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Brak wyraznego wptywu substancji toksycznej na podstawowe cechy historii Zyciowej organizmu
(przezywalnos$¢, reprodukcja) w klasycznych testach na toksyczno$¢ ostra nie $wiadczy jeszcze
0 faktycznym braku kosztéw, jakie mogg wynikaé z chronicznej ekspozycji na skazenia. W zwigzki
z tym, w badaniach ekotoksykologicznych coraz czesciej siega si¢ po metody umozliwiajace badanie
nie letalnych skutkow oddziatywania czynnikow stresowych, w warunkach zblizonych do tych, jakie
panujg w Srodowisku naturalnym. Do takich metod naleza m.in. badania tempa respiracji oraz
behawioru. Ze wzglgdu na zbyt niska czuto§¢ respirometréw umozliwiajacych ciagly pomiar tempa
respiracji, do niedawna mozliwosci stosowania tej metody do badan na drobnych bezkregowcach
byly bardzo ograniczone. Obecnie jednak badania tempa respiracji nawet u bardzo malych
organizméw sg mozliwe dzigki wykorzystaniu super-czutych respirometréw, np. Micro-Oxymax.
Podobnie, do niedawna nie istniata zadna mozliwo$¢ pomiaru aktywnosci lokomotorycznej zwierzat
zyjacych w nieprzejrzystych osrodkach, takich jak gleba, osady denne, czy $cieki lub niedostatecznie
przejrzysta woda. Zautomatyzowany system do pomiaru aktywnos$ci (ang. Multispecies Freshwater
Biomonitor - MFB) umozliwia tego rodzaju badania. Obie te metody sa obecnie coraz szerzej
wykorzystywane do badan nad wplywem substancji toksycznych na organizmy. Pomiary
respirometryczne pozwolity na wykazanie zmian w tempie metabolizmu u drobnych bezkregowcow
narazonych na oddzialywanie metali §ladowych i pestycydow, za$ przy pomocy MFB stwierdzono
zmiany w aktywnosci lokomotorycznej u glebowych i wodnych bezkregowcoéw pod wplywem tych
substancji. Zastosowanie obu technik w badaniach ekotoksykologicznych, zaréwno u bezkrggowcow
glebowych, jak i wodnych zostanie omowione na przyktadzie konkretnych badan wiasnych, a takze
pochodzacych z najnowszej literatury ekotoksykologicznej.
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1. POMIARY TEMPA RESPIRACJI U WODNYCH | GLEBOWYCH
BEZKREGOWCOW Z WYKORZYSTANIEM RESPIROMETRU
MICRO-OXYMAX

Dziatanie substancji chemicznych (metale, pestycydy) wymusza odmienng
gospodarke zasobami energetycznymi w organizmie, co wynika z koniecznosci
ponoszenia dodatkowych kosztow zwigzanych z uruchamianiem mechanizméw
pozwalajacych na zapobieganie skutkom dziatania czynnika stresogennego (np.
produkcja metalotionein ¢czy magazynujacych metale granul u bezkregowcow [7,18]).

Ponoszenie dodatkowych kosztow powinno mie¢ odzwierciedlenie w zmianach
tempa respiracji organizmu. Nalezy zatem przypuszczaé, ze istnieje zalezno§¢
pomigdzy tempem respiracji a stezeniem substancji chemicznej w organizmie i/lub
stopniem skazenia terenu, z ktérego organizmy pochodza.

Pomiary tempa respiracji u organizméw narazonych na dziatanie substancji
toksycznych, stosowane w ekotoksykologii od wielu lat, pokazuja, ze jest to wygodna
i uzyteczna miara wplywu substancji toksycznych na procesy fizjologiczne [6,13].
Jednak ze wzgledu na zbyt niskg czuto$¢ respirometréw oraz niemozno$¢ $ledzenia
zmian tempa respiracji w trakcie dokonywania pomiaru, do niedawna stosowanie tej
metody do badan na drobnych bezkregowcach byto bardzo ograniczone. Obecnie
jednak analizowanie zmian w tempie respiracji nawet u bardzo matych organizméow
jest mozliwe dzigki wykorzystaniu super-czutych respirometréw, np. Micro-Oxymax
(Columbus Instruments, USA).

