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l.WPBO WADZENTIE

Badania toksykologiczna stanowig jeden z podstawowych
alaraantow wielokierunkowych dziatan w zakresie ochrony
wod przad zanieczyszczeniem. Szczegélna zainteresowania
ta dziadzing nastgpito w latach 50-tych co by+o zwigzana
za znaczym wzrostem ilosci zanieczyszczen odprowadzanych
do wod powierzchniowych przaz burzliwie rozwijajacy sie

przemyst.

Pierwsza praca byty o charakterze metodycznym 1 miaty
na celu uzyskanie danych niezbednych do wyznaczania do-
puszczalnych stezen zanieczyszczen odprowadzanych do woéd.
Wyniki tych opracowan m.in. dady podstawy do sprecyzowania
sposobéw oceny jJakosci wéd i ich klasyfikacji odnosnie

przydatnosci do picia i potrzeb gospodarczych.

Analizujac metody badan nalezy podkresli¢, ze powszechnie
sg stosowane testy ostre, krotkotrwate, w wyniku ktorych
wyznacza sie stezenia Smiertelne substancji oddziatywu-

Jacych toksycznie na organizmy testowane.

ostatnio jednak zwrocono uwage na szkodliwos¢é zwigzkow
chemicznych wystepujgcych w wodach w stezeniach nizszych
od letalnych, powodujacych zakddcenia w procesach fizjolo-
gicznych. organizméw, obserwowane w d¥ugim czasie. Spowodo-
wato to koniecznos¢ wprowadzania testéw chronicznych.
Jako kryterium oceny szkodliwego oddziatywania zanieczyszczen
w tym przypadku przyjmuje sie zmiany w procesach fizjo-
logicznych obserwowane podczas pe#nego cyklu zyciowego
organizmu. Uznano wiec, ze testy chroniczne powinny stanowic
podstawe do wyznaczania stezen bezpiecznych zanieczyszczen

odprowadzanych do wod.



\V/ pracach metodycznych wielu autoréw podkresla koniecz-
nos¢ prawiddowego doboru organizmow testowych. Z przegladu
literatury Wolteringa /106/, ktdéry obejmuje okres 25 lat
wynika, ze g¥#déwnie ryby stosowane sg jako testobionty.
Takze w propozycji US BPA na 165 gatunkéw ilosciowo

dominujg ryby /7 2, 89/.

Istnieje jednak potrzeba wprowadzania metod w ktorych
role bioindykatorow powinny spednia¢ takze inne organizmy.
Do tego celu szczegdélnie poleca sie bezkregowce, ktoére
z jednej strony sg czesto bardziej wrazliwe na dziatanie
trucizn anizeli ryby, z drugiej zas$ sa bazg pokarmowg ryb.
Zwraca sie takze uwage na stusznos¢ wprowadzania kilku
gatunkéw testobiontow niezaleznie od populacji jedno-

gatunkowych.

Buikema i1 wsp. /19/ znacznie rozszerzaja podejsScie do
tego problemu proponujac stosowanie modelowych ekosystemow
wodnych, co daje mozliwos¢ okreslania wptywu toksykanta
na zbiorowiska organizméw w zaleznosci od warunkéw

abiotycznych.

Podsumowujgc wyniki prac metodycznych nalezy podkreslic,
ze w ostatnich 50 latach powstato szereg opracowan dotyczg-
cych ujednoliconych sposobow prowadzenia badan w zakresie
toksycznosci ostrej i chronicznej.1lNalezy tu wymieni¢ s
Standard Methods for the Sxamination of Water and Y/aste-
water 1975/89/» Annual Book of ASTM Standards 1980 /2/ -

w USA, Ausgewahlte Methoden der Wasseruntefflsuchung 1982

/10/ - w NPD oraz Unificirovannyje metody isskdovanija

kacestva vod 197/97 /w ramach RWPG.



W loku 1981 w wyniku prac metodycznych BWPG opracowano
norme dotyczaca klasyfikacji pestycydow pod wzgledem ich
toksycznosci na podstawie badan z uzyciem zwierzat stato-

cieplnych /92/.

W latach 1982-1985 podjeto w ramach ISO prace nad norma-
lizacja metod toksycznosci ostrej. Opracowano dwie normy
miedzynarodowe 2z zastosowaniem skorupiakow /Daphnia magna/
1 ryb /Brachydanio rerio / /37, 38/. W 1984 r. zgtoszono
trzy inne propozycje norm, w ktdérych jako testobionty
zaleca sie glony stodkowodne 1 morskie oraz ryby /39,

40, 41/.

W Polsce osiaggniecia pod tym wzgledem prezentujg sie
bardzo skromnie. Dotychczas obowigzuja tylko trzy Polskie
Normy w zakresie toksycznosci ostrej /73, 74, 75/. Brak
jest opracowanych metod badan toksycznosci chronicznej5
Jjak réwniez sposobdow wyznaczania stezen bezpiecznych
zwigzkéw chemicznych wprowadzanych do wéd. Biologiczne
Jjakosciowe wskazniki stosowane do klasyfikacji wod
obejmuja poza bakteriologicznymi saprobowos¢ oraz tylko
prébe biologiczng z rybami jako odpowiednik testu
toksycznosSci .

W nawigzaniu do przedstawionego problemu w niniejszej
pracy podjeto badania nad opracowaniem metody testu
chronicznego przy zastosowaniu bezkregowca, kietza-Gammarus
varsoviensis Jazdz. /Grustacea, Amphipoda/, Jako Kkryteria
oceny szkodliwosci wytypowano zmiany w aktywnosci pokarmo-
wej 1 reprodukcji wynikd#e w warunkach intoksykacji

chronicznej kietza chromem Cr .



CzZESC IEOBITICZNA

1. M10ODY OKRESLANIA TOKSYCZNOSCI ZANIECZYSZCZEN

ODPROWADZANYCH DO WOD

Badania toksykologiczne obejmujg testy ostre 1
chroniczne; Testy ostre - krotkotrwate polegaja na
obserwacjach zmian w zachowaniu sie oraz na rejestracji
porazenia i Smierci badanych organizméow. W tym celu
stosuje Slij zakres stezen toksykantéw od powodujgcych
Smier¢, do pozwalajacych na przezycie organizmow
w warunkach doswiadczenia.

Na podstawie testédw ostrych okresli¢ mozna stezenie
Smiertelne /letalne/ tj. LC50 -lethal concentration,
stezenie graniczne tj.GC - Grenzkonzentration,
stezenie progowe tj. SC - Schwellenkonzentration
/10, 80, 85, 89/.

Testy chroniczne - diugotrwate polegajg na ocenie
wpdywu stezen subletalnych zwigzkoéw chemicznych na
organizmy, w ich cyklu zyciowym az do uzyskania nas-
tepnej generacji. Rejestracji podlegaja zakdocenia
w procesach fizjologicznych bioindykatoréw jak wzrost,
odzywianie i reprodukcja. Obserwowa¢ mozna takze zmiany
w tkankach 1 organach organizméw poddanych dziataniu
toksykanta. W tego typu testach okresla sie maksymalne
tolerowane stezenie toksykanta tzw. MATC-Maximum
Acceptable Toxic Concentration, znane roéwniez jako
stezenie nie wywotujgce wptywu - no effect concentra-

tion lub stezenie bezpieczne - 'safe' concentration

/89, 101/.



1.1.

5

Podstawowe zasady prowadzenia badan

Wiadomo jest, 7ze efekt toksyczny wynika z wzajemnego
oddziatywania toksykanta i organizmu w okreslonych
warunkach Srodowiska. Stad tez istnieje koniecznosé
wprowadzania statych, ujednoliconych zasad do badan
toksykologicznych dla zabezpieczenia powtarzalnosci wynikéw
i ich wkasciwej interpretacji.

Dotyczy to przede wszystkim warunkédw prowadzania testu
I zwigzanych z nim urzadzen, czasu kontaktu i zakresu
stezenjjak réwniez rodzaju rozcienczalnika i doboru
organizmow.

