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Testy ekotoksykologiczne — ,bioeseje”

» ...przeprowadzane przy zatozeniu, ze organizm
testowy reprezentuje reakcje szerokiego spektrum
organizmow.

« Kryteria przydatnosci do testow:
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wynik testu musi mowic¢ cos na temat ryzyka
ekologicznego

. mozliwosc¢ ekstrapolacji wynikdw na inne organizmy |

cate ekosystemy

wystarczajgca wrazliwosc¢ na skazenia
satysfakcjonujgca precyzja

prostota i mozliwos¢ standaryzacji
powtarzalnos¢ wynikow



Rodzaje testow ekotoksykologicznych

« Ostre: czas ekspozycji na tyle krotki, aby nie
odzywiane organizmy nie wykazywaty objawow
chorobowych.

« Subchroniczne: dtuzsze niz ostre, ale nie
przekraczajgce 1/3 okresu
przedreprodukcyjnego.

« Chroniczne: dtuzsze niz subchroniczne (czesto
wymaga sie, aby test chroniczny obejmowat
przynajmniej caty okres przedreprodukcyjny i
czesSc¢ okresu reprodukeyjnego; lepiej — diuzej
niz cate zycie osobnika).



Testy mikrobiologiczne: zalety i przykiady

» Zalety: znaczenie funkcjonalne, tatwosc
hodowli, szybkos¢ odpowiedzi

» Przyktady:
— tempo wzrostu (biomasa lub liczba komorek)

— aktywnoscC enzymatyczna (np. reduktaza
azotanowa, ATPaza, dehydrogenazy)

— stezenie ATP (niezadowalajgca czutosc!)

— luminescencja — test Microtox: Vibrio fisheri
(Photobacterium phosphoreum)

— respiracja i mikrokalorymetria




Microtox
Wykorzystuje bakterie Vibrio fisheri (NRRL B-11177)

Test ostry (45 min) i chroniczny (22 h)
Pomiar spadku luminescencji (ECsq, ICsg)

Spetnia liczne normy, w tym ISO i EPA




Testy na roslinach

« Glony: standardowy test US EPA — AAP (Algal
Assay Procedure Bottle test) - test ostry (dni)
— Selenastrum, Chlorella, Anabaena, Microcystis

* Rzesa wodna (Lemna sp.) - test ostry (4-7 dni);
mozliwy tez chroniczny

* Rosliny ladowe - testy subchroniczne (>10 dni)

— kietkowanie nasion (trawa — Lolium sp., zboza, satata,
kapusta chinska, rzepa i inne.)

— wzrost korzenia (rozne gatunki, j.w.)
— cykl zyciowy (Arabidopsis sp., Brassica sp.)
— fotosynteza (i respiracja)



ALGALTOXKIT F

Wykorzystuje glony Selenastrum capricornutum

Komercyjne zestawy zawierajgce Selenastrum
capricornutum zawarte w podtozu (kazda kulka
glonéw zawiera ok. 1 min komérek)

/2-godzinny test:

-0znaczenie tempa wzrostu populacji przez
pomiar gestosci optycznej (ECsp)

-zgodny z zaleceniami OECD 201, tatwa
adaptacja do norm ISO czy US-EPA




Morski ALGALTOXKIT F

Wykorzystuje okrzemki Phaeodactylum tricornutum

Komercyjne zestawy zawierajgce Phaeodactylum tricornutum
/2-godzinny test:

-0znaczenie tempa wzrostu populacji przez pomiar gestosci
optycznej (ECsp)

-zgodny z zaleceniami ISO



Test na Lemna sp. (LemnaTec)




PHYTOTOXKIT

Wykorzystuje sorgo (Sorghum saccharatum), rzezuche
(Lepidium sativum) | gorczyce (Sinapis alba)

Komercyjne zestawy zawierajgce nasiona ww. roslin
3-dniowy test:

-oznaczenie skutecznosci kietkowania i tempa
wzrostu korzenia i pedu (ECsp)

-zgodny z zaleceniami ISO



Testy na zwierzetach wodnych

stonaczek (Artemia salina) i kilka gat. rotifera —
standardowe, komercyjne testy (ToxKit) - test
ostiry

rozwielitki (Daphnia sp.)

