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 ...nauka prowadzi nas do zrozumienia tego, jaki jest świat, a nie tego,
jaki chcielibyśmy, by był...

Carl Edward Sagan (1934–1996)

Wstęp

Nadmierna chemizacja środowiska rolniczego, spowodowana stosowaniem przez
rolników często w sposób niekontrolowany środków ochrony roślin, doprowadziła do
pojawienia się niepokojących zjawisk. Jednym z nich jest coraz częściej obserwowa-
ny problem związany z przedostawaniem się do gleby, osadów, wód gruntowych oraz
produktów spożywczych pozostałości pochodzących ze środków ochrony roślin (17,
18, 36, 38, 39, 40).

Każda substancja chemiczna, która dostaje się do środowiska glebowego podlega
zarówno procesom biofizycznym, jak i biochemicznym. W momencie przedostania się
do gleby następuje jej rozdzielenie na fazę stałą oraz wodną. Nie inaczej jest z sub-
stancjami aktywnymi herbicydów. W środowisku glebowym dla rośliny dostępna jest
jedynie ta część substancji aktywnej, która znajduje się w fazie ciekłej. Natomiast
cząsteczki herbicydu zaadsorbowane lub związane chemicznie z fazą stałą tworzą
tzw. pozostałości związane (ang. bond residue), które nie są w tym momencie dla
rośliny dostępne. Jednak w wyniku zjawiska desorpcji pozostałości te mogą być uwal-
niane z fazy stałej do fazy ciekłej lub gazowej. Równowaga pomiędzy zjawiskiem
sorpcji i desorpcji jest stale zakłócana, występuje tutaj tzw. zjawisko histerezy, świad-
czące o nierównocenności tych dwóch procesów. Efekty tego zjawiska bardzo do-
brze są widoczne w warunkach polowych, gdzie równowaga ta jest stale zakłócana
w wyniku działalności edafonu (drobnych organizmów roślinnych i zwierzęcych, żyją-
cych w warstwie ornej gleby, których obecność wpływa na strukturę i żyzność gleby)
oraz poprzez zmiany warunków wilgotnościowo-termicznych gleby (24 32, 35, 58,
63).
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W zależności od zawartości koloidów glebowych (frakcja ilasta), substancji orga-
nicznej, zastosowanej agrotechniki oraz warunków wilgościowo-termicznych panują-
cych w danym sezonie wegetacyjnym tylko część pozostałości herbicydów znajdują-
cych się w glebie może być dostępna dla roślin. W zależności od warunków mogą one
wykazywać mniejszą lub większą fitotoksyczność niż produkt wyjściowy w odniesie-
niu do roślin wrażliwych (wskaźnikowych); (5, 37, 41, 64, 66, 67).

Przy wyborze techniki detekcji za najważniejsze kryterium oceny uważa się po-
ziom stężenia pozostałości, w jakim występuje badana substancja w próbce gleby.
Metody instrumentalne, takie jak chromatografia gazowa (GC) z detektorem maso-
wym oraz cieczowa (HPLC) z detektorem spektrofotometrycznym (UV) pozwalają
na oznaczenie całkowitej zawartości substancji w glebie w momencie aplikacji lub
w okresie po zastosowaniu herbicydów (1, 22, 26, 35, 36). Problem pojawia się wtedy,
kiedy herbicyd jest stosowany jedno- lub kilkakrotnie w sezonie wegetacyjnym
w niewielkich dawkach podstawowych lub zredukowanych (<50 g · ha-1), ponieważ
już w momencie aplikacji poziom pozostałości substancji aktywnej herbicydu jest nie-
wielki i nie przekracza wartości 10-2 mg · kg-1 (19, 27, 37, 49, 50, 56, 59).

