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Streszczenie: W biomonitoringu ekosystemow wodnych szerokie zastosowanie znajduja mi-
krobiotesty toksycznosci ostrej. Przykladem mikrobiotestu zgodnego z wytycznymi OECD
Guideline 202 i ISO 6341 jest Daphtoxkit F magna. Skorupiaki Daphnia magna wystepu-
ja powszechnie w biocenozach stodkowodnych, sg wrazliwe na szeroki zakres zanieczysz-
czen $rodowiskowych i odgrywaja wazng role w tancuchu pokarmowym. Celem badan byta
ocena przydatno$ci Daphnia magna w bioindykacji zanieczyszczen wod powierzchniowych
zwiazkami kadmu. Badania wykazaty wysoka wrazliwo$¢ Daphnia magna na chlorek kadmu
(48h-LC, = 0,77 mg/l). Wartosci stgzen letalnych $wiadcza rowniez o bardzo wysokiej ostrej
toksycznosci chlorku kadmu (48h-TU = 130,30). Wyniki badan wskazuja na koniecznos¢
regularnego monitoringu zanieczyszczen ekosysteméw wodnych zwigzkami kadmu 1 przy-
datno$¢ Daphnia magna w badaniach bioindykacyjnych.

Stowa kluczowe: bioindykacja, wody powierzchniowe, metale cigzkie, mikrobiotest, tok-
syczno$¢ ostra, Daphnia magna.

Summary: Acute toxicity bioassays are widely used in the biomonitoring of aquatic ecosys-
tems. An example of bioassay, conforming to OECD Guideline 202 and ISO 6341 is Daphtox-
kit F magna. Crustaceans Daphnia magna are common in freshwater biocenoses, character-
ized by sensitivity to a wide range of environmental contamination and play an important role
in food chain. The aim of the study was to evaluate the usefulness of Daphnia magna in the
bioindication of cadmium compounds in the surface water. The results show high sensitivity
of Daphnia magna to cadmium chloride (48h-LC,j = 0.77 mg/l). Values of lethal concentra-
tion indicate also the very high acute toxicity of cadmium chloride (48h-TU = 130.30). The
results of the study pointed to the necessity of regular monitoring of cadmium compounds in
aquatic ecosystems and the usefulness of Daphnia magna in their bioindication.

Keywords: bioindication, surface water, heavy metals, microbiotest, acute toxicity, Daphnia
magna.
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1. Wstep

Konsekwencja coraz szybszego postepu cywilizacyjnego, urbanizacji, industrializa-
¢cji, rozwoju rolnictwa i transportu jest wzrost koncentracji metali ciezkich w wodach
powierzchniowych [Piontek i in. 2014, s. 71; Romanowska-Duda 2015, s. 14; Hua
iin. 2016, s. 1530]. Akumulowane przez organizmy zooplanktonowe jony metali
w wyniku procesu biomagnifikacji moga si¢ przemieszcza¢ na wyzsze ogniwa tan-
cucha troficznego, stanowigc realne zagrozenie dla zdrowia cztowieka [Kaniuczak,
Augustyn 2011, s. 34; Luszczek-Trojnar i in. 2011]. Do najbardziej toksycznych,
szeroko rozpowszechnionych w srodowisku wodnym zanieczyszczen naleza zwigz-
ki kadmu. Biomagnifikacja kadmu moze wywotywac niekorzystne zmiany w orga-
nizmie cztowieka, objawiajace si¢ zaburzeniami w pracy nerek, watroby i innych
organow, uposledzeniem funkcji rozrodczych, deformacja kosci oraz powstaniem
zmian nowotworowych [Czeczot, Majewska 2010, s. 73-76].