Testy ostre mogg by¢ wykonywane w warunkach statycznych
bez wymiany lub z okresowg wymiang roztworow, wzglednie
w warunkach dynamicznych tj. przy ciggtym lub okresowym
przeptywie toksykanta przz naczynia testowe. W warunkach
statycznych okresla sie najczesciej toksycznos¢ substancji
wzglednie trwatych, w dynamicznych - podatnych na
biochemiczny rozkdad. Ciagty przeptyw eliminuje ze Srodo-
wiska toksyczne metabolity oraz zapewnia utrzymanie
okreslonego poziomu natlenienia. V tabeli 1 podano zalety
1 wady testu ostrego prowadzonego w warunkach statycznych
1 dynamicznych.

W kraju na ogét nie sg stosowane testy dynamiczne
m.in. z uwagi na brak automatycznych systeméw dozujgco-
rozcienczajacych. Jak wynika z danych literaturowych,
laboratoryjny system dozujgco-rozcienczajacy zostat
w Polsce po raz pierwszy uzyty w badaniach toksycznosci

ostrej Sciekéw petrochemicznych w IM ¥ O/7 /25/.
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- wymagajacy matej

ZALETY

- prosty, tani
- wymagajacy matej
laboratoryjnej

- szybki do celdéw
poréwnawczych:toksykantoéw

przestrzeni

I organizmow
i1losci
toksykanta

- moze by¢ stosowany do

mieszanin wielofazowych

moze by¢ stosowany do
mieszanin wielofazowych
I zwigzkow lotnych

najbardziej wiarygodny
do oceny toksycznosci

daje mozliwos¢ kontroli
stezenia toksykanta,
takze zwigzkéw lotnych

organizmami testowymi
moggq byC przedstawiciele
wod ptynacych

efektywny w testo/waniu
zwigzkow o wysokim
zapotrzebowaniu na tlen

zapewnia utrzymanie
odpowiedniego natlenie-
nia

uzyteczny do badan
dfugotrwatych,do testéw
chronicznych

Krotki

Tabela 1

Zalety 1 wady testu ostrego prowadzonego w warunkach
statycznych 1 dynamicznych wg Buikema 1 wsp.

1982

'yADY

czas trwania testu

- powoduje:

1. straty toksykanta

2. wyczerpanie tlenu

3.

-utrudnia ocene

toksycznosci

1.
2.

3.

zwigzkow:

lotnych

szybko rozktadanych
biochemicznie
rozk+adatnych pod
wptywem Swiatda

Stosowania testobiontdw

typowych dla woéd stojgcych
ogranicza jego uzytecznosc

- koniecznos¢ wymiany

roztworoéw co powoduje
stressy u testowanych
organizmow

krotki czas ekspozycji

Stosowanie testobiontdw

kumulacje metabolitow

=

— i i

L

typowych dla wod stojgcych!
ogranicza jego uzytecznosc}
i

- wymagar:

JL

1. kosztownego wyposa-
zenia w tym systeméw
dozujaco-rozciencza-
jacych

2. duzej przestrzeni
laboratoryjnej

3. duzej objetosci
toksykanta

trudny do zastosowania
z wielofazowymi miesza-
ninami



Za granica natomiast sg stosowane systemy automatyczne,
ktére obejmujga w swoim sk#adzie dozowniki, pompy dozujace
I urzadzenia rozcienczajgce /43, 55, 60, 95/. Ciagty
system pomiaréw zapewnia uzyskanie duzej liczby wynikoéw
umozliwiajac i1ch analize statystyczng /29, 102/.

Testy chroniczne przeprowadza sie w warunkach dynami-
cznych w urzadzeniach zapewniajacych organizmom ich
specyficzne wymagania zwigzane np. z trybem zycia. Williams
i1 wsp./104 / podkreslaja koniecznos¢ stworzenia bidhdy—
katorom warunkéw symulujgcych naturalne Srodowisko bytowania.
Przykdadem integracji metodyki 1 wymagan organizmu bydy
eksperymenty z larwami jetek z rodzaju Hexagenia.

W badaniach stosowano larwy w okreslonym wieku zapewniajac
im odpowiednie osSwietlenie i podtoze, w ktorym miaty
mozliwosS¢ zagrzebywania sie. W tych warunkach organizmy
okazaty sie odporniejsze na dziatanie wielu zwigzkéw tok-

sycznych anizeli w standardowych komorach testowych.

Dob6r zakresu stezen toksykanta i czasu kontaktu organi-
zmow ze Srodkiem szkodliwym jest zalezny od rodzaju testu
i calu badan. W testach,w ktorych kryterium oceny toksy-
cznosci zwigzku jest potaienie i1 Smier¢ stosuje sie
szeroki zakres stezenn. W badaniach przyjmujacych za
podstawe oceny dziatania substancji zmiany w odruchach
czy zachowaniu sie lub w czynnosciach fizjologicznych
stosowane sg hajczesciej stezenia subletalne. Czas kontaktu

zalezy 0d uzytych stezen i1 szybkosci reakcji organizmow.



Jako rozcienczalnik wykorzystywana jest woda powierzch-
niowa 1 klasy czystosci, odchlorowana woda wodociggowa,
woda akwaryjna lub preparowana syntetycznie. Skdad rozcien-
czalnika musi by¢ tak dobrany, aby nie wywierat jakiego-
kolwiek niekorzystnego wp4ywu na organizmy.

Jedng z najwazniejszych zasad prowadzenia testéw toksyko
logicznych jest dobdr organizmoéw.

Wg kryteriow Wl XPA organizmy powinny reprezentowa¢ ekolo-
gicznie wazng grupe w Srodowisku oraz zajmowaC pozycje

w 4ancuchu troficznym, prowadzgacag poprzez ryby do czitowieka
Bioindykatory takie powinny by¢ rowniez genetycznie state

1 +fatwo hodowane w warunkach laboratoryjnych. Wazna jest
takze znajomos¢ ich toksonomii i fizjologii, co US BPA
uwzglednia jako czwarte kryterium. Niektdrzy autorzy
zwracaja uwage na wrazliwos¢ testobiontéw oraz na wykazy-

wanie przez nie statosci reakcji /za Buikema i1 wsp. 19/.

Jak wynika z danych literaturowych niewiele gatunkéw
moze spednia¢ ww.kryteria. Buikema i1 Benfield /18/ za
jedng z gtdéwnych przyczyn wpdywajacych na stosunkowo mda
liczbe organizméw testowych / w tym gddéwnie bezkregowcow/
uwazajg brak informacji ekologicznych potrzebnych do prowa-
dzenia hodowli w warunkach laboratoryjnych. Takze 1 niezbed
nych urzadzen do tego celu jest niewiele. Wg 7/illiamsa
1 wsp. 7104/ do roku 1985 opisano zaledwie dwa urzadzenia
do badan toksykologicznych z bezkregowcami .

W metodykach ujednoliconych - standardowych /10, 89,97/
stosowane sa bioindykatory,wsréd ktorych wyrézni¢ mozna

przedstawicieli podstawowych ogniw d4ancucha pokarmowegoi



producentow /Ankistrodesmus, Rhizoclonium, Scendesmus,
Chlorella, Anacharis/, konsumentéw / pierwotniaki - Para-
niecium, Tetrahymena; skorupiaki - Daphnia, Cyclops,
Asellus, Gammarus ; mieczaki - Physa; skaposzczety -Tubifex
oraz ryby m.in. Lebistes, Pimephales/, destruentow /gtownie
Escherichia coli, Pseudomonas /:/\Wg Standard “ethods

1975 /89/ naj odpowiednie jSzymi organizmami do tastéw sg
ryby m.in . - Salvelinus fontinalis, Salmo gairdneri,
Pimeniales promelas, tepomis macrochirus, a wsSrod bezkre-
gowcow - skorupiaki m.in. Daphnia, Acartia, Gammarus,
Hyal6lla, Pontoporeia, Palaemonetes, jetki - Hexagenia,
Ephemerella, chrusciki - Hydropsyche, Brachycentrus ;
muchowki - Chironomus, Glyptochironomus oraz matze -

Ostrea, Mytilus.