Metody chemiczne do oceny stopnia pozostałości herbicydów w agrocenozie mogą
być z dużym powodzeniem uzupełniane przez badania ekotoksykologiczne. W bada-
niach tych poziom pozostałości herbicydów ocenia się na podstawie specyficznej ca-
łościowej reakcji standardowych organizmów wskaźnikowych na zróżnicowaną pod
względem chemicznym substancję aktywną oraz na poziom jej stężenia w badanej
próbce. W tego rodzaju badaniach stosuje się metodę biotestu z wykorzystaniem np.
biodetektora roślinnego. Metody te mają za zadanie określenie efektywnego biolo-
gicznego stężenia substancji aktywnej zaraz po aplikacji, jak również śledzenie dyna-
miki zanikania tej substancji w środowisku w perspektywie kolejnych kilku czy kilku-
nastu miesięcy. Biotesty pozwalają również ocenić w sposób obiektywny poziom po-
zostałości ze względu na fakt posiadania przez wszystkie rośliny wyższe swoistej wraż-
liwości na różne ksenobiotyki znajdujące się w środowisku. Fitotoksyczny wpływ sub-
stancji chemicznych można stwierdzić na podstawie dynamiki kiełkowania, wzrostu
siewek, redukcji suchej i świeżej masy korzeni lub koleoptyla roślin testowych. Na
podstawie niektórych parametrów, takich jak np. obniżenie zdolności kiełkowania,
można określić fitotoksyczny wpływ badanej substancji już po upływie około 24 h od
momentu rozpoczęcia testu. Natomiast dynamikę wzrostu korzeni po 2-3 dniach, pod-
czas gdy redukcję świeżej i suchej masy łodyg oraz liści po upływie około 10-14 dni (4,
9, 10, 12, 16, 37, 45, 46, 48, 49, 52, 54, 56, 57).

Metody wykorzystywane w badaniach środowiskowych

Metody analityczne wykorzystujące materiał biologiczny stają się powoli konku-
rencją dla klasycznych metod analitycznych, a w niektórych przypadkach mogą wręcz
je zastąpić (20). Powszechne zastosowanie zawdzięczają głównie swojej specyficz-
ności oraz niskim kosztom jednostkowym.
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G a d z a ł a - K o p c i u c h  i in. (14) w badaniach toksykologicznych wyróżniają
dwie grupy zastosowań metod biologicznych w ocenie wpływu ksenobiotyków na
agrocenozę:

• bioanalityka, która związana jest z wykorzystaniem organizmów biologicz-
nych jako receptorów określonych substancji chemicznych, np. herbicydów.
Ze względu na sposób wykorzystania składnika biologicznego wyróżniamy:
- bioczujniki, których elementem aktywnym jest część biologiczna (np. en-

zym, przeciwciała – test ELISA, IMA, RIA, EIA); (21, 25, 31, 61),
- biotesty (fitotesty), których elementem kontrolno-pomiarowym jest cały

organizm roślinny lub jego część (np. nasiona, korzenie, koleoptyl); (19,
20, 52, 65).

• biomonitoring, który może przebiegać dwutorowo:
- poprzez tworzenie pasywnych próbników akumulacyjnych w oparciu

o typowe badania chemiczne próbek biologicznych (9, 62),
- poprzez obserwację bioindykatorów roślinnych czy zwierzęcych (2, 13).

Biotesty

Biotest (gr. bios – życie + łac. testari – świadczyć) można zdefiniować jako eks-
perymentalną próbkę biologiczną (cały organizm lub jego część), której celem jest
wykrycie toksycznej substancji znajdującej się w środowisku lub poznanie jej szkodli-
wego działania poprzez ilościowe oznaczenie wpływu badanej substancji w porówna-
niu z obiektem kontrolnym (niepoddanym działaniu ksenobiotyków).

W literaturze spotyka się również pojęcie fitotesu (gr. fhyton – roślina + łac. testa-
ri – świadczyć), które jest zawężeniem pojęcia biotestu, gdyż odnosi się tylko do roślin
jako biodetektorów służących do wykrywania różnych związków chemicznych.

W badaniach prowadzonych z użyciem biotestów powszechnie uznawane są trzy
sposoby ich przeprowadzania, dwa prowadzone są w warunkach kontrolowanych,
natomiast trzeci sposób przeprowadzany jest z wykorzystaniem populacji organizmów
żyjących w warunkach naturalnych.

• testy fitotoksyczności wykonywane w laboratorium – substancja wykazująca
działanie fitotoksyczne wprowadzana jest sztucznie do badanego obiektu (np. gleby).
Następnie zostaje wykonany test z odpowiednio dobranym organizmem wskaźniko-
wym, np. roślinnym (fitotest). Uzyskane w ten sposób wyniki są źródłem informacji
na temat toksyczności danej substancji w warunkach kontrolowanych. Głównym ce-
lem takiego testu jest przeprowadzenie wzorcowania (kalibracji) biotestu, który na-
stępnie będzie wykorzystany do oszacowania fitotoksyczności próbek właściwych
(np. pobranych z obszarów zanieczyszczonych); (51).

