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STANDARDOWE ORAZ ALTERNATYWNE TESTY ROSLINNE JAKO
CENNE NARZEDZIA W BADANIACH EKOTOKSYKOLOGICZNYCH*

...nauka prowadzi nas do zrozumienia tego, jaki jest Swiat, a nie tego,
jaki chcielibysmy, by byt...
Carl Edward Sagan (1934—1996)

Wstep

Nadmierna chemizacja srodowiska rolniczego, spowodowana stosowaniem przez
rolnikow czgsto w sposob niekontrolowany srodkdéw ochrony roslin, doprowadzita do
pojawienia si¢ niepokojacych zjawisk. Jednym z nich jest coraz czgséciej obserwowa-
ny problem zwiazany z przedostawaniem si¢ do gleby, osadéw, wod gruntowych oraz
produktéw spozywczych pozostatosci pochodzacych ze srodkow ochrony roslin (17,
18, 36, 38, 39, 40).

Kazda substancja chemiczna, ktora dostaje si¢ do sSrodowiska glebowego podlega
zarowno procesom biofizycznym, jak i biochemicznym. W momencie przedostania si¢
do gleby nastepuje jej rozdzielenie na fazg stala oraz wodna. Nie inaczej jest z sub-
stancjami aktywnymi herbicyddéw. W srodowisku glebowym dla rosliny dostgpna jest
jedynie ta czg$¢ substancji aktywnej, ktora znajduje si¢ w fazie ciekltej. Natomiast
czasteczki herbicydu zaadsorbowane lub zwigzane chemicznie z faza stata tworza
tzw. pozostalo$ci zwiazane (ang. bond residue), ktore nie sa w tym momencie dla
ro$liny dostepne. Jednak w wyniku zjawiska desorpcji pozostatosci te moga by¢ uwal-
niane z fazy statej do fazy cieklej lub gazowej. Rownowaga pomigedzy zjawiskiem
sorpcji i desorpcji jest stale zaktocana, wystepuje tutaj tzw. zjawisko histerezy, $wiad-
czace o nierdwnocennosci tych dwoch procesow. Efekty tego zjawiska bardzo do-
brze sa widoczne w warunkach polowych, gdzie rownowaga ta jest stale zaktocana
w wyniku dziatalno$ci edafonu (drobnych organizmoéw roslinnych i zwierzgcych, zyja-
cych w warstwie ornej gleby, ktorych obecno$¢ wptywa na strukture i zyznosé gleby)
oraz poprzez zmiany warunkow wilgotnosciowo-termicznych gleby (24 32, 35, 58,
63).

* Opracowanie wykonano w ramach zadania 2.6 w programie wieloletnim IUNG - PIB

PDF stworzony przez wersje demonstracyjng pdfFactory www.pdffactory.pl/



http://www.pdffactory.pl/

114 Tomasz R. Sekutowski

W zalezno$ci od zawarto$ci koloidow glebowych (frakcja ilasta), substancji orga-
nicznej, zastosowanej agrotechniki oraz warunkow wilgo$ciowo-termicznych panuja-
cych w danym sezonie wegetacyjnym tylko czg$¢ pozostatosci herbicyddéw znajduja-
cych si¢ w glebie moze by¢ dostgpna dla roslin. W zalezno$ci od warunkéw moga one
wykazywac¢ mniejsza lub wigksza fitotoksyczno$¢ niz produkt wyjsciowy w odniesie-
niu do roslin wrazliwych (wskaznikowych); (5, 37, 41, 64, 66, 67).

Przy wyborze techniki detekcji za najwazniejsze kryterium oceny uwaza sig¢ po-
ziom stgzenia pozostatosci, w jakim wystepuje badana substancja w probce gleby.
Metody instrumentalne, takie jak chromatografia gazowa (GC) z detektorem maso-
wym oraz cieczowa (HPLC) z detektorem spektrofotometrycznym (UV) pozwalaja
na oznaczenie catkowitej zawartos$ci substancji w glebie w momencie aplikacji lub
w okresie po zastosowaniu herbicydow (1,22, 26, 35, 36). Problem pojawia si¢ wtedy,
kiedy herbicyd jest stosowany jedno- lub kilkakrotnie w sezonie wegetacyjnym
w niewielkich dawkach podstawowych lub zredukowanych (<50 g - ha'), poniewaz
juz w momencie aplikacji poziom pozostato$ci substancji aktywnej herbicydu jest nie-
wielki i nie przekracza wartosci 102 mg - kg! (19,27, 37, 49, 50, 56, 59).