Potrzeba doktadniejszego poznania mechanizmoéow i skutkéw oddziatywania
substancji toksycznych na organizmy zywe sprawia, iz w ocenie jakosci wod, obok
standardowo stosowanych metod fizyczno-chemicznych coraz wigksze znaczenie
zyskuja techniki bioindykacyjne [Romanowska-Duda 2015, s. 14; Szczerbinska,
Galczynska 2015, s. 185]. Waznym narzgdziem nowoczesnego biomonitoringu sg
mikrobiotesty toksycznos$ci ostrej. Ich zaletg jest stosunkowo niski koszt wykonania
analiz oraz krotki czas i powtarzalno$¢ odpowiedzi badanych organizmow [Kuczyn-
skaiin. 2003, s. 694]. Biotesty umozliwiaja ocene oddziatywania badanej substancji
na organizmy doswiadczalne w krotkim (do 96 godzin) czasie ekspozycji. Wyzna-
czana jest warto$ci stezenia letalnego (lethal concentration, LC,)), powodujgcego
50% $miertelnosci organizmow testowych [Traczewska 2011, s. 28-33]. Jednym
z najpopularniejszych obecnie w skali globalnej mikrobiotestow jest Daphtoxkit F
magna, zgodny z wytycznymi OECD Guideline 202 oraz ISO 6341. Wykorzysty-
wane w tescie skorupiaki Daphnia magna s3 organizmem modelowym w badaniach
toksykologicznych zwigzkow chemicznych i monitoringu stanu wod powierzchnio-
wych. Rozwielitki sg szeroko rozpowszechnione w biocenozach stodkowodnych na
catym $wiecie i charakteryzujg si¢ wysoka wrazliwo$cig na szerokg game zanie-
czyszczen $rodowiskowych. Jako zrédto pokarmu dla wigkszych bezkregowcow
wodnych i ryb odgrywaja istotng role w sieci troficznej. Niewielkie rozmiary, krotki
cykl zyciowy oraz wysokie zdolnosci reprodukcyjne sprawiaja, ze rozwielitki sg
tatwe w hodowli w warunkach laboratoryjnych. Dobrze poznana biologia gatunku,
opisana w licznych publikacjach i doniesieniach naukowych, pozwala natomiast na
wlasciwg interpretacje wynikdéw badan [Persoone i in. 2009, s. 5; Seda, Petrusek
2011, s. 337; Siciliano i in. 2015, s. 1; Vu Le i in. 2016, s. 2].

Celem badan prezentowanych w niniejszym artykule byta ocena przydatnosci
skorupiakow Daphnia magna w bioindykacji zanieczyszczen wod powierzchnio-
wych zwigzkami kadmu.
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2. Material i metody

W badaniu toksycznos$ci ostrej chlorku kadmu wykorzystano mikrobiotest Daphto-
xkit F magna. Przyjeto metodyke przedstawiong w instrukcji producenta testu [Ti-
gret 2011]. Pozywke hodowlang — wodny roztwor NaHCO,, CaCl,, MgSO, i KCI
w celu wlasciwego nasycenia tlenem napowietrzano przez okres 20 minut. Na szalke
z pozywka wprowadzono effipia Daphnia magna. Szalke inkubowano przez okres
72 godzin w temperaturze 21°C (£0,5°C) 1 przy stalym os$wietleniu 6000 luksow.
Wykonano seri¢ rozcienczen wyjsciowego roztworu chlorku kadmu w stosunku 1:1
w pozywce hodowlanej, uzyskujgc stezenia CdCl, w zakresie 0,625-20 mg/l. W celu
zapewnienia rezerwy energetycznej organizmom testowym zastosowano karmienie
proszkiem Spirulina. Dolki ptytki testowej napetniono w kolejnosci wzrastajacych
stezen roztworu chlorku kadmu do objetosci 10 ml. Do kazdego dotka wprowadzo-
no po 10 osobnikéw Daphnia magna. Tak przygotowang ptytke testowa przykryto
parafilmem i inkubowano w ciemno$ci w temperaturze 21°C (£0,5°C). Po 24 i 48
godzinach inkubacji odnotowano liczbe martwych organizméw testowych. Wartosci
stezen letalnych (LC,)) wyznaczono, stosujgc metodg interpretacji graficznej. Wy-
kresy sporzadzono w skali logarytmicznej [Litchfield, Wilcoxon 1949, s. 99-113].
Wartosci LC, przeliczono na jednostki toksycznosci (TU) wedtug ponizszego wzoru:

TU x 100,

= LCso

W ocenie stopnia toksycznosci chlorku kadmu wzgledem skorupiakow Daphnia
magna postuzono si¢ klasyfikacja zaproponowang przez Persoone i in. [2003, s. 399;
tab. 1].

Tabela 1. System klasyfikacji toksycznosci substancji

Jednostki toksycznosci [TU] Klasa toksycznosci Toksycznosé
<0,4 I brak ostrej toksycznosci
0,4-1 1I mala ostra toksycznosé
1-10 I ostra toksycznos¢
10-100 v wysoka ostra toksycznos¢
>100 \Y bardzo wysoka ostra toksycznos¢

Zrodto: [Persoone i in. 2003, s. 399].

3. Wyniki

Na rys. 1 przedstawiono $miertelno$¢ skorupiakow Daphnia magna po 24 1 48 go-
dzinach ekspozycji na roztwor chlorku kadmu w zakresie stezen 0,625-20 mg/1.
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Smiertelnos¢ [%]

0,625 1,25 25 5 10 20

Stezenie roztworu [mg/l]

Czas ekspozycji: [l 24 godziny [l 48 godzin

Rys. 1. Smiertelno$¢ Daphnia magna po 24- i 48-godzinnej intoksykacji roztworem chlorku kadmu
w zakresie stezen 0,625-20 mg/1

Zrodto: opracowanie wiasne.

Przeprowadzone badania wykazaty toksyczne oddzialywanie chlorku kadmu na
organizmy testowe. Podwyzszong (30%) $miertelno$¢ Daphnia magna stwierdzono
w najnizszym (0,625 mg/l) stezeniu CdCl, juz po 24 godzinach intoksykacji. Po 48
godzinach ekspozycji $§miertelnos¢ badanych organizméw wzrosta o kolejne 10%
[Persoone i in. 2003, s. 398; rys. 1].

|A| v =22,259In(x) + 38,557 |E| v =18,549In(x) + 54,909

Smiertelnosé %]
Smiertelnogé | %]

01234567 8 91011121314151617181920 01234367 8 91011121314151617181920
Stezenie roztworu [mg/l] Stezenie roztworu [mg/1]

Strzatka zaznaczono warto$¢ stezenia letalnego (LC, )

Rys. 2. Zalezno$¢ $miertelnosci Daphnia magna od stg¢zenia roztworu chlorku kadmu po 24 (A)
148 (B) godzinach ekspozycji

Zrodto: opracowanie wiasne.

Wartos$ci stezenia letalnego (LC, ) obnizajg si¢ wraz z czasem narazenia organi-
zmow doswiadczalnych, az do osiagnigcia wartosci progowej. Wartosci LC_ odno-
towane po 24 (1,67 mg/l) 1 48 godzinach (0,77 mg/l) intoksykacji $wiadcza o przy-
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roscie reakcji testowej. Wraz z wydtuzeniem czasu ekspozycji wzrasta toksycznosé
chlorku kadmu wzgledem Daphnia magna [Walker i in. 2002, s. 136; rys. 2].

Ocena stopnia toksycznos$ci chlorku kadmu wykazata wysokg ostra toksycznos$¢
chlorku (IV klasa toksycznos$ci; 59,80 TU) po 24-godzinnej i bardzo wysoka ostra
toksycznos¢ (V klasa toksycznosci; 130,30 TU) po 48-godzinnej intoksykacji bada-
nego zwigzku wobec Daphnia magna [Persoone i in. 2003, s. 399; tab. 2].

