasie wyraznie
informowal o zanieczyszczeniu. Latwo$§¢ hodowli
oraz obrobki analitycznej przemawia za wyborem
takich organizmoéw, cho¢ jak dodajg Piontek i in.
[2012] znajomo$¢ rozwoju osobniczego oraz dy-
namika populacji jest dodatkowym atutem przy
ich wyborze do celéw biomonitoringu.

Biowskazniki sg przydatne zarowno podczas
aktywnego badz pasywnego monitoringu. Ak-
tywny sposob polega na wyhodowaniu i wystan-
daryzowaniu bioindykatoréw w laboratorium i
umieszczeniu ich na okreslony czas w warunkach
terenowych. Po zakonczeniu ekspozycji ocenia
si¢ objawy reakcji lub mierzy poziom kseno-
biotykow w organizmie. Z kolei biomonitoring
pasywny odnosi si¢ do badania reakcji na zanie-
czyszczenie organizmow zyjacych w naturalnych
warunkach danego ekosystemu.

Jak wczesniej wspomniano, oceng stanu $ro-
dowiska naturalnego mozna tez prowadzi¢ wy-
korzystujac testy toksykologiczne, czyli biotesty,
ktore wedhug Klimkowicz-Pawlas i in. [2013]
stanowig wazny element bioanalizy i biomoni-
toringu aktywnego. Poza wykazaniem obecno-
$ci substancji toksycznej w srodowisku, biotesty
stuza réwniez do oceny poziomu ich szkodliwe-
go oddziatywania na organizmy zywe. Ponadto
pozwalaja okresli¢ czas ekspozycji niezbedny
do wywolania oddzialywania danej substancji
chemicznej w badanym organizmie. Inng zaletg
tego typu narzg¢dzia jest ocena ryzyka wystapie-
nia negatywnego oddzialywania ksenobiotykow
w danym organizmie. Ponadto jak dodaje Tra-
czewska [2011] biotesty daja mozliwos$¢ okresle-
nia poziomu dawki wywotujacej efekt toksyczny
oraz oszacowania wielkosci skutkéw ekspozycji
organizmu na dang substancje¢ toksyczna.
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Wsrod biotestow wyrdznia sie testy toksycz-
nosci ostrej (letalne) i chronicznej (subletalne). Za
pomocy testow toksycznosci ostrej mozna okresli¢
mi¢dzy innymi inhibicj¢ wzrostu u glondéw, $mier-
telno$¢ u bezkrggowcow, Smiertelnosé i utrate row-
nowagi u ryb. W tym przypadku skutki $miertelne
w organizmach, poddanych dziataniu substancji
szkodliwej, zachodzg w krotkim czasie ekspozycji,
zaledwie po 24 h do 96 h. W przypadku braku efek-
tu letalnego dla 50% osobnikow testowych (EC,,
LC,, i LD,)), nalezy zastosowa¢ tzw. dlugotrwate
(chroniczne) testy toksycznosci. Testy toksycznosci
chronicznej shuza do oceny zmian aktywnosci fizjo-
logicznej organizmdw i catych populacji nastepu-
jacych pod wptywem niekorzystnych oddziatywan
zwigzkéw toksycznych. Badanie tego typu prze-
prowadza si¢ w warunkach przedtuzonej ekspozy-
cji na mniejsze, niz $miertelne dawki (LOEC(D),
NOEC(D)) [Piontek i in. 2012]. Na podstawie
uzyskanej zaleznosci: dawka — odpowiedz mozli-
we jest wyznaczenie podstawowych wskaznikéw
okreslajacych poziom toksyczno$ci badanej sub-
stancji na organizmy.