Lista organizméw testowych dla potrzeb badan toksy-
kologicznych w Polsce jest dos¢ skromna. Jak juz wspo-
mniano stosowane sg gtéwnie ryby Lebistes reticulatus,
chociaz nie wystepujg one w Srodowisku naturalnym w kraju,
ale Sg +atwe do hodowli w warunkach laboratoryjnych /74/.
Rozwielitka Daphnia magna charakterystyczna dla drobnych
zbiornikéw jest wrazliwa na trucizny lecz trudniejsza do
hodowli anizeli Lebistes /73/. Stosowany jest roéwniez
przedstawiciel glonéw - Chlorella sp. /73 /7 . W ramach
Programu Rzgadowego PR-7 Solski /83/ wprowadzi+ jako bio-
indykatory bakterie Pseudomonas fluoreseans, glony
Scenedesmus quaricauda 1 rzese Lenina minor. Kaminski
/47, 48, 49/ stosowat oprocz rozwielitek Daphnia magna

rowniez osliczki Asellus aquaticus, Slimaki Planor-



1.2.

barius corneus, jetki Cloeon dipterum oraz skgposzczety

Lumbriculus variegatus 1 Tubifex sp.

Charakterystyka metod wg kryteriow oceny szkodliwosci

substancji toksycznych.

Na podstawie przegladu pismiennictwa w zakresie badan
toksycznosci zanieczyszczen odprowadzanych do wéd mozna
wyrézni¢ dwie gtdéwne grupy metod w zaleznosci od charakteru
zmian wywod4anych szkodliwym oddziatywaniem zwigzku na
organizm

- porazenie 1 Smier¢ organizmoéw,

- zmiany Ffizjologiczne u organizméw.

Wymienione grupy objawow dziatania toksykanta stuzg za
kryteria do oceny jego stezen szkodliwych, bedacych
nastepnie podstawg do wyznaczania stezen bezpiecznych dla
Srodowiska wodnego.

Wartosci stezen bezpiecznych sg wigczane do systemu
oceniajgcego stan zagrozenia Srodowiska w tym biomonitoringu

1 korygowane zgodnie z systemem decyzyjnym / p.p- 11.3/.

1.2.1. Metody rejestrujace porazenie i Smier¢ organizmow

Przy uzyciu tych metod okresla sie stan porazenia

i Smier¢ organizmow testowych w odpowiednich odstepach
czasu: zwykle do 96 godzin w przypadku bezkregowcow
oraz do 7 dni - w przypadku ryb /14, 91/*

Stany te rejestrowane sg takze w dtuzszych okresach
czasu, jesli trucizna powoli niszczy tkanki i1 organy

doprowadzajgc do $Smierci bioindykatora. Wg Wuhrmana
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1 Wokera 7109/ dogodnym momentem do uchwycenia i1 reje-
stracji reakcji organizmu na dziatanie toksykanta sg
zaburzenia réwnowagi I swobodnego poruszania sie oraz
ostahiona reaktywnos¢ na bodzce zewnetrzne. Stan ten
zostat okreslony przez Kaminskiego 748/ i Solskiego /81/
jako "porazenie” lud reakcja testowa.
w przypadku ryo stan porazenia jest stosunkowo +atwy do
okreslenia, w przeciwienstwie do bezkregowcéw np.skorupiakow.
Kaminski 748/ opracowat charakterystyke stanéw porazenia
dla skorupiakow Asellus aquaticus i Daphnia magna.
Wyréznit on trzy fazy reakeji u:
Asellus aquaticus:
- faza ataksji tj. porazenia lokomotoryki 1 statyki ciata
z zachowaniem ograniczonych ruchéw koniczyn / reakcja

testowa 1-BT I/

- faza porazenia tonicznego miesni miedzysegmentowych

tutowia 1 odw-tokd/reakcja testowa I1I-ET 11/

- faza Smierci tj. zanik drgawek tonicznych ruchoéw

oddechowych /reakcja letalna — BL /

Daphnia magna:

- faza immobilizacji /znieruchomienia/ tj. ogélny toniczny
skurcz miesci / BT I/

- faza porazenia klonicznego /BT 1T/

- faza Smierci tj. zanik ruchéw klonieznych /BL/,

Interpretacje wynikédw uzyskanych omawianymi metodami
przeprowadza sie na ogét w oparciu o wartosci stezenia

powodujacego $Smier¢ potowy populacji testowej po czasie i
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— LC50- ¥/ lethal concentration /7 lub TL -t /median
tolerance limit/ tj. $redniej granicy tolerancji /65/.
Stosowane jest rowniez bardziej elastyczne wyrazenie TL
- pozwalajgce na okreslenie granic tolerancji dowolnej
czesci populacji doswiadczalnej np. 5 - TL"q ;
Nn&o - TL7q itd.
W Polsce, w testach ostrych stosuje sie wyrazenie C/q
tj. stezenie powodujgce sSmier¢ 50 % osobnikédw w badanej
populacji - dla Scisle zdefiniowanych substancji chemicznych
lub ich mieszanin oraz R™q tj. rozcienczenie powodujgce
Smier¢ 50 % osobnikéw -dla mieszanin nieokreslonych
/np. Sciekow // 73, 74/.
Obydwa te wyrazenia sa odpowiednikami LC50.

W przypadku obnizania si$ wartosci LC50 w czasie
kontaktu organizméw z toksykantem nastepujafcrzyrost

tzw. reakcji testowej.
2. Metody rejestrujgce zmiany Ffizjologiczne u organizméw

Metody nalezgce do tej grupy obejmujg tzw. testy
fizjologiczne. Z uwagi na rownorodnos¢ i1 odrebng specyfike -
prowadzenia badan mozna wyrézni¢ trzy podstawowe metody
rejestrujgce zmiany zachodzgce pod wpdywem toksykanta
u organizmow:

- w tkankach 1 organach,
- w zachowaniu sie 1 odruchach,

- w przebiegu proceséw fizjologicznych.
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- Metody rejestrujgce zmiany w tkankach 1 organach

Niekiedy zachodzi potrzeba okreslenia zmian w tkankach
1 organach pod wptywem dziatania substancji toksycznych
kumulujacych sie w organizmie np. metali, pestycydéw.
Badania takie daja czesto cenne informacje o mechanizmach
krgzenia trucizn w organizmie, jak réwniez o ich powino-
wactwie do okreslonych narzgaddéw czy tkanek.
Najczesciej w tym zakresie, wykorzystuje sie ryby,przepro-
wadzajac badania anatomopatologiczne. Zwraca sie uwage
takze na wyglad skrzelir 1 powtok ciata. Halsband
/za Solski 84/ poddawat dziataniu réznych zwigzkow krew
pobrang z zydy grzbietowej ryb, a nastepnie oceniat mikro-

skopowo zmiany w obrazie morfologii erytrocytow.’