Tabela 2. Ocena toksycznosci roztworu chlorku kadmu wobec Daphnia magna

Czas Stezenie letalne Jednostki Klasa Toksyeznodé
ekspozycji [h] [LC,,, mg/l] toksycznosci [TU] | toksycznos$ci Y
24 1,67 59,80 v wysoka ostra toksycznos$c

bardzo wysoka ostra

48 0,77 130,30 \Y% -
toksycznos¢

Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie [Persoone i in. 2003, s. 399].
4. Dyskusja wynikow

Nowoczesne metody bioindykacyjne wykorzystujace mikrobiotesty toksycznosci
ostrej stanowia cenne narze¢dzie w ocenie stanu wod powierzchniowych. Specyficzne
reakcje organizmow testowych (§miertelnos¢, zmiany behawioralne, fizjologiczne,
morfologiczne) pozwalaja na szybsza detekcje zanieczyszczen oraz okreslenie efek-
tow toksycznego oddzialywania ksenobiotykow na organizmy zywe [Banaszkiewicz
2010, s. 39; Trusz-Zdybek i in. 2012, s. 422; Szczerbinska, Gatczynska 2015, s. 193-
-194]. Przyktadem organizmu modelowego o dtugiej historii stosowania w badaniach
toksykologicznych ekosystemow wodnych sa skorupiaki Daphnia magna [Piontek
1in. 2012, s. 413; Vu Le 2016, s. 2].

Wyniki badan prezentowanych w niniejszym artykule wykazaly wysoka (24h-
-TU = 59,80) i bardzo wysoka (48h-TU = 130,30) ostra toksycznos¢ chlorku kadmu
wobec rozwielitek. Kadm jako pierwiastek o znacznych zdolnos$ciach do bioma-
gnifikacji stanowi realne zagrozenie dla zdrowia cztowieka [Persoone i in. 2003,
s. 399; Campbell 2006, s. 388; Mohod, Dhote 2013, s. 2992; Afshan i in. 2014,
s.76; Sharma i in. 2015, s. 1]. Stwierdzona wysoka wrazliwos¢ rozwielitek na CdCl,
(24h-LC,, = 1,67 mg/l; 48h-LC,, = 0,77 mg/l) potwierdza przydatno$¢ badanych
organizméw w bioindykacji zanieczyszczen wod powierzchniowych zwigzkami
kadmu, co zostato szeroko opisane w licznych publikacjach naukowych z zakresu
ekotoksykologii. Teodorovic 1 in. [2009, s. 486] w pracy dotyczacej toksycznosci
ostrej metali cigzkich wykazali, ze wartosci LC, | dla Daphnia magna w przypadku
kadmu (48h-LC, = 0,17 mg/l) byly przynajmniej dwu- (Zn: 48h-LC, = 0,41 mg/l)
lub nawet 440-krotnie nizsze (Pb: 48h-LC, = 74,73 mg/l) niz w przypadku innych
pierwiastkow. Fikirdesici i in. [2012, s. 545], badajac wody zanieczyszczone meta-
lami cigzkimi, wykazali znacznie wyzsza wrazliwo$¢ rozwielitek na chlorek kadmu
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(24h-LC,, = 0,44 mg/l) anizeli na trojtlenek arsenu (24h-LC, = 5,09 mg/l). W bada-
niach Piontek i in. [2012, s. 414; 2014, s. 78] warto$ci stezen letalnych dla rozwie-
litek po 48 godzinach ekspozycji na chlorek kadmu i azotan kadmu byty zblizone
i wyniosty odpowiednio 0,37 mg/l oraz 0,40 mg/l. W pracy Guilhermino i in. [2000,
s. 359], poswigconej biotestom toksycznosci ostrej z Daphnia magna, wartosci LC, |
w przypadku CdCl, wyniosty 0,071 mg/l po 24 1 0,017 mg/l po 48 godzinach intok-
sykacji. Podobne wyniki uzyskali Ward i Robinson [2005, s. 2341], testujac opor-
nos¢ Daphnia magna na 8 roznych zrodet kadmu (48h-LC, = 0,26-1,2 mg/l).