Metody chemiczne do oceny stopnia pozostatosci herbicydow w agrocenozie moga
by¢ z duzym powodzeniem uzupelniane przez badania ekotoksykologiczne. W bada-
niach tych poziom pozostato$ci herbicydow ocenia si¢ na podstawie specyficzne;j ca-
tosciowej reakcji standardowych organizméw wskaznikowych na zréznicowana pod
wzgledem chemicznym substancj¢ aktywna oraz na poziom jej stgzenia w badanej
probee. W tego rodzaju badaniach stosuje si¢ metodg biotestu z wykorzystaniem np.
biodetektora roslinnego. Metody te maja za zadanie okreslenie efektywnego biolo-
gicznego stgzenia substancji aktywnej zaraz po aplikacji, jak rowniez §ledzenie dyna-
miki zanikania tej substancji w srodowisku w perspektywie kolejnych kilku czy kilku-
nastu miesigcy. Biotesty pozwalaja rowniez oceni¢ w sposob obiektywny poziom po-
zostato$ci ze wzgledu na fakt posiadania przez wszystkie rosliny wyzsze swoistej wraz-
liwos$ci na rozne ksenobiotyki znajdujace si¢ w srodowisku. Fitotoksyczny wptyw sub-
stancji chemicznych mozna stwierdzi¢ na podstawie dynamiki kietkowania, wzrostu
siewek, redukcji suchej 1 §wiezej masy korzeni lub koleoptyla roslin testowych. Na
podstawie niektorych parametrow, takich jak np. obnizenie zdolnosci kietkowania,
mozna okresli¢ fitotoksyczny wptyw badanej substancji juz po uptywie okoto 24 h od
momentu rozpoczecia testu. Natomiast dynamikg wzrostu korzeni po 2-3 dniach, pod-
czas gdy redukcjg $wiezej i suchej masy todyg oraz lisci po uptywie okoto 10-14 dni (4,
9,10,12,16,37,45,46, 48,49, 52, 54, 56, 57).

Metody wykorzystywane w badaniach §rodowiskowych
Metody analityczne wykorzystujace materiat biologiczny staja si¢ powoli konku-
rencja dla klasycznych metod analitycznych, a w niektorych przypadkach moga wrecz

je zastapi¢ (20). Powszechne zastosowanie zawdzigczaja gtownie swojej specyficz-
nosci oraz niskim kosztom jednostkowym.
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Gadzata-Kopciuch iin. (14) w badaniach toksykologicznych wyrdzniaja
dwie grupy zastosowan metod biologicznych w ocenie wptywu ksenobiotykow na
agrocenozg:

e bioanalityka, ktora zwiazana jest z wykorzystaniem organizméw biologicz-
nych jako receptoréw okreslonych substancji chemicznych, np. herbicydow.
Ze wzgledu na sposob wykorzystania sktadnika biologicznego wyrézniamy:
- bioczujniki, ktorych elementem aktywnym jest cz¢$¢ biologiczna (np. en-
zym, przeciwciala — test ELISA, IMA, RIA, EIA); (21, 25, 31, 61),
- biotesty (fitotesty), ktorych elementem kontrolno-pomiarowym jest caty
organizm roslinny lub jego cz¢$¢ (np. nasiona, korzenie, koleoptyl); (19,
20,52, 65).
e biomonitoring, ktéry moze przebiega¢ dwutorowo:
- poprzez tworzenie pasywnych probnikéw akumulacyjnych w oparciu
o typowe badania chemiczne probek biologicznych (9, 62),
- poprzez obserwacjg bioindykatoréw roslinnych czy zwierzgcych (2, 13).