Jak wynika z powyzszego, biotesty majg za
zadanie w krotkim czasie okresli¢ liczbe osobni-
kéw u ktorych stwierdzono reakcje na dang sub-
stancj¢ badz zareagowaty na zaktdcenie w $rodo-
wisku. Aby dany organizm mogt by¢ wykorzysta-
ny jako efektywny biotest musi spetniaé szereg
wymagan. Traczewska [2011] wyrdznia migdzy
innymi takie warunki jak:

e malo skomplikowana hodowla w warunkach
laboratoryjnych, umozliwiajaca pozyskanie
odpowiedniej liczby osobnikéw o wlasciwej
jakosci,

e duza tatwos¢ pozyskania organizmow ze §ro-
dowiska,

e powszechna wiedza o strukturze genetycznej
organizmu i jego wrazliwos$ci na roézne klasy
substancji toksycznych,

e wytypowany organizm o wysokiej wrazliwo-
$ci powinien reprezentowa¢ dany gatunek lub
gromadg, do ktorej jest zaliczany, a ponadto
musi by¢ gatunkiem rodzimym, charaktery-
stycznym dla badanego ekosystemu,

e organizmy testowe powinny podobnie reago-
wac na dawke badz stgzenie toksyny w roz-
nych miejscach i przy okreslonym stopniu
ekspozycji na zanieczyszczenia.

Jak podaje literatura [Kuczynska i in. 2005,
Jensen, Mesman 2006, Traczewska 2011] dobor
metody zalezy gtownie od wyboru gatunku orga-
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nizmu testowego. Ten z kolei okreslany jest na
podstawie elementu $rodowiska, ktory ma podle-
gac ocenie. Zdaniem Krzyzaka [2013], aby prze-
prowadzi¢ kompleksowa oceng jakosci srodowi-
ska nalezy dokonac¢ jej uwzgledniajac wszystkie
elementy tancucha pokarmowego. Przyjmujac
powyzsze stwierdzenie za podstawowag wyktad-
ni¢, praktycznego znaczenia nabiera grupa biote-
stow. Wsrdd nich na szczegdlng uwage zastuguja
te wykorzystujace rosliny, bakterie, pierwotniaki
i skorupiaki.

TESTY WYKORZYSTUJACE
BIOLUMINESCENCIJE BAKTERII

Podstawa bioluminescencji jest emisja Swia-
tla przez zywe organizmy. Proces ten zachodzi
dzieki reakcji utleniania zwiazku zwanego lu-
cyferyna przez enzym — lucyferaze. W wyniku
tej reakcji bakterie luminescencyjne wytwarza-
ja swiatlo, jako produkt uboczny swoich nor-
malnych proceséw metabolicznych. Z kolei w
obecnosci zwigzkow wysoce szkodliwych, ich
luminescencja zanika, co wiaze si¢ z zaburze-
niami procesow fizjologicznych bakterii. Wysoki
stopien toksycznosci determinuje zmniejszenie
ilosci $wiatla emitowanego przez mikroorgani-
zmy. Zdolno$¢ bakterii do luminescencji jest wy-
korzystywana do wykrywania w wodzie, glebie
lub osadach dennych zwiazkow toksycznych i
mutagennych. Najczesciej stosowanymi w tym
celu gatunkami, sa Vibrio i Photorhabdus, a w
szczegdlnosci Vibrio fischeri i Vibrio harveyi
[Pogorzelec, Piekarska 2013].

Obecnie wprowadzone zostaty gotowe te-
sty, ktore poza mozliwos$cia oceny toksycznosci
w krotkim czasie, zawieraja bioindykatory pocho-
dzace ze standardowych hodowli. Organizmy te
moga by¢ dhlugo przechowywane, a w razie po-
trzeby w krotkim czasie przygotowane do testu.
Natecz-Jawecki i in. [2010] wsrod najczesciej
stosowanych testow opartych na zjawisku biolu-
minescencji bakterii wymieniaja miedzy innymi
niemieckie — LUMIStox®, ToxAlert i BioFixLumi,
holenderski — ToxTracer, finski — BioTox™ oraz
amerykanskie Microtox® i DeltaTox, z czego naj-
bardziej powszechnym jest system Microtox®.