5. Whnioski

1. Skorupiaki Daphnia magna wykazuja wysoka wrazliwos¢ na chlorek kadmu
(48h-LC,, = 0,77 mg/l).

2. Chlorek kadmu jest substancjg o bardzo wysokiej ostrej toksycznosci wobec
Daphnia magna (V klasa toksycznosci; 48h-TU = 130,30).

3. Wyniki badan wskazuja na koniecznos¢ regularnego monitoringu zanieczysz-
czen wod powierzchniowych zwigzkami kadmu oraz przydatno$é Daphnia magna
w badaniach bioindykacyjnych.

Literatura

Afshan S., Shafaqat A., Ameen U.S., Farid M., Bharwana S.A., Hannan F., Ahmad R., 2014, Effect on
different heavy metal pollution on fish, Research Journal of Chemical and Environmental Sciences,
vol. 2, no. 1, s. 74-79.

Banaszkiewicz T., 2010, Biomonitoring in the assessment of chemical threats to the environment, Con-
temporary Problems of Management and Environmental Protection, vol. 5, s. 31-41.

Campbell P.G.C., 2006, Cadmium — A priority pollutant, Environmental Chemistry, vol. 3, no. 6,
s. 387-388.

Czeczot H., Majewska M., 2010, Kadm — zagrozenie i skutki zdrowotne, Farmacja Polska, t. 66, nr 4,
s. 243-250.

Fikirdesict, S., Altindag A., Ozdemur E., 2012, Investigation of acute toxicity of cadmium-arsenic mix-
tures to Daphnia magna with toxic units approach, Turkish Journal of Zoology, vol. 36, no. 4,
s. 543-550.

Guilhermino L., Diamantino T., Silva M.C., Soares A.M.V.M., 2000, Acute toxicity test with Daphnia
magna: An alternative to mammals in the prescreening of chemical toxicity?, Ecotoxicology and
Environmental Safety, vol. 46, s. 357-362.

Hua Z., Yinghui J., Tao Y., Min W., Guangxun S., Mingjun D., 2016, Heavy metals concentrations and
risk assessment of sediments and surface water of the Gan River, China, Polish Journal of Envi-
ronmental Studies, vol. 25, no. 4, s. 1529-1540.

Kaniuczak J., Augustyn J., 2011, Zawartos¢ jonow metali w wodach powierzchniowych przeznaczo-
nych do zaopatrzenia ludnosci w wode do spozycia, Inzynieria Ekologiczna, nr 27, s. 33-45.
Kuczynska A., Wolska L., Namies$nik J., 2003, Zastosowanie biotestow w badaniach srodowiskowych,
[w:] Namieénik J., Chrzanowski W., Szpinek P. (red.), Nowe horyzonty i wyzwania w analityce
i monitoringu srodowiskowym, Centrum Doskonato$ci Analityki i Monitoringu Srodowiskowego,

Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdanska, Gdansk, s. 668-669.



Bioindykacja zanieczyszczen wod powierzchniowych z zastosowaniem mikrobiotestu... 49

Litchfield J.T., Wilcoxon F., 1949, 4 simplifield method of evaluating dose-effect experiments, Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics, vol. 96, no. 2, s. 99-113.

Luszczek-Trojnar E., Drag-Kozak E., Popek W., 2011, Bioakumulacja metali cigzkich w wybranych
tkankach karpia (Cyprinus carpio L.) pochodzqcego ze stawow hodowlanych zasilanych wodg
rzeki Rudawy, Ochrona Srodowiska i Zasobow Naturalnych, nr 47, s. 112-120.

Mohod C.V., Dhote J. 2013, Review of heavy metals in drinking water and their effect on human health,
International Journal of Innovative Research in Science, Engineering and Technology, vol. 2,
no. 7, s. 2992-2996.