Biotesty

Biotest (gr. bios — zycie + tac. testari — $wiadczy¢) mozna zdefiniowac jako eks-
perymentalng probke biologiczng (caty organizm lub jego czg$¢), ktorej celem jest
wykrycie toksycznej substancji znajdujacej si¢ w srodowisku lub poznanie jej szkodli-
wego dziatania poprzez ilo$ciowe oznaczenie wptywu badanej substancji w poréwna-
niu z obiektem kontrolnym (niepoddanym dziataniu ksenobiotykow).

W literaturze spotyka si¢ rowniez pojgcie fitotesu (gr. fhyton —roslina + tac. testa-
ri—$wiadczy¢), ktore jest zawezeniem pojgcia biotestu, gdyz odnosi si¢ tylko do roslin
jako biodetektorow stuzacych do wykrywania r6znych zwiazkoéw chemicznych.

W badaniach prowadzonych z uzyciem biotestow powszechnie uznawane sa trzy
sposoby ich przeprowadzania, dwa prowadzone sa w warunkach kontrolowanych,
natomiast trzeci sposob przeprowadzany jest z wykorzystaniem populacji organizmow
zyjacych w warunkach naturalnych.

e testy fitotoksyczno$ci wykonywane w laboratorium — substancja wykazujaca
dziatanie fitotoksyczne wprowadzana jest sztucznie do badanego obiektu (np. gleby).
Nastgpnie zostaje wykonany test z odpowiednio dobranym organizmem wskazniko-
wym, np. roslinnym (fitotest). Uzyskane w ten sposob wyniki sg zrodtem informacji
na temat toksycznosci danej substancji w warunkach kontrolowanych. Gtéwnym ce-
lem takiego testu jest przeprowadzenie wzorcowania (kalibracji) biotestu, ktory na-
stepnie bedzie wykorzystany do oszacowania fitotoksycznos$ci probek wiasciwych
(np. pobranych z obszaréw zanieczyszczonych); (51).

e testy fitotoksycznos$ci wykonywane w laboratorium na bazie probek wlasci-
wych (np. glebowych) pobranych z obszaréw zanieczyszczonych. Fitotoksycznos¢
takich probek jest porownywana z fitotoksycznoscig probek (biotestow) wzorcowych.
Na tej podstawie ustala si¢ przedzial, w ktorym pozostatosci, np. herbicydow, moga
wywiera¢ niekorzystny wptyw na rosliny uprawne (np. nastgpcze); (15, 42, 43).
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e testy fitotoksyczno$ci przeprowadzane w miejscu wystgpowania populacji or-
ganizmow wrazliwych (warunki naturalnego wystgpowania); (23, 28).

W ekotoksykologii do badan pozostalo$ci roznych ksenobiotykow (np. herbicy-
dow) najczesciej wykorzystywane sa rosliny i ich nasiona, ze wzglgdu na specyfike
dziatania badanych preparatow oraz ze wzglgdu na aspekt humanitarny, ekonomiczny
ipraktyczny.

Na podstawie zalezno$ci dawka a jej wptyw na rosling, ktéry moze by¢ wyrazony
np. redukcja §wiezej lub suchej masy rosliny testowej (w pordwnaniu z obiektem
kontrolnym), mozna wyznaczy¢ warto$ci wskaznikow bedacych ilosciowa miara fito-
toksycznosci badanej substancji. Fitotoksyczne oddziatywanie substancji aktywnych
herbicydow mozna okresli¢ przy uzyciu wskaznikow ED, , ED, czy ED,, (ang. ef-
fective dose), czyli wyznaczenia st¢zenia substancji aktywnej w wysokosci 10%, 50%
czy 90% powodujacej okreslong reakcje rosliny. Innym stosowanym wskaznikiem
jest index IC, lub IC, (ang. inhibitor concentration), czyli st¢zenie np. herbicydu
w $rodowisku glebowym, ktore powoduje redukcjg $wiezej lub suchej masy rosliny
testowej (korzeni, fodyg, lisci) o0 50% lub 90% w poréwnaniu z obiektem kontrolnym
(45,47,55).