Microtox® zostal wprowadzony na rynek w
latach 70 i zawiera bakterie w postaci liofilizowa-
nej. Jest to catkowicie biologiczna metoda stuza-
ca do pomiaru toksycznos$ci ostrej, czyli silnego
dzialania toksycznego wystepujacego w krotkim
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czasie od podania jednorazowej dawki ksenobio-
tyku. Umieszczone w ptynie bakterie Vibrio Fi-
scheri $wiecg ze stalg intensywnoscig przez okres
1-1,5 godzin. Srednie stgzenie hamujace (EC50)
okresla si¢ po 5, 15 lub 30 minutach, w stosunku
do préby kontrolnej, a do pomiaru stuzy anali-
zator w postaci fotometru Microtox [Wilk, Sza-
linska 2011]. Zdaniem Jensen i Mesman [2006]
test ten znajduje rowniez zastosowanie w ocenie
toksycznosci chronicznej. W tym przypadku czas
ekspozycji bakterii na zanieczyszczenie wydtu-
zony jest do 24 godzin. Zaletami stosowania tego
typu biotestu, poza mozliwo$cig przechowywa-
nia bakterii przez rok jest latwa obstuga systemu
testowego, co nie wymaga przechodzenia spe-
cjalistycznego przeszkolenia ani posiadania do-
$wiadczenia w pracy z bioindykatorami. Ponadto
Microtox® wykrywa przeszto 1300 zwigzkow
chemicznych, a jego wrazliwo$¢ w wigkszosci
przypadkow jest poroéwnywalna do wrazliwosci
organizmoéw wyzszych, takich jak skorupiaki
i ryby [Zima 2012]. Jak podaje literatura przed-
miotu [Zima 2012, Baran, Tarnawski 2013, Jho i
in. 2015, Ohi in. 2015] test Microtox® stosowany
jest w szeroko rozumianej diagnostyce stanu $ro-
dowiska dotyczacej oceny stopnia negatywnego
wplywu zanieczyszczen reprezentowanych przez
bardzo bogata game¢ zwigzkow poczawszy od
WWA, PCB, substancji aktywnych herbicydow,
pestycydow, srodkow wybuchowych, zwigzkow
stosowanych w ptuczkach wiertniczych, a skon-
czywszy na metalach cigzkich. Na ogot cytowa-
ni autorzy pozytywnie oceniaja wykorzystanie
Microtox® w praktyce, cho¢ jak twierdzg Wilk
i Szalinska [2011] istnieja pewne ograniczenia
przy stosowaniu omawianego testu, ktére moga
istotnie wptywaé na jego wynik obarczony ble-
dem. Zdaniem wspomnianych autorow zwigzane
jest to z hydrofobowym charakterem wigkszo-
$ci zanieczyszczen organicznych, ktory utrudnia
prawidlowg procedur¢ analityczng. Niezaleznie
od tego Wilk i Szalinska [2011] uznaja, ze ze
wzgledu na tatwos¢ uzytkowania Microtox® jest

on przydatny do oceny toksycznosci srodowiska,
szczegolnie jako pierwszy wskaznik informujacy
0 obecnosci ksenobiotykéw w badanym ekosys-
temie. Wobec pewnych, wykazanych powyzej,
ograniczen testu cytowani autorzy podkreslaja
zasadno$¢ zastosowania testow uzupetniajacych
na innych organizmach, tak aby potwierdzi¢ po-
prawnos¢ otrzymanych wynikow.

TESTY TOKSYCZNOSCI
WYKORZYSTUJACE BEZKREGOWCE

Innym, dostepnym na rynku biotestem jest
test toksyczno$ci ostrej lub chronicznej Ostra-
codtoxkit z wykorzystaniem skorupiakow. Mal-
zoraczki (mtode skorupiaki) Heterocypris incon-
gruens wystawione zostajg na 6-dniowe dziatanie
potencjalnie skazonych probek gleby, osadéw
dennych lub wody. Nast¢pnie okresla si¢ zaha-
mowanie ich wzrostu lub $miertelnos¢. Réwno-
legle w ten sam sposob przeprowadza si¢ probe
kontrolng z gleba niezanieczyszczong. [Chod-
kowska, Chrzanowska 2010]. Jensen i Mesman
[2006] w swojej publikacji, jako zalety stosowa-
nia tego biotestu wymieniajg niska ceng, prostote
oraz krotki czas wykonania, przy jednocze$nie
satysfakcjonujacej sprawdzalnosci. Potwierdze-
niem skutecznosci tej metody sa badania prze-
prowadzone miedzy innymi przez Steliga i in.
[2009]. Autorzy wykorzystujac Heterocypris in-
congruens stwierdzili znaczng toksyczno$¢ sro-
dowiska glebowego, czego efektem byt 42—-62%
efekt letalny badanych organizmow. Jak wynika
z tabeli 1, biotesty wykorzystujace bezkregow-
ce zostaly dobrze opracowane i rozwiniete, a ich
przydatnos¢ w praktyce jest porownywalna, co
w szczego6lnosci dotyczy Ceriodaphtoxkit oraz
Thamnotoxkit.