Do oceny zmian w tkankach 1 narzadach ryb pod wp4ywem
toksykantéw mozna stosowa¢ metody znane w toksykologii
lekbw, z zastosowaniem zwierzat statocieplnych. C-roba
i1 Trzcinska /30/ okreSlaty zawartos¢ hemoglobiny i cukru
we krwi oraz aktywnos¢ acetylocholin”sterazy /AchN/ w mézgu
ryb Salmo gairdneri poddanych dziataniu insektycydow
fosforoorganicznych i1 karbaminianowych. U ryb eksponowanych
przez 14 dni w stezeniach subletalnych karbarylu 1 propo-
ksuru nie stwierdzono zmian w poziomie glukozy 1 hemo-
globiny we krwi w poréwnaniu do ryb kontrolnych, dlatego
autorki wnioskuja, ze powyzsze wskazniki nie moga by¢
stosowane jako kryteria w ocenie toksycznosci karbaminiandw.
Badania zas$ wptywu karbarylu i chlorfonwinfosu na pstraga

w ktorych jako wskaznik toksycznego dziatania przyjeto

aktywnos¢ AchN wykazaty, ze



- dla karborylu 1 chlorfenwinfosu wystepuje wyrazna
zaleznos¢ efektu od stezenia;
- stezenie letalne chlorfenwinfosu hamuje aktywnosé
cholinoesterazy /kChe/ w ok, 86-91 % ;
- hamowanie aktywnosci AChR w stezeniach subletalnych
/1,8 1 0,56 mg/dm3/ karbarylu nie przekracza 50 %.
Arillo 1 wsp. /5/ wykorzystywali pomiar zawartosci kwasu
sialowego w skrzelach pstraga teczowego jako wskaznik
reakcji stressowej ryb na dziatanie toksykanta. Autorzy
ci stwierdzili, ze nastepstwem wzrostu stezenia niezjoni-
zowanego amoniaku w Srodowisku wodnym byto zwiekszenie
zawartosci kwasu sialowego w skrzelach ryb. Reakcja ta
wystepowata nawet przy niewielkim stezeniu amoniaku. Réwniez
zmiany liczby komérek Sluzowych w naskérku i bdonie Sluzo-
wej jelita moga by¢ wskaznikiem reakcji ryb na dziatanie

zwigzkow toksycznych /54» 69/.

w Polsce Prost wraz ze wsp. /76,77/ opracowata metode
umozliwiajgcg zastosowanie ww. wskaznikow tj. zawartosci
kwasu sialowego oraz liczby komérek sSluzowych jako test

Swiadczacy o reakcji ryb na skazenie wody.

- Metody rejestrujace zachowanie sie i odruchy organizmow

Metody te stosowane sa najczesciej do szybkiej oceny
stopnia zanieczysiczenia wody w warunkach laboratoryjnych
i terenowych. Mozna je wykorzystywa¢ do wykrywania szkodli-
wych mieszanin o nieznanym sk#adzie jak i1 okreslonych

toksykantow.
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W badaniach stosowane sg gtownie ryby, ktdre umieszcza
sie w odpowiednich urzadzeniach przeptywowych zaopatrzo-

nych w rejestratory i sygnaty alarmowe.

Wielu autoréw /31, 32, 36, 78, 88, 93, 96, 100/dokony-
wato oceny szkodliwosci roéznych zwigzkédw chemicznych
rejestrujac reakcje ryb takie jak - unikanie toksykanta
czy gromadzenie sie w okreslonych miejscach urzadzenia,
Neakcje te rejestrowano za pomocg fotokomorki lub tasmy
filmowej.

Aktywnos¢ ruchowa ryb wykorzystywana jest jako parametr
pomiarowy reakcji testowej w wielu stacjach polowych
bioindykacji zanieczyszczen /51/.

Doptywajace do urzadzenia zanieczyszczenia wywodujg groma-
dzenie sie ryb w czesci zasilanej woda czystga, co jest
rejestrowane przez fotokomorke whaczajgca sygnat alarmowy.

ZdolnosS¢ ryb do utrzymywania pozycji przeciwpradowej
wykorzystano w bioindykacji, w Holenderskim Instytucie
testowania Wody dla Wodociggdéw. Ryby, ktore w warunkach
naturalnych przeciwstawiajg sie silnemu pradowi wody,

w sytuacji doptywu zanieczyszczen zmieniaty pozycje i ptynety
wraz z kierunkiem przeptywu wody tj. do tej czesSci zbiornika,
w ktorej znajduje sie odptyw. Stan ten rejestrowata

fotokomérka, uruchamiajac jednoczesnie system alarmowy.

W Szwecji przyjeto metode rejestrowania pod wpiywem
zanieczyszczen zmian pozycji ryb, przystosowanych do utrzy-
mywania pozycji pionowej w warunkach ruchu wirowego wody
w zbiornikach testowych. Przy skazeniu wody nastepuje
ostabienie ryb objawiajgce sie zakd#oceniami roéwnowagi,co

jest reje/strowane przez fotokomorke i sygnalizowane.
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Wojcik 7107/ wykorzystat pomiar aktywnosci ruchowej
organizméw wodnych w skonstruowanym przez siebie aktywo-
nietrze. W warunkach intoksykacji mierzy+ zmiany reakcji
lokomotorycznej zwierzat za pomocg fotokomérki z licznikiem
rejestrujacym je w impulsach fotoelektrycznych.

Uzyskat zwiekszenie lub zmniejszenie aktywnosSci ruchowej
zwierzat w zaleznosci od charakteru 1 wkasciwosci badanych

zwigzkow /fenol, konsulfonat, lindan 1 foschlor/e

Wadami ww. metod jest mozliwos¢ stosowania stosunkowo
niewielkiej i1losci osobnikéw jak réwniez wystepowanie
pewnych niekorzystnych zjawisk np. chemotaksji u ryb

opisanej przez Spraque 1 Drury /88/.

- Metody rejestrujgce zmiany w procesach fizjologicznych

Metody te mogg by¢ stosowane do oceny szkodliwego wpdywu
zwigzkédw chemicznych na przebieg procesow Fizjologicznych
u organizmow zaréwno w krotkich jak i ddugich okresach
czasu. Zmiany w czynnosciach fizjologicznych mogg prowadzic
do Smierci organizméw, trwatej deformacji lub do adaptacji
testowanych osobnikéw w przedtuzonym czasie kontaktu
z toksykantem. Badania te wiec, daja cenne informacje
o zmianach ekologicznych, ktdére mogg nastgpi¢ w Srodowisku
na skutek przedostawania sie zanieczyszczen.

W testach rejestrujacych zak#écenia proceséw fizjolo-
gicznych pod wptywem toksykantéw ocenia sie przebieg
proceséw pojedynczo lub kilku réwnoczesnie : oddychania,
odzywiania, wzrostu 1 reprodukcji. Jako organizmy testowe
stosuje sie roznych przedstawicieli #ancucha pokarmowego:

bakterie, rosliny i zwierzeta wodne.
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Najczesciej w ww. testach wykorzystuje sie pomiary
intensywnosci ODDYCHANIA organizmow w obecnosci zwigzkow
szkodliwych przyjmujgc metody badawcze odpowiednio do
stosowanych organizméw. Do oceny przebiegu procesu oddychania
u bakterii stosuje sie metode manometryczng Warburga Hub
aparat '"Sapromat”. Bringman 1 Kuhn /16/ zastosowali bakterie
Pscherichia coli jako bioindykatory badajgac szybkosc¢
fermentacji glukozy w obecnosci zwigzkow toksycznych.

Przy braku oddziatywania toksykantow obserwowano zakwasze-
nie podtoza 1 spadek odczynu / pH/. Podobnie mozna stosowac
inne gatunki bakterii m.in. Pseudomonas fluorescens

/za Solski 83/. W tesScie A-Z wg Kndppa dokonuje sie badan
mieszanych populacji bakterii i fitoplanktonu, rejestrujac
zuzycie tlenu przez bakterge i 1los¢ wytworzonego tlenu
przez glony /97/. Podobne pomiary przeprowadza sie takze
przy uzyciu mieszanych hodowli glonéw lub pojedynczych

ich gatunkéw /83/.

Kryterium oddechowe stosowane jest czesto do oceny
wpdywu toksykantow na Fizjologie bezkregowcéw 1 ryb /31»
81, 86/. U skorupiakéw mierzona jest intensywnos¢ oddychania
oraz tzw, "'rytm serca” /za Solski 84/. Reakcja ryb na
zwigzki toksyczne wyraza sie wzrostem lub zmniejszeniem
ilosSci pobieranego tlenu w poréwnaniu z prébami kontrolnymi
/81, 108/. W polowych stacjach bioindykacji zanieczyszcBn
dokonuje sie pomiaréw oddychania 1 rytmu serca ryb za pomoca
elektrod umieszczonych na powierzchni ciata 1 wszczepionych
do Srodpiereia. W ten sposéb mozna uzyska¢ natychmiastowy

wynik reakcji testowej.
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ROZMNAZANIU 1 WZROST organizméw moze byé taksa cennym
kryterium szkodliwego oddziatywania trucizn, szczegolnie
na mikroorganizmy o krotkim czasie generacji. Przytoczyc
tu mozna przykdadowo test,w ktérym stosowano msgczane
toksykantem krazki bibutowe umieszczone na poddozu zaszcze-
pionym bakteriami. Oceniano wielkos¢ strefy zahamowania
wzrostu bakterii wokot krazkow.