Zaleznos¢ dawka — reakcja rosliny moze rowniez shuzy¢ przewidywaniu ryzyka,
tzn. wyznaczeniu dawki i czasu zalegania pozostalosci substancji aktywnej herbicydu,
przy ktorej prawdopodobienstwo wystapienia objawow szkodliwego wplywu bada-
nych substancji jest odpowiednio duze lub niewielkie. Przyktadem ukazujacym tg za-
lezno$¢ s badania przeprowadzone przezSadowskiego iin. (42)orazSad o-
wskiegoiSekutowskiego (43), odnoszace sig do fitotoksycznego dzialania
pozostalo$ci substancji aktywnych herbicydow na ros$liny nastgpcze. Autorzy ci za
pomoca biotestow dowiedli, Zze pozostalosci herbicydéw w glebie moga stwarzac za-
grozenie dla upraw nastgpczych w dwu krytycznych momentach. Pierwszy odnosi si¢
do przesiewow, czyli sytuacji, kiedy to z r6znych przyczyn, najczgséciej niezaleznych
od plantatora, nastepuje likwidacja plantacji i wprowadzenie nastgpnej rosliny upraw-
nej. Natomiast drugi moment odnosi si¢ do pozostato$ci zalegajacych w glebie i wyka-
zujacych fitotoksyczne dziatanie tuz po zbiorze rosliny uprawnej lub nawet jeszcze
przez kilka kolejnych miesigcy. Na polach, na ktérych byt stosowany chlorosulfuron
i metasulfuron obserwowano podobne zjawisko w postaci rozlegtego zniszczenia za-
siewOw buraka cukrowego i rzepaku ozimego wystgpujace w okresie kolejnych 2 lat
(59, 60). Obserwowanie szkodliwego wptywu tych substancji byto mozliwe tylko dla-
tego, ze rosliny uprawne, tj. burak cukrowy i rzepak ozimy, odznaczaja si¢ bardzo duza
wrazliwoscia na herbicydy z grupy ALS. Gatunki ro$lin o waskim zakresie tolerancji
(stenobionty) wykazujace duza wrazliwo$¢ na okreslone grupy substancji okresla si¢
jako gatunki wskaznikowe lub bioindykatory. Stad biotesty bardzo czgsto wykorzysty-
wane sa w biomonitoringu do oceny skutkow jakie ksenobiotyki moga wywiera¢ na
poszczegdlne elementy agrofitocenozy (np. rosling uprawna, glebe czy wodg); (6, 9).
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Jakie kryteria powinien spelniaé¢ bioindykator roslinny

Gatunki roslin wskaznikowych powinny charakteryzowac¢ si¢ waskim zakresem
reakcji oraz wykazywa¢ wysoka wrazliwo$¢ na konkretne substancje chemiczne,
aich reakcja powinna by¢ specyficzna i adekwatna do st¢zenia substancji chemicznej
i fatwa do zaobserwowania (np. silne zahamowanie wzrostu korzeni).

Bioindykatory ro$linne (fitotesty) powinny posiadac¢ nastgpujace cechy:
male i rGwne nasiona,
wyrownang site i energi¢ kietkowania nasion,
krotki okres wschodow (24-48 h),
krotki okres wegetacji,
duza biomasg todyg, lisci i korzeni,
wysoka czuto$¢ wzglgdem okreslonej grupy substancji,
stato$¢ i powtarzalnos¢ reakc;ji,
niski koszt jednostkowy i tatwo$¢ w hodowli laboratoryjne;j (10, 49, 53).

Biotesty I generacji — klasyczne (kuwetowe, doniczkowe)

Konwencjonalny biotest, ktory stuzy do wykrywania obecnos$ci substancji aktyw-
nych herbicydow w glebie polega na wysianiu nasion rosliny testowej (odpowiednio
wrazliwej na pojedyncza substancj¢ lub grupg substancji) w badana probke glebowa.
Czas trwania biotestu konwencjonalnego zalezy w duzej mierze od rosliny testowej,
a wlasciwie testowanej czg$ci bioindykatora (korzenie, liscie) i substancji aktywnej
herbicydu, i moze wahac si¢ od 7 do 14 dni (test doniczkowy); (fot. 1-2) lub od 21 do
28 dni (test kuwetowy); (fot. 3). Po okresie 7-14 lub 21-28 dni od momentu zatozenia
testu okresla si¢ $wieza, a pdzniej sucha mase korzeni lub lisci i todyg (poprzez Scigcie
i wysuszenie w temperaturze 105°C oraz zwazenie na wadze analitycznej). Nastep-
nie oblicza sig procentowy ubytek swiezej i suchej masy w stosunku do ro$lin kontro-
Inych, a otrzymane w ten sposdb wyniki zalezno$ci pomigdzy ubytkiem masy ro$liny
testowej a stgzeniem substancji aktywnej herbicydu w glebie moga postuzy¢ do gra-
ficznego przedstawienia tej zaleznosci. Przyktadem wykorzystania biotestow klasycz-
nych moga by¢ badania przeprowadzone przezDomaradzkiego iin. (11),R o-
lei Sekutowskiego (33),Sadowskiegoi Sekutowskiego (44)
orazSekutowskiegoi Sadowskiego (49).