Sa to 24-godzinne testy toksycznos$ci ostrej,
ktorych istotg jest okreslenie wplywu zanie-
czyszczenia na przezywalnos¢ skorupiakow.
Testy te stanowig dla siebie alternatywe¢. Tham-

Tabela 1. Wybrane testy toksycznos$ci wykorzystujace bezkregowce [opracowanie wlasne na podstawie Jensen,

Mesman 2006]
Table 1. Selected toxicity tests applying the invertebrates [own study based on Jensen, Mesman 2006]

Rodzaj testu Organizm testowy Typ testu Czas Reakcja testowa
Ceriodaphtoxkit Ceriodaphnia dubia toksycznos¢ ostra po 24 h Smiertelnos¢
Thamnotoxkit Thamnocephalus platyurus |toksycznos¢ ostra po 24 h Smiertelnosé
Rotoxkit Brachionus calyciflorus toksycznos¢ chroniczna |po 24148 h Smiertelno$c¢ i reprodukcja
Protoxkit Tetrahymena thermophila toksycznosc¢ chroniczna  |po 24 h zahamowg nie wzrostu

(pomiar biomasy)
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notoxkit jest tansza wersja testu Ceriodaphtoxkit
[Arendarczyk i in. 2011]. Do mniej popularnych
w zastosowaniu praktycznym nalezg testy wy-
korzystujace wrotki Brachionus calyciflorus,
czyli Rotoxkit F. Oceniajac stopien zahamo-
wania wzrostu populacji testowej narazonej na
dzialanie substancji przez 48 godzin inkubacji,
mozna okresli¢ toksyczne dziatanie srodowiska
[Szczgsny 2012]. Ostatnim, najmniej poznanym
testem zamieszczonym w tabeli 1 jest Protoxkit
oparty o populacje pierwotniaka Tetrahymena
termophila. Reakcjg organizméw na toksycz-
no$¢ srodowiska jest inhibicja wzrostu i pobie-
rania pokarmu przez pierwotniaki, a jej miarg
jest stopien metnosci badanej proby mierzony
spektrofotometrycznie. Jest to test chroniczny,
ktory pozwala w ciagu 24 godzin oceni¢ wplyw
badanej probki na kilka pokolen pierwotniakow
[Sierostawska i in. 2008].

Wsréd organizmow stanowiagcych pedofau-
ne, istotng role w ocenie skazenia $rodowiska
stanowig dzdzownice glownie ze wzgledu na ich
powszechne wystepowanie w glebach, tatwos¢
hodowli, stosunkowo krotki cykl reprodukcji
oraz wysokie tempo zyciowe. Z uwagi na te za-
lety dzdzownice moga by¢ wykorzystane w te-
stach ekotoksykologicznych stanowigc kolejny
z poziomow tancucha troficznego. Gatunkami
reprezentatywnymi w badaniach sa Eisenia fetida
i Eisenia Andrei [Artuso i in. 2011]. Zgodnie z
procedurami OECD oraz ISO, na dzdzownicach
dopuszcza si¢ przeprowadzanie testow toksycz-
nosci w trzech postaciach: badanie toksycznosci
ostrej [OECD 1984, PN-ISO 11268-1:1997], ba-
danie rozmnazania dzdzownic [OECD 2004, PN-
-ISO 11268-2:2001] oraz wplyw zanieczyszczen
na dzdzownice w warunkach polowych [PN-ISO
11268-3:2003].