Bringman i1 Kuhn /16/ okresSlali wptyw toksykanta na glony
na podstawie szybkosci rozmnazania”™wielkosci biomasy
Scendesmus quadricauda. Takze pomiary zawartosci chloro-
filu u roslin mogga by¢ czutym wskaznikiem szkodliwego
dziatania zwigzkoéw chemicznych na proces FOTOSYNTEZY
/za Solski 83/.

Cytowani wyzej Bringman 1 Kuhn /17/ zastosowali test
z mikr-oorgani zmami w celu oceny intensywnos$ci ZEROWANIA
pierwotniakéw na bakteriach w obecnosci toksykantéw.
Pokarmem dla pierwotniakéw Microregma heterostoma byty
bakterie Escherichia coli. Autorzy okreslali zmiany
w metnosci probekj spadek metnosci Swiadczyd o wzroscie
intensywnosci zerowania.

Odrebng grupg metod rejestrujacych zmiany w procesach
fizjologicznych sg testy,w ktdorych jako kryteria szkodli-
wosci substancji przyjmuje sie AXTillOinC POKAEMOY/A, Y/ZROST
I REPRODUKCJI™ mierzone w cyklu zyciowym organizmu az do
uzyskania pokolenia . Sg to na ogoét testy chroniczne,
prowadzone w czasie odpowiednim do szybkosci namnazania
populacji. Czas trwania tak kompleksowego testu wahac sie

moze od Kilku dni dla mikroorganizméw szybko dzielgcych
f b
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sie do kilku - Kkilkunastu miesiecy dla wiekszych bezkre-
gowcow 1 ryb* Stezenie toksykanta powinno zawierac sir

w granicach, stezenia subletalnago. Nalezy takze zapewnic
warunki symulujace naturalna Srodowisko bytowania wybranego
bioindykatora.

W 1967 r. Mount 1 Stephan /61/ opisali po raz pierwszy

tego typu badania. Jako testem przyk#adowym mozna postuzyc
sie doswiadczeniem podanym przez Buikema i wsp. /19/-

W badaniach zastosowano ryby w postaci zarodkow,ktore
eksponowano w pieciu réznych stezeniach toksykanta w warun-
kach przeptywowych. Po 4ucb tygodniach mtode ryby mierzono,
a kolejne pomiary wykonywano w odstepach 4-tygodniowych.

Po osiggnieciu dojrzatosci piciowej umieszczono je w
odrebnych akwariach przeznaczonych do tarda. Liczono i1losc
ztozonych jaj, doroste ryby mierzono i1 wazono. Podobnie
badano kolejna generacje ryb obserwujac szybkos¢ wylegania
mdodych z jaj. Obserwacje przezywalnosci mfodych prowadzono
w ciagu 4-*ch tygodni. Po uptywie tego czasu dokonywano
pomiarow ddugosci i1 ciezaru ciataji likwidowano test.
Opisany test trwat od 4 do 6 miesiecy.

Sposoby prowadzenia testow chronicznych opisali w swoich
pracach Biesinger i Ghristensen /13/, ponadto przedstawione
sg w Standard Methods 1973/39 / 1 Aquatic Invertebrate

cL)
Bioassys /3/-

Jako wynik testow toksycznosci chronicznej podaje sie
stezenie nie wywotujgce zadnego wprywu ha organizm
/no - effects concentration / lub maksymalne tolerowane

stezenie toksykanta /Maximum Acceptable Toxic Concentration

- MATCMuzuaWane, jako stezenie bezpieczne. MATC to stezenie
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okreslone empirycznie - najwyzsze, ktore nie oddziatywaje
na organizm w kategoriach jego przezywalnosci,wzrostu

i reprodukcji. Moze by¢ rowniez interpolowane jako Srednia
geometryczna najnizszego stezenia wywierajacego wpiyw

1 najwyzszego stezenia nie oddziatywujgacego na organizm

/58, 62, 70, 7V.

. WYZNACZANIE STEZEN BEZPIECZNYCH

Wyniki testdéw ostrych, a nastepnie chronicznych dajg
podstawe do wyznaczania stezen bezpiecznych zwigzkéw
chemicznych dostajgacych sie do Srodowiska wodnego.
Podstawowym warunkiem decydujgcym o pewnosci obliczonych
wartosci jest dobdr organizméw testowych. Powinny by¢ one
wmzliwe na dziatanie badanego zwigzku. Dla prawiddowego
okreslenia stezen bezpiecznych, jest wiec konieczne wykonanie
duzej ilosci roéznorodnych testédw z uzyciem organizmow
reprezentujacych podstawowe poziomy troficzne.

Do okreslania stezen bezpiecznych zwigzkédw toksycznych
w wodach, jako podstawe, stosowano i1 do tej pory wykorzystuje
sie w wielu przypadkach metode testow ostrych, cho¢ budzi
to szereg watpliwosci.

Ten rodzaj testow oparty jest na efekcie letalnym ocenianym
w krotkim okresie czasu,w przeciwienstwie do testow
chronicznych,w ktorych okresla sie oddziatywanie zwigzkoéw
szkodliwych w stezeniach subletalnych w ciggu cyklu
zyciowego organizmu. Tak wiec, do wyznaczania stezen
bezpiecznych powinny by¢ brane pod uwage wyniki testow

chronicznych.
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2.1. Wyznaczanie stezen bezpiecznych na podstawie testow
ostrych

Jedng z pierwszych zastosowanych metod “wyznaczania
stezen bezpiecznych byda metoda Harta 1 wsp. /33/.
Zaadoptowana zostata wstepnie jako standardowa do badacd
toksycznosci Sciekow przemystowych przez American
Society for Testing and Materials. W metodzie przyjeto
wspotczynnik stosowalnosci réwny 0,3, przez ktéry mnozono
wartos¢ LC50-96h, uzyskang dla wrazliwego bioindykatora.

Doudoroff 1 wsp. /26/ zmodyfikowali te metode wprowa-

dzajgc rownanie uwzgledniajgce LC50-24h i LC50-48h ;

SC = 0r3; LC50-48h

LC50-24bf
LC30-48h
gdzie
SC - stezenie bezpieczne /'safe" concentration /

LC50-24h i 48h - stezenie lotalne przy ktorym wystepuje
Smiertelnos¢ 504 organizméw testowych
w czasie 24 1 48 godzin,

0,3 - "wspotczynnik stosowalnosci.

Aquatic Life Advisory Committee etc. /4/ zalecit
stosowanie wspodczynnika 0,1 dla LC50-48h; wartos¢ te
niektdérzy badacze uznali za zbyt rygorystyczng
/za Spraque 86/. W dalszym okresie obserwowano tendencje
do obnizania wspétczynnika stosowalnosci np. w Holandii,
HPN 1 Szwajcarii wartosci wspoédczynnika wahaty sie od

0,1 -0,05 LC50-20 dni /99/.
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W amerykanskim Water Quality Critcria of 1972 /101/

przyjeto trzy uniwersalne wspodczynniki stosowalnosci:

dla £o0”edyAcy substancji

- 0,1 - dla substancji nietrwatych /okres pédtrwania <
4 dni /1 niakumulujacych sie, przy czym stezenie
bezpieczne réwne 0,1 LC50-96h nie powinno byc¢
przekroczone, a 24 godzinne Srednie stezenie nie

powinno by¢ wyzsze od 0,05 LC50-96h.