Biotesty II generacji — mikrobiotest Phytotoxkit

Konieczno$¢ wykonywania analiz wielu probek glebowych w stosunkowo krotkim
czasie doprowadzita do pojawienia si¢ zminiaturyzowanych testow fitotoksycznos$ci
zwanych mikrobiotestami lub testami drugiej generacji, jako alternatywa dla testow
klasycznych. Przyktadem takiego mikrobiotestu jest szybki (72 h) test Phytotoxkit™
(8,30, 51, 52). Zasada dziatania tego fitotestu oparta jest na kietkujacych nasionach
Sorghum saccharatum, Lepidium sativum i Sinapis alba, ktore w wyniku kontaktu
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roslina testowa: Pisum sativum roslina testowa: Cucumis sativus

Fot. 1. Klasyczny biotest I generacji (doniczkowy) — wyznaczanie progéw fitotoksycznosci
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b8 t-p-aca- bed B3 dy

ro$lina testowa: Fagopyrum esculentum ro$lina testowa: Sinapis alba

Fot. 2. Klasyczny biotest I generacji (doniczkowy) — wyznaczanie dynamiki rozktadu

kontrola pendimetalina (100% dawki) pendimetalina (50% dawki)

Fot. 3. Klasyczny biotest I generacji (kuwetowy) — wyznaczanie progu wrazliwosci
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z badana substancja aktywna herbicydu znajdujaca si¢ w glebie wykazuja specy-
ficzna reakcjg (brak kietkowania lub redukcja dtugosci korzeni). Wykorzystanie zale-
canych nasion (dostarczonych wraz z testem) umozliwia standaryzacjg testu i otrzy-
manie powtarzalnych wynikow niezaleznie od laboratorium, w ktorym wykonywane
sa badania (3). Specyfika testu Phytotoxkit omija wszystkie pracochtonne czynnosci
zwiazane z biotestami klasycznymi, przez co znacznie skraca si¢ czas, jaki jest po-
trzebny do uzyskania odczytu (z 14 do 3 dni). Ponadto test ten umozliwia bezposredni
pomiar dtugosci korzeni lub koleoptyla metoda analizy obrazu (image tools), przez co
graficzne przedstawienie zalezno$ci pomigdzy redukcja dtugosci korzeni fitodetekto-
réw a fitotoksycznym stezeniem badanych substancji aktywnych herbicydow jest szyb-
sze 1 zdecydowanie tatwiejsze w porownaniu z biotestem klasycznym (I generacji).
Przyktadowy test Phytotoxkit wykonany przy uzyciu standardowego zestawu roslin
przedstawiono na fotografii 4.

Sorghum saccharatum Lepidium sativum Sinapis alba
Fot. 4. Biotest II generacji — Phytotoxkit ze standardowymi roslinami testowymi

Zréznicowany charakter chemiczny herbicydow uniemozliwia stosowanie tylko
jednego rodzaju mikrobiotestu Phytotoxkit zawierajacego standardowe fitodetektory
dostarczone w zestawie. Ze wzgledu na specyficzna reakcjg roznych gatunkow roslin
na obecnos¢ substancji aktywnych herbicydéow nalezacych do réznych grup chemicz-
nych konieczne staje si¢ uzupetienie wiedzy na temat mozliwosci wykorzystania in-
nych roélin. Dlatego bardzo czgsto przeprowadza si¢ modyfikacjg testu, polegajaca na
zastapieniu standardowych roslin testowych innymi gatunkami, np. Helianthus an-
nuus, Cucumis sativus czy Fagopyrum esculentum (7). Przykladowy test Phytoto-
xkit wykonany przy uzyciu alternatywnego zestawu roslin przedstawiono na fotogra-
fii 5.
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Helianthus annuus Cucumis sativus Fagopyrum esculentum

Fot. 5. Biotest I generacji — Phytotoxkit z alternatywnymi ro$linami testowymi

A moze przyszlo$¢ lezy w ,,bateriach” réznych testow?