Do okreslenia toksyczno$ci ostrej najczgsciej
wykorzystuje si¢ doroste osobniki FEisenia feti-
da z dobrze rozwinigtym siodetkiem. Ekspery-
ment prowadzony jest w szklanych pojemnikach
w temperaturze 20+£2 °C i przy stalym natgze-
niu $wiatta. Jako podtoze, do badan stosuje si¢
sztucznie przygotowana glebe o wilgotnosci w
granicach 40-60% PPW oraz okreslonych para-
metrach (10% torfu, 20% glinki kaolinowej, 70%
powietrznie suchego piasku kwarcowego oraz
okoto 1% weglanu wapnia) 1 zawierajaca rozne
stezenia badanej substancji zanieczyszczajacej.
Aplikacji zanieczyszczenia dokonuje si¢ jedno-
razowo, na poczatku doswiadczenia. Badanie
polega na oznaczeniu $miertelno$ci oraz stopnia
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zahamowania przyrostu masy dorostych dzdzow-
nic po 7 i 14 dniach od zatozenia do§wiadczenia.
Po tym czasie zawarto$¢ pojemnikéw wysypu-
je si¢ na tace i dla kazdego stezenia oblicza si¢
liczbe zywych osobnikow. Otrzymane wyniki
odnosi si¢ do tych, uzyskanych dla kontroli pro-
wadzone] w warunkach niezanieczyszczonych.
Na tej podstawie okreslana jest toksycznosc¢ ostra
zwigzkoéw pobieranych przez skorg oraz przewod
pokarmowy organizméw doswiadczalnych, a ich
smiertelnos¢ (LD, /LC, ) podaje si¢ w procen-
tach. Jako wadge tego testu Traczewska [2011] po-
daje, ze podczas eksperymentu organizmom nie
podaje si¢ pokarmu, co skutkuje zmniejszeniem
ich masy ciata. Potwierdzeniem tego sa wyniki
doswiadczenia przeprowadzonego przez Guzia-
towska-Tic [2014], w ktorym autorka stwierdzi-
fa spadek masy ciata dzdzownic zar6wno w ba-
danym materiale (12,7% do 18,4%) jak i probie
kontrolnej (14,8%). Jednoczesnie, nowsze wersje
metody OECD, dopuszczaja niewielkie dokar-
mianie dzdzownic, dostarczane do gleby w posta-
ci krowiego lub konskiego obornika.

Inng metoda oceny wptywu skazenia gleby
na organizmy, wykorzystujaca FEisenia fetida i
Eisenia Andrei, jest ta oparta o analiz¢ rozmnaza-
nia dzdzownic. Eksperyment prowadzony jest w
szklanych pojemnikach i przy utrzymaniu statych
parametréw do$wiadczenia, takich jak temperatu-
ra, natezenie $wiatta oraz sktad gleby. Do podtoza
jednorazowo, na poczatku do§wiadczenia apliku-
je si¢ rozne stezenia badanej substancji. W wy-
niku eksperymentu poza okresleniem S$miertel-
nosci oraz stopnia zahamowania przyrostu masy
dorostych osobnikow ocenia si¢ rowniez stopien
ich reprodukcji. Organizmy w trakcie trwania te-
stu moga otrzymywac¢ pokarm w postaci ptatow
owsianych lub krowiego badz konskiego oborni-
ka. Po pierwszych 4 tygodniach ocenia si¢ ilos¢
wytworzonych przez dzdzownice kokonow. Jed-
noczesnie dokonuje si¢ okreslenia $§miertelnosci
i biomasy dorostych osobnikow. Po kolejnych
czterech tygodniach oblicza si¢ ilo§¢ mtodych
osobnikow, ktore w tym czasie wylegly sie z ko-
konow a wyniki przedstawiane sg jako LOEC i
NOEC [Matachowska-Jutsz i in. 2012].