• testy fitotoksyczności wykonywane w laboratorium na bazie próbek właści-
wych (np. glebowych) pobranych z obszarów zanieczyszczonych. Fitotoksyczność
takich próbek jest porównywana z fitotoksycznością próbek (biotestów) wzorcowych.
Na tej podstawie ustala się przedział, w którym pozostałości, np. herbicydów, mogą
wywierać niekorzystny wpływ na rośliny uprawne (np. następcze); (15, 42, 43).
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• testy fitotoksyczności przeprowadzane w miejscu występowania populacji or-
ganizmów wrażliwych (warunki naturalnego występowania); (23, 28).

W ekotoksykologii do badań pozostałości różnych ksenobiotyków (np. herbicy-
dów) najczęściej wykorzystywane są rośliny i ich nasiona, ze względu na specyfikę
działania badanych preparatów oraz ze względu na aspekt humanitarny, ekonomiczny
i praktyczny.

Na podstawie zależności dawka a jej wpływ na roślinę, który może być wyrażony
np. redukcją świeżej lub suchej masy rośliny testowej (w porównaniu z obiektem
kontrolnym), można wyznaczyć wartości wskaźników będących ilościową miarą fito-
toksyczności badanej substancji. Fitotoksyczne oddziaływanie substancji aktywnych
herbicydów można określić przy użyciu wskaźników ED10, ED50 czy ED90 (ang. ef-
fective dose), czyli wyznaczenia stężenia substancji aktywnej w wysokości 10%, 50%
czy 90% powodującej określoną reakcję rośliny. Innym stosowanym wskaźnikiem
jest index IC50 lub IC90 (ang. inhibitor concentration), czyli stężenie np. herbicydu
w środowisku glebowym, które powoduje redukcję świeżej lub suchej masy rośliny
testowej (korzeni, łodyg, liści) o 50% lub 90% w porównaniu z obiektem kontrolnym
(45, 47, 55).

Zależność dawka – reakcja rośliny może również służyć przewidywaniu ryzyka,
tzn. wyznaczeniu dawki i czasu zalegania pozostałości substancji aktywnej herbicydu,
przy której prawdopodobieństwo wystąpienia objawów szkodliwego wpływu bada-
nych substancji jest odpowiednio duże lub niewielkie. Przykładem ukazującym tę za-
leżność są badania przeprowadzone przez S a d o w s k i e g o  i in. (42) oraz S a d o-
w s k i e g o  i  S e k u t o w s k i e g o  (43), odnoszące się do fitotoksycznego działania
pozostałości substancji aktywnych herbicydów na rośliny następcze. Autorzy ci za
pomocą biotestów dowiedli, że pozostałości herbicydów w glebie mogą stwarzać za-
grożenie dla upraw następczych w dwu krytycznych momentach. Pierwszy odnosi się
do przesiewów, czyli sytuacji, kiedy to z różnych przyczyn, najczęściej niezależnych
od plantatora, następuje likwidacja plantacji i wprowadzenie następnej rośliny upraw-
nej. Natomiast drugi moment odnosi się do pozostałości zalegających w glebie i wyka-
zujących fitotoksyczne działanie tuż po zbiorze rośliny uprawnej lub nawet jeszcze
przez kilka kolejnych miesięcy. Na polach, na których był stosowany chlorosulfuron
i metasulfuron obserwowano podobne zjawisko w postaci rozległego zniszczenia za-
siewów buraka cukrowego i rzepaku ozimego występujące w okresie kolejnych 2 lat
(59, 60). Obserwowanie szkodliwego wpływu tych substancji było możliwe tylko dla-
tego, że rośliny uprawne, tj. burak cukrowy i rzepak ozimy, odznaczają się bardzo dużą
wrażliwością na herbicydy z grupy ALS. Gatunki roślin o wąskim zakresie tolerancji
(stenobionty) wykazujące dużą wrażliwość na określone grupy substancji określa się
jako gatunki wskaźnikowe lub bioindykatory. Stąd biotesty bardzo często wykorzysty-
wane są w biomonitoringu do oceny skutków jakie ksenobiotyki mogą wywierać na
poszczególne elementy agrofitocenozy (np. roślinę uprawną, glebę czy wodę); (6, 9).

Tomasz R. Sekutowski

PDF stworzony przez wersję demonstracyjną pdfFactory www.pdffactory.pl/

http://www.pdffactory.pl/


117

Jakie kryteria powinien spełniać bioindykator roślinny

Gatunki roślin wskaźnikowych powinny charakteryzować się wąskim zakresem
reakcji oraz wykazywać wysoką wrażliwość na konkretne substancje chemiczne,
a ich reakcja powinna być specyficzna i adekwatna do stężenia substancji chemicznej
i łatwa do zaobserwowania (np. silne zahamowanie wzrostu korzeni).