Persoone G., Baudo R., Cotman M., Blaise C., Thompson K.CI., Moreira-Santos M., Vollat B., Térokne
A., Han T., 2009, Review on the acute Daphnia magna toxicity test — Evaluation of the sensitivity
and the precision of assays performed with organisms from laboratory cultures or hatched from
dormant eggs, Knowledge and Management of Aquatic Ecosystems, no. 393, s. 1-29.

Persoone G., Marsalek B., Blinova 1., Toérokne A., Zarina D., Manusadzianas L., Nalecz-Jawecki G.,
Tofan L., Stepanova N., Tothova L., Kolar B., 2003, 4 Practical and user-friendly toxicity classi-
fication system with microbiotests for natural waters and wastewaters, Environmental Toxicology,
vol. 18, no. 6, s. 395-402.

Piontek M., Fedyczak Z., Luszczynska K., Lechow H., 2014, Toksycznos¢ miedzi, cynku oraz kadmu,
rteci i ofowiu dla cztowieka, kregowcow i organizméw wodnych, Zeszyty Naukowe Uniwersytetu
Zielonogorskiego, Seria: Inzynieria Srodowiska, nr 155(35), s. 70-83.

Piontek M., Walczak B., Czyzewska W., Lechow H., 2012, Miedz, kadm i cynk w pyle drogowym
miast oraz okreslenie toksycznosci zwigzkow tych metali metodg biologiczng, Kosmos, t. 61, nr 3,
s. 409-415.

Romanowska-Duda Z., 2015, Metale cigzkie jako specyficzne zanieczyszczenia srodowiska wodnego,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.odzki, £.6dz.

Seda J., Petrusek A., 2011, Daphnia as a model organism in limnology and aquatic biology: Introduc-
tory remarks, Journal of Limnology, vol. 70, no. 2, s. 337-344.

Sharma H., Rawal N., Mathew B.B., 2015, The characteristic, toxicity and effects of cadmium, Interna-
tional Journal and Nanoscience, vol. 3, s. 1-9.

Siciliano A., Gesuele R., Guida M., 2015, How Daphnia (Cladocera) assays may be used as bioindi-
cators of health effects?, Journal of Biodiversity & Endangered Species, vol. S1, no. 005, s. 1-6.

Szczerbinska N., Galczynska M., 2015, Biological methods used to assess surface water quality, Ar-
chives of Polish Fishers, vol. 23, s. 185-196.

Teodorovic 1., Planojevic 1., Knezevic P., Radak S., Nemet 1., 2009, Sensitivity of bacterial vs. acute
Daphnia magna toxicity tests to metals, Central Journal of Biology, vol. 4, no. 4, s. 482-492.
Tigret 2011, DAPHTOXKIT F MAGNA. Procedura testu, http://www.tigret.eu/images/stories/produk-
ty/ToksSrodowiskowa/daphtoxkit%201%20magna%?20slide%20show%20pl.pdf (26.08.2017).
Traczewska T.M., 2011, Biologiczne metody oceny skazenia srodowiska, Oficyna Wydawnicza Poli-

techniki Wroctawskiej, Wroctaw.

Trusz-Zdybek A., Szymczycha-Madej A., Traczewska T.M., Piekarska K., 2012, Zastosowanie systemu
Microtox w bioindykacji probek srodowiskowych, Kosmos, t. 61, nr 3, s. 417-423.

Vu Le. Q-A., Sekhon S.S., Lee L., Min J., 2016, Daphnia in water quality biomonitoring — “omic”
approaches, Toxicology and Environmental Health Sciences, vol. 8, no. 1, s. 1-6.

Walker C.H., Hopkin S.P., Sibly R.M., Peakall D.B., 2002, Podstawy ekotoksykologii, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa.

Ward T.J., Robinson W.E., 2005, Evolution of cadmium resistance in Daphnia magna, Environmental
Toxicology and Chemistry, vol. 24, no. 9, s. 2341-2349.