Gatunkiem réwnie czesto wykorzystywa-
nym w testach toksycznosci gleby jest skoczo-
gonek Folsomia Candida lub Folsomia fimeta-
ria. Organizmy te na zanieczyszczenie srodowi-
ska reaguja obnizonym tempem reprodukcji, co
ocenia si¢ po ekspozycji na ksenobiotyk przez
okres 3—4 tygodni.
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TESTY TOKSYCZNOSCI
WYKORZYSTUJACE ROSLINY LADOWE

Rodliny, przede wszystkim nasienne, po-
wszechnie wykorzystywane sa do okreslenia
stopnia zanieczyszczenia gleb metalami cigzki-
mi, pestycydami czy WWA. Traczewska [2011]
w szczegOtowy sposob wymienia gatunki, wsrod
ktorych najczesciej w praktyce wykorzystuje
si¢ rajgras, ryz, owies, pszeniceg, rzepak, satatg
oraz pieprznic¢ siewng zwang potocznie rzezu-
cha. Ostatecznie wyro6znia si¢ 11 roznych testow
opartych na analizie toksycznego oddziatywa-
nia substancji na organizmy roslinne. Cytowana
autorka uwaza je za tanie i proste w uzyciu. Do
oceny zanieczyszczen zalicza si¢ kietkowanie
nasion, wzrost siewek oraz hamowanie wzrostu
korzeni. Wzrost siewek polega na analizie fito-
toksycznego dzialania zanieczyszczen na rosliny
bedace w fazie kietkowania nasion i rozwoju sa-
dzonek [ASTM 1997, OECD 2003]. Obserwacji
dokonuje si¢ najczesciej przez pierwsze 28 dni od
wystawienia probek na dziatanie zanieczyszczen.
Nastepnie dokonuje si¢ poréwnania badanych
probek z probkami kontrolnymi, okresla si¢ ilos¢
biomasy oraz pojawiajgce si¢ negatywne objawy
takie jak chloroza, $miertelno$¢, nienormalny
rozwdj 1 tym podobne.

Test wykorzystujacy hamowanie wzrostu
korzeni dotyczy poréwnania tempa wzrostu w
probee kontrolnej 1 potencjalnie zanieczyszczo-
nej [PN-ISO 11269-1:1998]. W przypadku tego
testu, wedtug zalecen ISO, najbardziej adekwat-
ng rosling jest jeczmien (Hordeum vulgare L.)
[Traczewska 2011]. Testy te w badaniach nauko-
wych wykorzystywane sa do oceny wptywu tok-
sycznych substancji organicznych oraz metali
cigzkich na rosliny, jednak autorzy wskazujg na
ich przydatno$¢ jedynie w odniesieniu do naj-
wiekszych stezen [Skrzypik i in. 2009, Studzin-
ska 1 Buszewski 2009, Arendarczyk i in. 2012,
Pawlowska i in. 2013].

Wsréd wymienionych powyzej fitotestow,
test kietkowania nasion i wydtuzania korzeni ma
ugruntowang pozycj¢ w badaniach naukowych,
jak 1 praktyce. Zdaniem wielu autorow [Ko i in.
2008, Miaomiao i in. 2009, Gao i in. 2010] prze-
mawia za tym wysoka czuto$¢ i szybkos¢ wyko-
nania tej metody. Zwyczajowo w tym celu wyko-
rzystuje si¢ nasiona pieprznicy siewnej (Lepidium
sativum), ktore wysiewa si¢ w ilosci 10 sztuk na
bibule filtracyjna nasaczong badanym wycig-
giem. Hodowle prowadzi si¢ przez 48 godzin w