— test ostry (OECD — 24 h; EPA — 48 h)

— test chroniczny — reprodukcja (21 dni)

matze | slimaki - testy ostre i chroniczne

ryby - testy ostre (4 — 7 d.) i chroniczne (30 -
>250 d., zaleznie od gatunku)



ARTOXKIT M

Wykorzystuje morskie skorupiaki Artemia salina

Komercyjne zestawy zawierajgce jaja przetrwalne (cysty) Artemia salina,
24-godzinny test:
-oznaczenie smiertelnosci (LCsp)

-stosowany w wielu krajach jako standardowy test do badan nad
zanieczyszczeniem wod stonych



CERIODAPHTOXKIT F
Wykorzystuje skorupiaki Ceriodaphnia dubia

Komercyjne zestawy zawierajgce jaja przetrwalne (cysty)
Ceriodaphnia dubia

24-godzinny test:
-oznaczenie smiertelnosci (LCsp)

-zgodny z normg US-EPA



DAPHTOXKIT F
Wykorzystuje skorupiaki Daphnia magna i D. pulex

Komercyjne zestawy zawierajgce jaja przetrwalne (cysty)
Daphnia magna lub Daphnia pulex

48-godzinny test:
-oznaczenie immobilizacji (ECgp) | Smiertelnosci (LCsp)

-zgodny z zaleceniami OECD i ISO



Testy na zwierzetach Ilgdowych

« Bezkregowce - testy ostre | chroniczne:

— zwierzeta glebowe | epigeiczne: dzdzownice (Eisenia
foetida), slimaki (Helix aspersa) roztocze,
skoczogonki (Folsomia candida)

— bezkregowce drapiezne (,pozyteczne’):
biegaczowate, biedronki, kusakowate, pluskwiaki,

pajaki
— parazytoidy (,pozyteczne”): btonkowki, np. Aphidiidae,
lIchneumonidae | inne

— Inne ,pozyteczne”: pszczota miodna (Apis mellifera)
 ptaki: przepidrka, kaczka krzyzowka

e gryzonie: mysz, szczur



Test na Helix aspersa

Cliché IRH Fnvironnement

A. De Vaufleury, M. Coeurdassier, P. Pandard, Université de Franche Comté, France



Helix aspersa w wieku 3 do 5 tygodni Standardowa
Masa 1+£03¢g pozywka
Srednica muszli 15.5 £ 1 mm

Substrat:
Sztuczna gleba
ISO, ok. 50%
WHC

20+ 2 °C, fotoperiod 1I8hL/6hD

A. De Vaufleury, M. Coeurdassier, P. Pandard, Université de Franche Comté, France



Test na Folsomia candida
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Inne gatunki bezkregowcow Ilgdowych
uzywane w testach ekotoksykologicznych

Pterostichus oblongopunctatus
(Carabidae)

Eisenia foetida andrei



Wykonanie testu

kontrola geometryczny szereg stezen substancii

« Minimum 4 stezenia + zabieg kontrolny (bez substancji toksyczne))
e Minimum 3 powtorzenia; zwykle 5 — 10

« Obserwacja mierzonego efektu (np. liczby martwych) po okreslonym czasie
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Oddziatywanie substancji toksycznych na

1.

Plastycznosc¢ fenotypowa - odwracalna aklimacja

fenotyp | genotyp osobnika

mozliwos¢ roznego reagowania przez organizm na czynniki

srodowiskowe w ramach jednego programu genetycznego
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Oddziatywanie substancji toksycznych na
fenotyp | genotyp osobnika

2. Konwersja rozwojowa

— uruchomienie w trakcie rozwoju
osobniczego alternatywnego programu
genetycznego

1 + 2 = plastycznosc genotypowa

3. Adaptacja

— dobor kierunkowy (eliminacja osobnikow
bardziej wrazliwych)

— dobor twardy



Dostosowanie genotypow

Od czasu trwania ekspozycji na substancje toksyczng i
frekwencje ekspozycji zalezy, co bedzie preferowat dobor

genotyp nieodporny

genotyp odporny

Dostosowanie

Stezenie substanciji toksycznej




Procent osobnikow gingcych

Wptyw substancji toksycznych na pule
genowa populacji

Zubozenie puli
genowej przez
eliminacje
osobnikow mniej
odpornych

Natezenie czynnika stresogennego

Zubozenie puli
genetycznej przez
dryf genetyczny

Frekwencja alleli
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Ekotoksykologia zespotow