Bioindykatory roślinne (fitotesty) powinny posiadać następujące cechy:
• małe i równe nasiona,
• wyrównaną siłę i energię kiełkowania nasion,
• krótki okres wschodów (24-48 h),
• krótki okres wegetacji,
• dużą biomasę łodyg, liści i korzeni,
• wysoką czułość względem określonej grupy substancji,
• stałość i powtarzalność reakcji,
• niski koszt jednostkowy i łatwość w hodowli laboratoryjnej (10, 49, 53).

Biotesty I generacji – klasyczne (kuwetowe, doniczkowe)

Konwencjonalny biotest, który służy do wykrywania obecności substancji aktyw-
nych herbicydów w glebie polega na wysianiu nasion rośliny testowej (odpowiednio
wrażliwej na pojedynczą substancję lub grupę substancji) w badaną próbkę glebową.
Czas trwania biotestu konwencjonalnego zależy w dużej mierze od rośliny testowej,
a właściwie testowanej części bioindykatora (korzenie, liście) i substancji aktywnej
herbicydu, i może wahać się 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 założenia
testu określa się świeżą, a później suchą masę korzeni lub liści i łodyg (poprzez ścięcie
i wysuszenie w temperaturze 105°C oraz zważenie na wadze analitycznej). Następ-
nie oblicza się procentowy ubytek świeżej i suchej masy w stosunku do roślin kontro-
lnych, a otrzymane w ten sposób wyniki zależności pomiędzy ubytkiem masy rośliny
testowej a stężeniem substancji aktywnej herbicydu w glebie mogą posłużyć do gra-
ficznego przedstawienia tej zależności. Przykładem wykorzystania biotestów klasycz-
nych mogą być badania przeprowadzone przez D o m a r a d z k i e g o  i in. (11), R o-
l ę  i  S e k u t o w s k i e g o  (33), S a d o w s k i e g o  i  S e k u t o w s k i e g o  (44)
oraz S e k u t o w s k i e g o  i  S a d o w s k i e g o  (49).

Biotesty II generacji – mikrobiotest Phytotoxkit

Konieczność wykonywania analiz wielu próbek glebowych w stosunkowo krótkim
czasie doprowadziła do pojawienia się zminiaturyzowanych testów fitotoksyczności
zwanych mikrobiotestami lub testami drugiej generacji, jako alternatywa dla testów
klasycznych. Przykładem takiego mikrobiotestu jest szybki (72 h) test PhytotoxkitTM

(8, 30, 51, 52). Zasada działania tego fitotestu oparta jest na kiełkujących nasionach
Sorghum saccharatum, Lepidium sativum i Sinapis alba, które w wyniku kontaktu

   Standardowe oraz alternatywne testy roślinne jako narzędzia w badaniach ekotoksykologicznych
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Fot. 1. Klasyczny biotest I generacji (doniczkowy) – wyznaczanie progów fitotoksyczności

              roślina testowa: Pisum sativum                                roślina testowa: Cucumis sativus

Fot. 2. Klasyczny biotest I generacji (doniczkowy) – wyznaczanie dynamiki rozkładu

           roślina testowa: Fagopyrum esculentum                       roślina testowa: Sinapis alba

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

Fot. 3. Klasyczny biotest I generacji (kuwetowy) – wyznaczanie progu wrażliwości
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z badaną substancją aktywną herbicydu znajdującą się w glebie wykazują specy-
ficzną reakcję (brak kiełkowania lub redukcja długości korzeni). Wykorzystanie zale-
canych nasion (dostarczonych wraz z testem) umożliwia standaryzację testu i otrzy-
manie powtarzalnych wyników niezależnie od laboratorium, w którym wykonywane
są badania (3). Specyfika testu Phytotoxkit omija wszystkie pracochłonne czynności
związane z biotestami klasycznymi, przez co znacznie skraca się czas, jaki jest po-
trzebny do uzyskania odczytu (z 14 do 3 dni). Ponadto test ten umożliwia bezpośredni
pomiar długości korzeni lub koleoptyla metodą analizy obrazu (image tools), przez co
graficzne przedstawienie zależności pomiędzy redukcją długości korzeni fitodetekto-
rów a fitotoksycznym stężeniem badanych substancji aktywnych herbicydów jest szyb-
sze i zdecydowanie łatwiejsze w porównaniu z biotestem klasycznym (I generacji).
Przykładowy test Phytotoxkit wykonany przy użyciu standardowego zestawu roślin
przedstawiono na fotografii 4.