ciemnosci w temperaturze 25 °C na ptytkach Pe-
triego. Po tym czasie dokonuje si¢ obliczen ilosci
skietkowanych nasion oraz mierzy si¢ dhugosc
ich korzeni. Rownolegle przeprowadza si¢ kon-
trole. Uzyskane dane pozwalaja na obliczenie in-
deksu kietkowania. Wskaznik ten stanowi jeden
z parametrow oceny dojrzatosci kompostow [Gao
1in. 2010, Jakubus 2012, Hase, Kawamura 2014].
Wraz z uplywem czasu kompostowania substan-
cji organicznych warto$¢ indeksu wzrasta osig-
gajac 90-210%, przy czym 110% jest wartoscig
satysfakcjonujaca [Ko i in. 2008, Miaomiao i in.
2009, Jakubus 2012]. Zmiany wartosci indeksu
kietkowania sg efektem rozktadu substancji ha-
mujacych kietkowanie nasion rzezuchy takich jak
amoniak, niskoczasteczkowe kwasy organiczne
czy sole metali. W badaniach gleboznawczych,
w oparciu o uzyskane z fitotestow wyniki oblicza
si¢ wskazniki wrazliwo$ci roslin na metale ci¢z-
kie takie jak: tolerancji, bioakumulacji i translo-
kacji. Dane te pozwalajg okresli¢ zakres i stopien
mobilnosci metali w srodowisku glebowym, a co
za tym idzie ich potencjalng szybkos$¢ wlaczania
si¢ do tancuch pokarmowego.

Jak podaje Van der Vliet i in [2012] opisane
wyzej — standardowe fitotesty sg czesto czaso- i
pracochtonne. Dlatego tez wigksza popularno$cia
wsrod badaczy ciesza si¢ szybkie i zminiatury-
zowane — mikrobiotesty takie jak Phytotoxkit™.
W sktad tego testu wchodza dwie przezroczyste
ptytki testowe, migdzy ktorymi umieszcza si¢ na-
wilzong do 100% PPW glebe. Na jej powierzch-
ni, na saczku lokuje si¢ nasiona. Kietkowanie
ros$lin odbywa si¢ w ciemnos$ci przy temperatu-
rze 25 °C. Nastepnie, po 3 dniach, wykonuje si¢
rejestracje obrazu w formie cyfrowej. Na tej pod-
stawie, dokonywana jest iloSciowa ocena skietl-
kowanych nasion i okreslana dlugo$¢ korzeni.
Analize przeprowadza si¢ za pomoca specjalnego
oprogramowania, ktore pozwala na okreslenie za-
hamowania kietkowania i wzrostu korzeni roslin
w badanej probce gleby. Nastepnie porownuje si¢
uzyskane wyniki dla badanej proby w stosunku
do otrzymanych dla kontroli, ktorg stanowi gle-
ba o wysokiej zawartosci substancji organiczne;.
Gatunkami zalecanymi do wykonania tego testu
sa jednoliscienne sorgo (Sorghum saccharatum),
dwuliscienna pieprznica siewna (Lepidium sati-
vum) oraz gorczyca (Sinapis alba) [Suszek i in.
2012]. Wedlug Van der Vliet’a i in. [2012] gltow-
ng zaleta Phytotoxkit™, poza krotkim czasem i
malymi kosztami wykonania, jest mozliwo$¢ cy-
frowej rejestracji wynikow, a tym samym mozli-
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wo$¢ odsunigcia w czasie wykonania pomiarow.
Dodatkowym atutem tego testu jest rejestracja
obrazu w réznych okresach czasu trwania testu.
Steliga 1 in. [2009] wykorzystali Phytotoxkit™
w swoich badaniach do okreslenia efektywnosci
przeprowadzonych zabiegow bioremediacyjnych
wykonanych na terenach zanieczyszczonych
zwigzkami ropopochodnymi. Pozytywna opini¢
na temat praktycznej przydatnosci omawianego
testu prezentuja wyniki badan Kalinowskiego i in.
[2012] oraz Chrzanowskiej i in. [2013]. Cytowa-
ni autorzy oceniajac fitotoksycznos¢ bojowych
srodkow trujacych oraz odkazalnikéw wojsko-
wych poza standardowymi testami kietkowania
nasion i wydtuzania korzeni w pracach positko-
wali si¢ testem Phytotoxkit™, ktory zostal przez
nich pozytywnie oceniony. Takze praca Baran i
Tarnawskiego [2013] dostarcza szeregu pozytyw-
nych opinii na temat mozliwosci praktycznego
wykorzystania Phytotoxkit™ oraz Microtox® w
ocenie toksycznosci osadow dennych.