Micro-Oxymax jest zautomatyzowanym respirometrem wielokanalowym
0 obwodzie zamknigtym, ktory periodycznie monitoruje stgzenie gazu zawartego
w komorze pomiarowej. Pozwala to na obliczenie ilosci tlenu zuzywanego
i dwutlenku wegla produkowanego w jednostce czasu oraz ich skumulowanych
warto$ci dla catego okresu pomiarowego. Poza tempem respiracji, system umozliwia
takze, po zaopatrzeniu w odpowiednie analizatory, pomiar stezenia metanu, tlenku
wegla, siarkowodoru czy wodoru. Dodatkowa zaletg respirometru Micro-Oxymax jest
mozliwo$¢ automatycznej wymiany powietrza w komorach pomiarowych, gdy
stezenie ktorego$ z gazow przekroczy zadeklarowang uprzednio warto$¢, co pozwala
na prowadzenie bardzo dtugich pomiarow (nawet trwajacych wiele dni), co nie byto
mozliwe w przypadku respirometréw manometrycznych lub elektrolitycznych.

W literaturze ekotoksykologicznej pojawia si¢ coraz wigcej badan
wykorzystujacych respirometr Micro-Oxymax do oceny wplywu rdznego typu
czynnikdéw stresowych na tempo respiracji glebowych i wodnych bezkregowcow, przy
czym notuje si¢ zardbwno wzrost, jak i1 spadek tempa metabolizmu pod wptywem
substancji toksycznych. Na przyktad fukasik i Laskowski [12] wykazali wzrost tempa
respiracji (zuzycia O,) u chrzaszczy Tribolium confusum traktowanych przez kilka
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pokolen hodowli laboratoryjnej miedzig. Jednak w trakcie 6-dniowych pomiarow
tempo respiracji osobnikow eksponowanych na miedz spadato szybciej niz
U chrzaszczy kontrolnych, co doprowadzilo do tego, ze pod koniec okresu
pomiarowego to chrzaszcze kontrolne wykazywaly wyzsze tempo metabolizmu.
Prawdopodobnie ze wzgledu na wysokie koszty detoksykacji, u chrzgszczy
eksponowanych na miedZz dochodzito do szybszego wyczerpywania zasobéw
w trakcie pomiaréw, podczas ktorych chrzaszcze nie byly karmione. Rowniez
kilkupokoleniowa ekspozycja ciem Spodoptera exigua na cynk spowodowata wzrost
tempa respiracji (konsumpcji O, i produkcji CO,) u ich larw [10]. Z kolei Rowe i in.
[15] stwierdzili wzrost tempa metabolizmu u krewetek Procambarus acutus
chronicznie eksponowanych na podwyzszone st¢zenia metali $ladowych, jednak
zaleznosci takiej nie zaobserwowano po dluzszym okresie ekspozycji na
zanieczyszczenie. Roznic w tempie respiracji nie wykazano takze w pokoleniu F;
chrzgszczy Pterostichus oblongopunctatus zebranych ze stanowisk o réznym stopniu
skazenia metalami, chociaz u samco6w mozna bylo zaobserwowac staba, na pograniczu
istotno$ci statystycznej, dodatnia korelacje pomiedzy produkcjag CO, a poziomem
zanieczyszczenia Srodowiska, z ktorego pochodzili rodzice badanych chrzaszezy [11].

Odwrotnie rzecz si¢ miala w przypadku badan Bednarskiej i Laskowskiego [2],
ktore wykazaty spadek tempa respiracji u chrzaszczy P. oblongopunctatus po dtugiej,
trwajacej 192 dni, ekspozycji na nikiel. Jednak gdy chrzaszcze byty eksponowane na
te sama dawke niklu (2500 mg Ni kg™) przez okres 64 dni, ich tempo metabolizmu
albo nie ro6znito si¢ wcale, albo byto nieznacznie nizsze w pordwnaniu z chrzaszczami
z zabiegu kontrolnego. W innych badaniach [1] chrzaszcze (P. oblongopunctatus)
poddano trzem zabiegom: (1) ekspozycja na Ni przez okres 96 dni, (2) ekspozycja na
Ni przez 64 dni (okres kontaminacji), po ktorej chrzaszcze karmiono nieskazonym
pokarmem przez 32 dni (okres eliminacji), oraz (3) chrzaszcze karmione pokarmem
nieskazonym przez caly czas trwania eksperymentu (kontrola). Okazato sig¢, ze
chrzaszcze z zabiegu 1. mialy istotnie wyzsze tempo respiracji po 96 dniach
ekspozycji na Ni w porownaniu do chrzaszczy z zabiegu 2. po okresie eliminacji
i kontrolnych (zabieg 3). Ponadto, nie stwierdzono roznic w tempie respiracji
pomigdzy chrzaszczami po okresie eliminacji i kontrolnymi (rys. 1A).