Zróżnicowany charakter chemiczny herbicydów uniemożliwia stosowanie tylko
jednego rodzaju mikrobiotestu Phytotoxkit zawierającego standardowe fitodetektory
dostarczone w zestawie. Ze względu na specyficzną reakcję różnych gatunków roślin
na obecność substancji aktywnych herbicydów należących do różnych grup chemicz-
nych konieczne staje się uzupełnienie wiedzy na temat możliwości wykorzystania in-
nych roślin. Dlatego bardzo często przeprowadza się modyfikację testu, polegającą na
zastąpieniu standardowych roślin testowych innymi gatunkami, np. Helianthus an-
nuus, Cucumis sativus czy Fagopyrum esculentum (7). Przykładowy test Phytoto-
xkit wykonany przy użyciu alternatywnego zestawu roślin przedstawiono na fotogra-
fii 5.

             Sorghum saccharatum                    Lepidium sativum                              Sinapis alba

Fot. 4. Biotest II generacji – Phytotoxkit ze standardowymi roślinami testowymi
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A może przyszłość leży w „bateriach” różnych testów?

Wybór odpowiedniego biotestu do badań agrofitocenozy zależy od rodzaju poszu-
kiwanych informacji, stężenia pozostałości substancji aktywnych herbicydów w ana-
lizowanej próbce gleby, osadu czy wody oraz wrażliwości gatunkowej testowanej ro-
śliny. W przypadku zastosowania tylko jednego gatunku detektora roślinnego oszaco-
wana fitotoksyczność odzwierciedla wrażliwość tego jednego testowanego gatunku.
Postępowanie takie stwarza możliwość popełnienia błędu niedoszacowania wyniku
fitotoksyczności zespołu czynników w odniesieniu do całej agrocenozy. Ryzyko to
można zminimalizować poprzez zastosowanie zestawu biotestów, których działanie
oparte jest na wykorzystaniu gatunków roślin o różnej wrażliwości na ksenobiotyki.
Takie zestawy testów mogą być tworzone w obrębie jednego testu (np. Phytotoxkit),
który może obejmować kilka gatunków roślin testowych o różnej wrażliwości na daną
grupę ksenobiotyków. Ponadto mogą być tworzone grupy zestawów w obrębie kilku
testów wykorzystujących różne biodetektory o zmiennej czułości na tę samą grupę
substancji (20, 29, 34).

Podsumowanie

W ekotoksykologii powszechnie przyjętymi metodami oznaczania stopnia pozosta-
łości różnych ksenobiotyków w środowisku glebowym są biotesty. Testy z zastosowa-
niem szybko kiełkujących nasion posiadają kilka bardzo ważnych zalet, a mianowicie
są tanie i łatwe w użyciu, nie wymagają drogiego sprzętu laboratoryjnego oraz są
proste do obserwacji i dają powtarzalne wyniki. Fitotoksyczny wpływ substancji che-
micznych można stwierdzić na podstawie dynamiki kiełkowania, wzrostu siewek, re-
dukcji suchej i świeżej masy korzeni lub koleoptyla roślin testowych. Na podstawie
niektórych parametrów, takich jak redukcja długości korzeni i toksyczny wpływ kse-

            Helianthus annuus                              Cucumis sativus                     Fagopyrum esculentum

Fot. 5. Biotest II generacji – Phytotoxkit z alternatywnymi roślinami testowymi
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nobiotyków można określić już po upływie około 24 h, dynamikę wzrostu korzeni po
3 dniach, a redukcję długości koleoptyla po 5 dniach od momentu rozpoczęcia testu
(mikrobiotest Phytotoxkit). Podczas gdy redukcję świeżej lub suchej masy nadziem-
nych części roślin (łodygi, liście) po upływie około 7-14 dni (biotest doniczkowy) lub
21-28 dni (biotest kuwetowy).

Do mankamentów tego rodzaju metod należy zaliczyć przede wszystkim brak
możliwości identyfikacji czynnika fitotoksycznego. Problem ten można jednak rozwią-
zać poprzez wykorzystanie różnych czynników biologicznych tworzących zestawy
biotestów, które pozwolą na dokładne określenie różnych ksenobiotyków.

Przypuszczalnie obszar zastosowania biotestów I i II generacji w ciągu najbliż-
szych kilku lat będzie się sukcesywnie zwiększał, a uzyskane w ten sposób informacje
będą mogły stanowić podstawę do podjęcia badań z wykorzystaniem klasycznych
metod analitycznych, takich jak chromatografia gazowa (GC) i cieczowa (HPLC).
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