0,05 -dla substancji trwatych 1 kumulujacych sie w
Srodowisku,przy czym stezenie bezpieczne nie
powinno przekracza¢ wartosci 0,05 LC50-96h,

a 24 godzinne Srednie stezenie - 0,01 LC50-96h.

dla mieszanin subst _ancji_o_n_sk¥adnika ch stezenia

bezpieczne wylicza sie ze wzoru
cn - |Z
i=1

gdzie:
SC - stezenie bezpieczne

Ci - znane lub przewidywane stezenie kazdego
sktadnika

Li - stezenie bezpieczne kazdego sktadnika
okreslone przy uzyciu odpowiedniego
wspotczynnika stosowalnosci.

Wada tej metody Jest zaktadanie efektu sumujgcego
mieszaniny bez uwzglednienia dziatania s™nergistycznego

1 antagonistycznego pomiedzy skdadnikami.
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7/ Polsce, Solski /8p/ zalecit stosowania wspodczyn-
nikéw w zakresie od 0,1 do 0,01 w zaleznosci od
wHasciwosci toksykodynamicznych trucizn wyrazonych,
wskaznikami: trwatosS¢ reakcji, kumulacja 1 trwatoscé

toksycznego dziatania.

W 1982 r. Buikema i1 wsp. /19/5 dokonujgc oceny wyzna-
czania stezen bezpiecznych na podstawie przyjmowanych
arbitralnie wartosci wspédczynnikédw stosowalnosci
stwierdzili, ze sposOb ten posiada dwie podstawowe wady:
wartos¢ LC50 nie okresla jednoznacznie efektu dziatania
trucizn szczegolnie w przypadku zwigzkéw kumulujacych
sie oraz wartosci przyjetego wspotczynnika sa trudne do

weryfikacji na drodze badan naukowych.

Wyznaczanie stezen bezpiecznych na podstawie testéow

chronicznych

Test chroniczny po raz pierwszy przeprowadzony na
rybach przez Mounta 1 Stephana /61/ postuzyt+ do ustalenia
stezenia bezpiecznego zwigzku toksycznego.

Autorzy okreslili maksymalne stezenie boksykanta nie
wywierajgce wpdywu na wzrost i1 reprodukcje ryb oraz
wyznaczyli wspodczynnik stosowalnosci /AP/. Do obliczen
wzieto pod uwage stezenie nie oddziatywujgce na zwierzeta
w tescie chronicznym do wartosci LC50 uzyskanej w tescie
ostrym

MATO
LC50
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gdzie
MTC - maksymalne tolerowane stezenie toksykanta

t]J . stezenie bezpieczne

LC50 - stezenie letalne dla potowy populacji testo-

wej okreslone w czasie 48 do 98 godz.

Autorzy zaproponowali, azeby wartos¢ uzyskanego wspod-
czynnika stosowa¢ do ustalania stezen bezpiecznych dla
gatunkéw nie poddawanych testom chronicznym. Stad tez,
stezenie bezpieczne bydoby iloczynem wartosci ww. wspo+-
czynnika 1 wartosci LC50 uzyskanej w tescie ostrym na
dowolnym gatunku. W Water Quality Criteria of 1972 /103/
podano nieliczne przykdtady wartosci wspétczynnikdéw stoso-
walnosci okreslonych eksperymentalnie przy uzyciu testow
chronicznych /tabela 2/. Podkresli¢ jednak nalezy, ze

dla wiekszosci zwigzkéw zostaty one ustalone na podstawie

testéw ostrych zalecanych przez US SPA.

Pomimo, ze potwierdzona zostata zaleznos¢ pomiedzy
wartosciami LC50 i maksymalnym tolerowanym stezeniem
toksykanta MATC, jednak badania doswiadczalne wykazuja
réznice w wartosciach wspotczynnikédw stosowalnosci dla
toksykantéw 1 organizméw. Moga sie one waha¢ o dwa rzedy
wielkoSci pomiedzy organizmami dla pojedynczego toksy-
kanta 1 o cztery rzedy wielkosci miedzy toksykantami dla
pojedynczego organizmu /50/« Kenega /50/ zaproponowat
model matematyczny umozliwiajacy dostosowanie wspodczynika
stosowalnosci okreslonego dla jednego gatunku do innego
gatunku. Podobnie iInni autorzy /za Buikema i1 wsp. 19/

stwierdzaja, iz wspoétczynniki stosowalnosci ztestéw



Tabela 2

Wspotczynniki stosowalnosci uzyskana aksoerymantalnie
wg Water Quality Criteria of 1972

| Zwigzek B i Wspotczynnik_
i toksyczny { Organizm testowy i stosowalnosci
i { I/ AF 1

1 LAS/detergent/} ryby Pimephales promelas j 0,14-0,28=0k.0,21
+ chlor . ... i 0,16
! o,ib6

rsiarczki ... i
i i Catostomus commersoni 1 0,1

i ryby Stizostedion vitreum 0,22
{miedz..... i bliski 0,1
IchMom Cr ; 0,037
{chrom Cré+ . .. . ryby Pimephales promelas ¢ 0,03

rryby Salvelinus® fontinalis [ 0,012

y ryby Salmo gairdneri I 0,04
[malathion.. % i

lLepomis macrochirus { 0,03
{karbary+... ' y 0,02
tnikiel. .. t, ¢ 0,02
«ofow. .. ... E

;i Salvelinus fontinalis I; < 0,02
{cynk...... + 0,005

-------- L_ n rs 1



24

chronicznych, mogg by¢ wykorzystywane w podgczeniu z war-
tosciami LC50 do okresSlania stezenia bezpiecznego dla
blisko spokrewnionych gatunkéw i toksykantéw o podobnej

strukturze chemicznej.

Z uwagi na pracochdonnos¢ przy wykonywaniu testoéw
chronicznych jak i1 staty wzrost nowoprodukowanych zwigzkéw
chemicznych,w ostatnich latach rozpoczeto poszukiwania
metod skroconych do okresSlania stezeh bezpiecznych.
Punktem wyjsScia do rozwoju tych metod bydty testy chroni-
czne. Przyjeto, ze organizmy testowe w okreslonych sta-
diach rozwojowych wykazuja najwiekszag wrazliwos¢ na dzia-
4+anie trucizn. Stad tez,testy toksykologiczne z tymi
stadiami dajg wystarczajgce iInformacje o toksykancie 1
mozliwe jest pominiecie badan catego cyklu rozwojowego
organizmu. Mc Kim /57/ stwierdzi4, ze dobrym kryterium
do okreslania stezenia bezpiecznego jest wrazliwoscé
embrionalno-larwalnych stadidéw zyciowych ryb. Podobnie
w latach siedemdziesigtych, powszechnie akceptowane testy
skréocone opieraty sie na badaniach wyiegalnosci larw z jaj,
przezywalnosci i wzrostu narybku czy wczesnych stadidw
mdodocianych nb."

W swojej pracy Buikema 1 wsp. /197 podali przyktady testéow
skréconych, stosowanych przez roéznych autoréw.

I tak z uwagi na zaburzenia metabolizmu kolagenu u ryb
przewidywano przy jakich stezeniach toksykanta nastgpig
zaktécenia w ich wzroscie. Na podstawie okreslonego ste-
zenia toksykanta, przy ktérym ryby wykazywaty reakcje
unikania mozna by#o przewidzie¢ stezenie powodujace

zakdb6cenia w rozrodzie /za Spraque 87/.
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Zdaniem wielu autorow testy ostre i1 chroniczne oparte
na przezywalnosci, wzroscie i reprodukcji organizméw sag
najbardziej miarodajne do ustalania stezen bezpiecznych
zwigzkow chemicznych w wodach /za RBuikema 1 wsp. 19/e
Niezbedne przy ustalaniu stezen bezpiecznych sg takze
informacje o transformacjach badanych substancji w Srodo-
wisku, ich wkasciwosci toksykodynamiczne oraz dane

charakteryzujgce zbiornik do ktérego moga sie przedostawac.