» Przeptyw skazen w tancuchach troficznych
— wspotczynnik biokoncentracji (BCF):
BCF = C,/Cy
— wspotczynnik biomagnifikacji (BMF):
BMF = C,,,1/C,



Biokoncentracja | biomagnifikacja

pestycydow

Stezenia DDD w kolejnych poziomach troficznych
w ekosystemie jeziora Clear w Kaliforni, USA

Element tancucha Poziom Stezenie DDD (mg
troficznego troficzny kg1
Woda 0 0,014
Fitoplankton I 5
Ryby zywigce si¢ IT 1 IIT 7-9
planktonem
Ryby drapiezne IriIrv 22 -221
Ptaki zywigce si¢ rybami =V 2500 (w tluszczu)

wg Hunta i Bischoffa 1960



Biokoncentracja | biomagnifikacja metall

Stezenia kadmu (Cd) w kolejnych poziomach
troficznych w terenie zanieczyszczonym kadmem

Poziom troficzny Zakres stezen
Cd (mg kg')
Producenci (zywe rosliny) 6 - 25

Roslinozercy (rownonogi, slimaki) 29 - 171

Drapiezniki (nerki drozda, Turdus 387
philomelos)

wg Martina i Coughtreya, 1975



Biomagnifikacja — czy zjawisko uniwersalne?

Stezenia | wspotczynniki biomagnifikacji (BMF) otowiu,
cynku i kadmu dla roslinozercow i drapieznikow
zanieczyszczonego ekosystemu lgdowego

\YSell Roslinozercy Drapiezniki BMF
(mg kg!) (mg kg')

Pb 122 - 685 66 - 551 0,54 - 0,80

/Zn 260 - 2395 382 - 1299 1,50 - 0,54

Cd 2-25 29 - 377 14,50 - 15,1

wg Martina i Coughtreya, 1976



Ekotoksykologia zespotow — wptyw
substancji toksycznych na bioroznorodnosc

Liczba gatunkow (S) Sl
Bogactwo gatunkowe — indeks Margalefa: K =

In N

Jednorodnos$¢ gatunkowa — indeks Shannona-Wienera:

S
H'= _Z p;log p,
i=1

y . . _ H
Jednorodno$é¢ gatunkowa — indeks Pielou: J = oL
H' =log$ max

S
Struktura dominacji — wskaznik Simpsona: D = ) p;
i=1

S
Hierarchiczny wskaznik roznoronosci: HRI = Z(”i X 1)
i=1



Zmiana struktury zespotu w terenie zanieczyszczonym w
porownaniu do terenu kontrolnego
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0-1 1024-2048
Liczba osobnikow na gatunek

Cho¢ na terenie zanieczyszczonym jest mniej gatunkéw, to osobniki sg
rozmieszczone pomiedzy gatunkami znacznie bardziej rownomiernie — indeksy
oparte o strukture dominacji wykazatyby wyzszg ,bior6znorodnos$é” w terenie
zanieczyszczonym.

wg Clementsa i Newmana, 2002



UWAGA na wskazniki bioroznorodnosci!
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Stezenie cynku w prochnicy (mg kg™)

Zmiany bogactwa gatunkowego i wskaznika bioréznorodnosci Mcintosha
zespotu chrzgszczy z rodziny biegaczowatych (Carabidae) wzdtuz gradientu
skazenia metalami w okolicach huty cynku i otowiu ,Bolestaw” koto Olkusza



Rozktad wrazliwosci gatunkdw w zespole

—

Skumulowana proporcja
gatunkow, dla ktérych C>NOEC

o

C (log stezenia)




HCp — miara wptywu substancji na zespo6t

Liczba gatunkéw

1
<

1
1<

1 Przedziat ufnosci
1

>

Log HCp

Ekstrapolacja

Srednia log NOEC

log NOEC




UWAGA z miarami typu HCp!

Wptyw na funkcjonowanie ekosystemu

Liczebnosé gatunku

- Gatunki kluczowe ze wzgledu na liczebnos¢

- Gatunki zwornikowe



Odpornosc¢ ekosystemu na zaktocenia

Stan ekosystemu

Czas >




Niestety odpornosci nie zawsze wystarcza...