Ta zmienno$¢ tempa metabolizmu w czasie ekspozycji chrzgszczy na Ni moze
odzwierciedla¢ rozne etapy, przez jakie przechodzi organizm poddany dziataniu
substancji toksycznej [14].
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Rys. 1. Réznice w tempie respiracji (A) oraz aktywnos$ci lokomotorycznej (B) chrzaszczy Pterostichus
oblongopunctatus pochodzacych z trzech zabiegdw: (1) chrzaszcze eksponowane na Ni przez okres
96 dni, (2) chrzaszcze eksponowane na Ni przez 64 dni (okres kontaminacji), a nastgpnie karmione

nieskazonym pokarmem przez 32 dni (okres eliminacji), oraz (3) chrzaszcze karmione pokarmem
nieskazonym przez caly czas trwania eksperymentu (kontrola) [1]

Poczatkowo tempo metabolizmu spada, gdyz ujawniajg si¢ pierwsze skutki
intoksykacji — uszkodzenie niektorych enzyméw, przy jednoczesnym braku
mechanizméw obronnych (w badaniach na P. oblongopunctatus odpowiadatl temu
nieznaczny spadek tempa respiracji u chrzaszczy po 64 dniach intoksykacji).
W kolejnym etapie tempo metabolizmu ro$nie, co ma zwigzek z uruchomieniem
mechanizméw detoksykacyjnych oraz wzrastajacymi naktadami energetycznymi na
odtwarzanie uszkodzonych enzyméw (w badaniach na P. oblongopunctatus miato to
miejsce w 96 dniu intoksykacji). Je$li substancja toksyczna zostanie usunigta
z ekosystemu, poziom metabolizmu wraca do normy (o czym $wiadczy
zaobserwowany brak réznic w tempie metabolizmu pomiedzy chrzaszczami
kontrolnymi i intoksykowanymi po okresie eliminacji). Jednak w przypadku
utrzymujacego si¢ wysokiego stgzenia substancji toksycznej, gdy mechanizmy
detoksykacyjne nie nadazaja z odtruwaniem organizmu, tempo metabolizmu zaczyna
spada¢ (jak to miato miejsce po 192 dniach ekspozycji chrzaszczy na Ni), az w koncu
organizm ginie.

Podobnie jak w przypadku Ni, réwniez chloropiryfos (CHP) istotnie wptywat na
metabolizm P. oblongopunctatus, powodujac wzrost tempa respiracji u osobnikow
karmionych pokarmem skazonym 10 mg CHP kg™ (rys. 2A). Jednak gdy po okresie
ekspozycji chrzaszcze karmiono przez 32 dni pokarmem czystym, ich tempo respiracji
wrocito do poziomu obserwowanego u chrzaszczy kontrolnych (rys. 2B).
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Rys. 2. Réznice w tempie respiracji chrzaszczy Pterostichus oblongopunctatus karmionych pokarmem
skazonym chloropiryfosem (10 mg CHP kg™) lub pokarmem czystym (0 mg CHP kg™) przez okres
32 dni (A) oraz eksponowanych na chloropiryfos przez 64 dni, a nastgpnie karmionych nieskazonym
pokarmem przez 32 dni (10 mg CHP kg™) lub karmionych pokarmem czystym (0 mg CHP kg™) przez
caty czas trwania eksperymentu (B)

Z przytoczonych wyzej przyktadow badan mozna wysnu¢ wniosek, ze wpltyw
substancji toksycznej na tempo respiracji bezkregowcoéw zalezy nie tylko od badanego
gatunku, ale takze rodzaju substancji toksycznej, jej stezenia w srodowisku oraz czasu
ekspozycji organizmu na te substancje. Istotny wpltyw na tempo metabolizmu maja
takze takie czynniki, jak masa ciata, pte¢, stan fizjologiczny, rytm okotodobowy czy
temperatura [2,3,11,15]. Ponadto nalezy pamigtaé, ze ewentualne koszty detoksykacji
substancji chemicznych moga wyraza¢ si¢ nie tylko w zmianie tempa respiracji, ale
takze w innych skltadowych budzetu energetycznego, takich jak wzrost czy
reprodukcja [16].
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2. POMIARY AKTYWNOSCI LOKOMOTORYCZNEJ U WODNYCH
| GLEBOWYCH BEZKREGOWCOW Z WYKORZYSTANIEM
ZAUTOMATYZOWANEGO SYSTEMU MFB
(ang. Multispecies Freshwater Biomonitor)