. BADANIA TOKSYKOLOGICZNE W ZASTOSOWANIU DO OCENY

ZAGROZENIA WOD POWIERZCHNIOWYCH

Mozliwosci wykorzystania wod powierzchniowych do picia
I na potrzeby gospodarcze okreslaja odpowiednie rozporza-
dzenia wymagajgce przeprowadzania oceny pod wzgledem ich

jakosci 1 klasyfikacji w zaleznosci od celu przeznaczenia.

Istniejgce akta prawne opierajg sie na wykazach
dopuszczalnych stezen zanieczyszczen wprowadzanych do woéd.
Z uwagi jednak na stale zwiekszajacg sie liczbe roézno-
rodnych zwigzkoéw chemicznych wystepujacych w Sciekach
miejskich i1 przemystowych w wielu pracach szczegoOlnie
zagranicznych pojawity sie tendencje do opracowania
ujednoliconych systeméw oceny zagrozenia sSrodowiska
wodnego. Ten sposéb podejscia ma na uwadze weryfikacje
metod badawczych jak i przepisow obowigzujacych w tym

zakresie.

Jedng z préb rozwigzania tego problemu jest zastosowany

przez Cairnsa /20/ system decyzyjny, ktéry polega na



26 -

kolejno rozszerzanym zakresie badann. Pozwala on na
oszacowanie zagrozenia sSrodowiska i umozliwia na tej
podstawie podjecie decyzji co do warunkéw dopuszczania

badanych zwigzkéw do woéd powierzchniowych /Bys. 1/.

System ten, ktorego efektem Jest stopniowane poste-
powanie decyzyjne, opiera sie na dwéch zasadniczych

grupach danych wejsSciowych, a mianowicie:

I informacjach charakteryzujacych zwigzek,

- wynikach testow toksycznosci.

Szczegb6towy tok postepowania przedstawia sie nastepujaco.
Wstepnag ocene wartosci stezen toksykanta 1 Jego lokaliza-

cji w Srodowisku dokonuje sie na podstawie:

- danych wynikajacych z przebiegu procesow produkcyjnych,
- testow uwzgledniajacych szkodliwos¢ w stosunku do
cztowieka,
- testéw, ktérych celem Jest stwierdzenie miejsca
zrzutu Sciekow.
Analiza uzyskanych wynikéw Jest podstawg do
Il stopnia dziadtania, ktory stuzy do
opracowania przyblizonej oceny zagrozenia Srodowiska.
Przy formudowaniu tej oceny rozpatruje sie dodatkowe
informacje zaczerpniete z banku danych lub z eksperymentow
oraz wyniki ostrych testow toksykologicznych. Przewiduje
sie zebranie danych w zakresie wkasciwosci toksykanta
wynikajacych z Jego
- powinowactwa do innych zwigzkéw chemicznych o podobnej

strukturze chemicznej,
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- wkasciwosci fizycznych i chemicznych,
- podatnosci na rozkdtad na drodze reakcji chemicznych,
fotochemicznych oraz biochemicznych.

Badania po datnosci zwigzku na rozk#ad stanowig jeden
z elementdéw wymagajacych specjalnego potraktowania. W tym
celu moze byC¢ wykorzystany schemat Sterna i Walkera
przedstawiony na rys. 2 /za Cairns 20/. Autorzy ci
polecaja trzypoziomowy ukdtad doswiadczen, a mianowicie

- réznicowanie zwigzkéw na trwate 1 rozktadalne na

podstawie reakcji fotochemicznych 1 chemicznych,

- okreSlanie stopnia zanikania zwigzku oraz prowadzenie

badann biologicznych,

- @dentyfikacja i1 oznaczanie ilosciowe produktow
rozktadu szczegdélnie wywierajgcych szkodliwy wpdyw
na cztowieka 1 organizmy wodne.
W wyniku przedstawionego sposobu postepowania badane
zwigzki roéznicuje sie na nierozktadalne i rozk#adalne s+abo
lub w znacznym stopniu.

Béwnolegle ze zbieraniem informacji o charakterystyce
toks-ykanta uwzgledniane sg w systemie decyzyjnym dane
wejsciowe wynikajace z badan toksycznosci tj.

- testéw ostrych wstepnie ustalajacych zakres

oddziatywania toksykanta.
Uzyskane w ten sposéb wyniki okreslajg w przyblizeniu
zagrozenie Srodowiska spowodowane obecnoscig toksykanta.
Sg wiec podstawg do podjecia PIEBUSZEJ DECYZJl o potrzebie

wprowadzenia rozszerzonych testédw ostrych z organizmami
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wodnymi . Wyniki tych testéw oraz informacje dotyczace
wtasciwosci toksykanta, ktore majag wpdyw na Srodowisko
/rozpuszczalnos¢, adsorpcja, desorpcja, wymywanie, lotnosc¢/
wykorzystuje siv do sformutowania przyblizonej, wstepnej
oceny odnosnie ddugotrwatego oddziatywania jego stezen

na Srodowisko.

Na tej podstawie podejmuje sie DRUGA DECYZJI” o potrzebie
wprowadzenia testéw ze stadiami rozwojowymi lub chronicznych
w pednym zakresie.

Dokonuje sie tego na podstawie

- informacji dotyczacych wpdywu Srodowiska na strukture

chemiczng i1 wkasciwosci toksykodynamiczne badanych

zwigzkow,
i rownolegle

- testow, w ktorych ocenia sie oddziatywanie toksykanta

na stadia rozwojowe bioindykatoréw,
~ testow chronicznych.

Il stopien dziriatania rozpoczyna sie
od oszacowania zagrozenia wynikajgacego z oddziatywania
chronicznego toksykanta. Na tej podstawie podejmuje sie
TRZECIA DECYZJE o potrzebie wprowadzenia testow okresla-
jJacych kumulacje. Przeprowadza sie badanie kumulacji
toksykanta i1 ocenia sie zagrozenie Srodowiska pod tym
wzgledem. Nastepnie podejmuje sig CZWARTA DECYZJA
0 potrzebie prowadzenia testow zlorganizmami reprezentu-
Jacymi roézne poziomy troficzne dla oceny szczegdlnego

zagrozenia ekosystemu wskutek kumulacji zwigzku.
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Ja podstawie testéw oraz badan ekologicznych zespotow
organizmow wytypowane zostajg te komponenty ekosystemu,
ktore moga kumulowaC zwigzek w znacznym stopniu np. makze-
filtratory, .fauna zasiedlajgca osady denne, ryby bentoso*»
zerne. Na podstawie koncowej oceny zagrozenia spowodowanego
wpdywem toksykanta na ekosystem, podejmuje sie OSTATECZNA
DECYZJA dotyczacg oceny jego szkodliwosSci.

Z przedstawionego schematu badan wynika, ze zapropono-
wany system decyzyjny pozwala na kompleksowg ocene stopnia
zagrozenia wod przez zwigzki chemiczne, a tym samym daje
podstawy do wyznaczania najwyzszych dopuszczalnych stezen

zanieczyszczen odprowadzanych do wod.

Podobne systemy stosowane sga w Anglii, Francji, BEN
1 Japonii /za Cairns 20/. W systemach tych istotne
znaczenie majg badania toksykologiczne prowadzone za
pomocg testow ostrych i chronicznych.

W Polsce brak jest tego rodzaju ujednoliconych systeméw
oceny zagrozenia Srodowiska przez zwigzki chemiczne,
szczegolnie w odniesieniu do modernizowanych technologii
produkcji opartych na nowych surowcach chemicznych,
brak jest takze znormalizowanych opracowan metodycznych
testdw chronicznych, ktore spedniajg podstawowa role
w omawianych systemach decyzyjnych wykorzystywanych

w gospodarowaniu wodg.
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I11. CZAS 6 DOSWIADCZ ALNA

1. CAL 1

ZAKBLS PPACT

Celem pracy byto opracowanie metody wyznaczania

stezen bezpiecznych zanieczyszczen odprowadzanych do

wod powierzchniowych na podstawie testu toksycznosci

chronicznej przy zastosowaniu kiedza-Gammarus varsoviensis

Jazdz,/Crustacea, Amphipoda/ jako bioindykatora.