Mnogo$¢ testow toksycznosci wykorzystuja-
cych biologiczne matryce generuje réozne na ich
temat opinie. Jednak coraz czeSciej przewaza
twierdzenie, ze w celu uzyskania pelnego profilu
fitotoksyczno$ci substancji nalezy wykona¢ za-
rowno krotkie testy takie jak Phytotoxkit™ czy
test kietkowania nasion, jak i te dluzsze odnosza-
ce sie do wzrostu siewek [Obidoska, Hadam 2008].
Ponadto jak podaja Arendarczyk i in. [2012] ocena
ekotoksykologiczna danego elementu srodowiska
powinna obejmowaé badania z wykorzysta-
niem organizmow z réznych poziomow troficz-
nych i grup systematycznych.

PODSUMOWANIE

Silne oddzialywanie cztowieka na $rodowi-
sko prowadzi do kumulacji zanieczyszczen we
wszystkich jego komponentach. Sposrod nich
eksponowane miejsce zajmuje gleba, stanowia-
ca wazny element tancucha troficznego, z ktore-
go zanieczyszczenia tatwo ulegaja wlaczeniu do
fancucha pokarmowego. W nawigzaniu do tego
faktu, coraz czesciej wskazuje sie, ze rutynowa
kontrola ekosystemu, w tym takze glebowego
prowadzona metodami chemicznymi powinna
by¢ wspomagana i uzupetniania testami biolo-
gicznymi. Biotesty oraz biomonitoring stanowig-
ce podstawowe techniki w bardziej czuty sposob
reagujg na zmiany w S$rodowisku, ujawniajac
czesto dlugofalowe skutki takiego wplywu nie-
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korzystnych czynnikow. W celu uzyskania pel-
nej 1 wiarygodnej odpowiedzi, biomonitoring
powinien by¢ pierwszym etapem kontroli, ktora
polega na obserwacji wystapienia potencjalnego
skazenia substancjg toksyczng w danym ekosys-
temie. Na podstawie obserwacji bioindykatoréw
mozna okresli¢ rodzaj substancji zanieczyszcza-
jacej. Z kolei biotesty pozwalajg oceni¢ poziom
skutkow oddziatywania danego czynnika na orga-
nizmy zywe. Majac na uwadze ztozono$¢ proble-
matyki nalezy prowadzi¢ kompleksowg analizg
ekotoksykologiczng wykorzystujacg organizmy
wrazliwe na dang substancje, charakterystyczne
dla r6znych pozioméw troficznych i grup syste-
matycznych. Z uwagi na szeroka game substancji
toksycznych wprowadzanych do srodowiska oraz
mnogos¢ organizmow reagujacych na tego typu
niekorzystne zmiany, w ostatnich latach nastgpit
gwalttowny rozwoj roznych testow oferowanych
w postaci gotowych, komercyjnych zestawow.
Pomimo zasadnos$ci i celowosci wprowadzania
biologicznych metod do rutynowe;j analizy stanu
srodowiska naturalnego nie nalezy w bezkrytycz-
ny sposob przyjmowac uzyskanych na ich pod-
stawie wynikow. Pewien margines braku zaufa-
nia do nich zwigzany jest z faktem, ze wigkszo$¢,
co szczegolnie tyczy si¢ fitotestow, nie ma stan-
daryzacji, rosliny odznaczaja si¢ réznym tempem
pobrania ksenobiotykow, natomiast w fazie siew-
ki glownie pobierajg sktadniki z nasion, a nie z te-
stowanej matrycy srodowiska. Te elementy, jak i
prawdopodobienstwo zmian w bior6znorodnosci
badanej populacji organizméw wykorzystanych
do testbw moga obnizy¢ jego czulo$¢ rezulta-
tem czego jest niedoszacowanie ilo$ci faktycznie
przyswajalnej przez dany organizm. Prowadzi to
do spekulacji, ze biotesty nie odzwierciedlajg re-
alnych warunkow, a jedynie te, w ktorych byly
prowadzone badania. Biorac te zastrzezenia pod
uwage nalezy prace badawcze zogniskowa¢ nad
dopracowaniem biotestow, tak aby wyniki uzy-
skane z ich pomoca stanowity wiarygodne zrodto
informacji o analizowanej matrycy $§rodowiska.
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