Wybdr odpowiedniego biotestu do badan agrofitocenozy zalezy od rodzaju poszu-
kiwanych informacji, stezenia pozostatosci substancji aktywnych herbicydow w ana-
lizowanej probcee gleby, osadu czy wody oraz wrazliwosci gatunkowej testowanej ro-
sliny. W przypadku zastosowania tylko jednego gatunku detektora roslinnego oszaco-
wana fitotoksycznos¢ odzwierciedla wrazliwos$¢ tego jednego testowanego gatunku.
Postgpowanie takie stwarza mozliwos$¢ popelnienia btedu niedoszacowania wyniku
fitotoksycznosci zespotu czynnikow w odniesieniu do catej agrocenozy. Ryzyko to
mozna zminimalizowa¢ poprzez zastosowanie zestawu biotestow, ktorych dzialanie
oparte jest na wykorzystaniu gatunkoéw roslin o rdznej wrazliwosci na ksenobiotyki.
Takie zestawy testow moga by¢ tworzone w obrgbie jednego testu (np. Phytotoxkit),
ktory moze obejmowac kilka gatunkéw roslin testowych o roznej wrazliwosci na dana
grupg ksenobiotykow. Ponadto moga by¢ tworzone grupy zestawow w obrebie kilku
testow wykorzystujacych rozne biodetektory o zmiennej czuto$ci na t¢ sama grupe
substancji (20, 29, 34).

Podsumowanie

W ekotoksykologii powszechnie przyjetymi metodami oznaczania stopnia pozosta-
tosci réznych ksenobiotykow w srodowisku glebowym sa biotesty. Testy z zastosowa-
niem szybko kietkujacych nasion posiadaja kilka bardzo waznych zalet, a mianowicie
sa tanie 1 tatwe w uzyciu, niec wymagaja drogiego sprzetu laboratoryjnego oraz sa
proste do obserwacji i daja powtarzalne wyniki. Fitotoksyczny wptyw substancji che-
micznych mozna stwierdzi¢ na podstawie dynamiki kietkowania, wzrostu siewek, re-
dukcji suchej i $wiezej masy korzeni lub koleoptyla roslin testowych. Na podstawie
niektorych parametrow, takich jak redukcja dhugosci korzeni i toksyczny wptyw kse-
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nobiotykdw mozna okresli¢ juz po uptywie okoto 24 h, dynamike wzrostu korzeni po
3 dniach, a redukcje dtugosci koleoptyla po 5 dniach od momentu rozpoczgceia testu
(mikrobiotest Phytotoxkit). Podczas gdy redukcj¢ $§wiezej lub suchej masy nadziem-
nych czgsci roslin (todygi, liscie) po uptywie okoto 7-14 dni (biotest doniczkowy) lub
21-28 dni (biotest kuwetowy).

Do mankamentéw tego rodzaju metod nalezy zaliczy¢ przede wszystkim brak
mozliwosci identyfikacji czynnika fitotoksycznego. Problem ten mozna jednak rozwia-
za¢ poprzez wykorzystanie réznych czynnikow biologicznych tworzacych zestawy
biotestow, ktore pozwola na doktadne okreslenie roznych ksenobiotykow.

Przypuszczalnie obszar zastosowania biotestow 11 II generacji w ciagu najbliz-
szych kilku lat bedzie si¢ sukcesywnie zwigkszat, a uzyskane w ten sposob informacje
beda mogly stanowi¢ podstawe do podjecia badan z wykorzystaniem klasycznych
metod analitycznych, takich jak chromatografia gazowa (GC) i cieczowa (HPLC).
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