Od czasu gdy pomiary aktywnosci lokomotorycznej zostaly zautomatyzowane,
w literaturze ekotoksykologicznej mozna znalez¢ coraz wigcej informacji na temat
wplywu réznego typu substancji chemicznych na behavior [np. 8,17]. Badania
aktywnosci lokomotorycznej wodnych i glebowych bezkregowcow, dokonywane przy
uzyciu systemu do analizy obrazu z kamery video, umozliwiajg nie tylko okreslenie
polozenia badanego organizmu, ale takze czas trwania okres$lonego zachowania,
predkos¢ poruszania si¢ osobnika, czy na przyktad dtugos¢ przebytej drogi. Niemniej
jednak fakt, ze badany organizm musi by¢ wyraznie widoczny w trakcie pomiaru,
czyni ta metode nieprzydatng w badaniach zachowania organizméw, ktére zyja
w glebie, osadach dennych, $ciekach, czy nieprzejrzystej wodzie. Od niedawna
istnieje jednak mozliwos¢ dokonywania pomiarow aktywnosci lokomotorycznej takze
u zwierzat zyjacych w takich witasnie srodowiskach. Pozwala na to zautomatyzowany
system do pomiaru aktywnosci (ang. Multispecies Freshwater Biomonitor, MFB)
opracowany i produkowany przez niemiecka firm¢ LimCo Company.

MFB automatycznie rejestruje zmiany pola elektromagnetycznego pomig¢dzy parg
elektrod umieszczonych w $cianach komory pomiarowej, w ktorej znajduje si¢ obiekt
badan. Zarejestrowane sygnaly sa nastepnie analizowane przy uzyciu transformacji
Fouriera 1 rozrézniane na podstawie ich amplitudy i czgstotliwosci. Dane dotyczace
aktywnos$ci wyrazane sg jako czas spedzony na czynnosciach powodujacych zmiany
pola o okreslonej czestotliwosci, a wysoka czulo$¢ urzadzenia pozwala na
rozréznienie pomiedzy ruchami zwigzanymi z przemieszczaniem si¢ a ruchami
zwigzanymi z utrzymywaniem funkcji zyciowych organizmu (np. ruchy oddechowe).

Ze wzgledu na mozliwos¢ zastosowania roznej wielkosci komor pomiarowych
w zaleznosci od wielkosci badanych organizméw, system ten znalazt szerokie
zastosowanie w monitoringu stanu wod oraz badaniach wptywu réznego typu
substancji (metale, substancje organiczne) na aktywno$¢ lokomotoryczng takich
bezkregowcow wodnych, jak na przyktad kietz Gammarus pulex [5] czy skorupiak
Corophium volutator [9]. MFB zostal rowniez z powodzeniem wykorzystany
W badaniach aktywnosci lokomotorycznej bezkregowcow glebowych, w tym
dzdzownic, skoczogonkéw i réwnonogéw [4]. Przy uzyciu MFB wykazano takze
wzrost aktywno$ci lokomotorycznej chrzaszczy Pterostichus oblongopunctatus
eksponowanych na nikiel [1] (Rys. 1B). Mozna zatem $miato stwierdzié, ze
ekotoksykologia zostala wzbogacona w nowe narzedzie do badan wpltywu roéznego
typu substancji chemicznych na aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat w warunkach
odzwierciedlajacych te, ktore panuja w ich naturalnym $rodowisku zycia.
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RESPIRATION RATE AND LOCOMOTOR ACTIVITY MEASUREMENTS IN
ECOTOXICOLOGICAL STUDIES

Chronic exposure to low levels of environmental contaminants can negatively impact overall
performance of an individual without being directly lethal. Therefore, the methods which allow to
measure sublethal effects of different stressors on organisms are more and more frequently used in
ecotoxicological studies. One useful approach is to examine respiration rate changes after exposure of
an organism to environmental stress. Nowadays, long-term respiration rate measurements are possible
even in small invertebrates using high sensitivity computer-controlled, close-circuit Micro-Oxymax
respirometer. Studies concerning the effects of different toxicants (metals, pesticides) on metabolic
rate confirm the usefulness of the respiraton rate measurements as a convienient endpoint in
ecotoxicological studies. Also, a substantial amount of information has been gathered on the effects of
toxicants on locomotor activity of both aquatic and terrestrial invertebrates, allowing to suggest
animal locomotor behavior as a sensitive biomarker of chemical stress,. The new approach using the
Multispecies Freshwater Biomonitor (MFB) has simplified locomotor activity measurements in
aquatic species. Recently, the utility of MFB for quantification of behavioral changes was also
demonstrated for locomotor activity measurements in soil-dwelling invertebrates, e.g. earthworms,
springtails and carabids. The advantages of both respiration rate and MFB measurements is discussed
based on the results from our own study and the literature data.