Jako substancje toksyczng wybrano chrom Cr6+, ktory

charakteryzuje sie duzg toksycznoscia i jest czestym

sktadnikiem zanieczyszczen dostajacych sie do wéd

powie r zchni owych.

Zakres pracy obejmowat przeprowadzenie

v

3/

badan hodowlanych G .varsoviensis w warunkach
laboratoryjnych celem uzyskania osobnikéw w réznych

stadiach wzrostu okreslonych klasg wielkosci;

testow ostrych w warunkach statycznych dla
okreslenia zakresu stezen chromu Cr°" oddziatywu-
jacych szkodliwie oraz stezenia letalnego LC30-24,

48 1 96h;

testow chronicznych w skonstruowanym urzgdzeniu
z ciagtym doptywem toksykanta w celu okreslenia:
- aktywnosci pokarmowej osobnikéw G.Varsoviensis

w réznych klasach wielkosci 1 wyznaczenia
o+

maksymalnego tolerowanego steZenfé chromu Cr
nie zaktdcajgcego badanej czynnosci fizjologicznej

u najwrazliwszego stadium wzrostu tzw. MTCH ;
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- reprodukcji G.varsoviensis az do uzyskania dwoch
kolejnych pokolen /F™ 1 P2/ oraz wyznaczenia
maksymalnego tolerowanego stezenia chromu Cr6+,
nie wywotujgcego zak#ocen w reprodukcji pokolenia

tzw. MFITCg* -,

Przedstawiony zakres pracy pozwoli+ ha opracowanie
propozycji metodyki -testu chronicznego przy uzyciu
G.varsoviensis jako bioindykatora do wyznaczania stezen
bezpiecznych zwigzkéw szkodliwych odprowadzanych do wod.
Umozliwid4 takze wytypowanie odpowiednich parametrow
fizjologicznych jako podstawy do wyznaczenia bezpiecznego
steZenfé chromu Cr6+ /dopuszczalnego w wodach powierzch-

niowych/ ,

2. MATFBIAL 1 METODY
2.1. Hodowla G.varsoviensis
2.1.1. Woda stosowana do hodowli

Wode wodociggowg do hodowli uzdatniano w biofiltrze.
Biofiltr stanowity dwa zestawy podgczonych szeregowo 1
napowietrzanych akwaridéw, funkcjonujgcych w ukdadzie
przeptywowym. Pojedynczy zestaw stanowidy cztery akwaria,
kazde o pojemnosci 43 dm zasiedlone roslinami wodnymi,
rybami i1 Slimakami /Fot. 1/. Do pierwszego akwarium
w zestawie dozowano wode wodociggowa z szybkosciag przeptywu
540 cnr/godz. przy pomocy pompy dozujacej Zalimp typ 315*
Uzdatniong wode magazynowano w beczkach,dodatkowo napowiet-
rzano 1 wykorzystywano do hodowli oraz badan toksykolo-

gicznych.



320t. 1 Biofilti stuzacy do uzdatniania wody
wodociggowej



Okresowo wykonywano badania wody w zakresie :
odczynu pH, zawartosci tlenu rozpuszczonego, BZTA,
twardosci ogélnej i1 obecnosci wolnego chloru 24
Hermanowicza i1 wsp. /3V * Z uwagi na wymagania tlenowe
kietzy oraz ich specyficzng gospodarke wapniowg,
zwigzang z okresowym zrzucaniem 1 tworzeniem pancerza
chitynowego, wazne jest kontrolowanie zawartosci tlenu

rozpuszczonego 1 twardosci wody stosowanej do hodowli.

2.1. 2_.Dieta pokarmowa

Jako pokarm stosowano namoczone w wodzie wodociggowej]
/10-14 dni/ liscie wigzu Ulnus campestris L.em Huds.
Liscie zbierano jesionig, suszono w temperaturze pokojowej
1 przechowywano. Jako uzupednienie diety, zwierzetom
podawano okresowo zielone pedy Yaiisneria spiralis L.
Pokarm podawano w takiej ilosci, aby nie byt on czynnikiem
limitujacym tzn. aby pokrywat zapotrzebowanie organizméw
i nie zalegat w nadmiarze w naczyniach hodowlanych.
Obserwacje pozostatosci skonsumowanego pokarmu traktowano
jako pomocniczy wskaznik do ustalania optymalnej ilosci
podawanego pokarmu. Pozostatosci pokarmu usuwano, a
Swiezy-pokarm podawany by+ mniej wiecej w odstepach
2-3 dniowych.

W stosowanym pokarmie z preparowanych lisci wigzu
wykonywano oznaczenia kontrolne zawartosci metall.

& tym celu przeprowadzano mineralizacje lisci na goragco

w mieszaninie stezonych kwaséw azotowego i nadchlorowego.
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Zawartos¢ metali oznaczano spektrofotometrycznie metodag
absorpcji1 atomowej przy uzyciu ptomienia aceiylenowo-
powietrznego /cynk, zelazo/, badz w kuwetach grafitowych
metoda elektrotermiczng /chrom, miedz,, nikiel, kobalt,

kadm, mangan, o#éw/wg Unificirovannyje metody 1983 /98/.

2.1.3* Sposb6b prowadzenia hodowli

Zwierzeta przewozono do laboratorium w pojemnikach
z lisémi oraz woda pobrang z miejsca ich naturalnego
wystepowania 1 aklimatyzowano pozostawiajac przez okres
24-48 godzin w tych warunkach w temperaturze 18 + 1°C.
Nastepnie selekcjonujac kietze wg wielkosci umieszczano
je w plastikowych kuwetach, napednionych woda z biofiltru
/p.p- 111, 2.1.1_./ napowietrzang w sposob ciggty. Dla
zapewnienia zwierzetom naturalnych warunkéw bytowania
umieszczano w kuwetach liscie oraz kamienie roznej
wielkosci. Zwierzeta karmiono wg p-11l. 2.1.2.
Do hodowli dokonywano selekcji kiedzy nastepujaco
osobniki doroste przenoszono do odrebnych kuwet /matecz-
nikéw/ z ktérych odtawiano samice z jajami w komorach
legowych do osobnych naczyn celem uzyskania mdodych.
Po uwolnieniu osobnikéw mfodych z komér legowych,samice
wpuszczano do matecznikéw, a mbode hodowano oddzielnie
do uzyskania dojrzatosci piciowej. W ten sposéb otrzy-
mywano nowe mateczniki bazujgc na materiale wyhodowanym
w laboratorium.

Okresowo usuwano nagromadzone odchody zwierzat oraz

pozostatosci lisci po zerowaniu.
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Pomiesze zenie oswietlano Swietlowkami w okresie 16
godzin, zachowujgc 8 godzinng przerwe nocng w cigagu doby.
Natezenie osSwietlenia wynosid4o ok. 1700 Ix. Jednoczesnie

utrzymywano statg temperature 18 + 1°C.

2.1,4. Zakres obserwacji prowadzonych w czasie hodowli

Zakres obserwacji prowadzonych w czasie hodowli

G .varsoviesis obejmowat okreslenie

1/ intensywnosci zerowania zwierzat w zaleznosci od
rodzaju pokarmu oraz ich reakcji na podanie nowej

porcji pokarmu;

2/ przebiegu procesu rozmnazania na podstawie
- prekopulacji oraz pojawienia sie jaj w komorze

legowej samicy jako efektu zaptodnienia*

- czasu rozwoju kietzy w komorze legowej samicy
oznaczonego jako BDT /brood development time/;

Jako BAI przyjeto okres czasu updywajacy od pojawienia

sie jJaj w komorach legowych samic do uwolnienia sie

pierwszych mfodych osobnikéw.
3/ liczebnosci osobnikéw mdodych w legach od samic
réznych klas wielkosci {

4/ okresu dojscia do dojrzatosci piciowej na podstawie

pojawienias/Par w stadium prekopulacji;

5/ dHugosci zycia kiekza.
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2.2. Testy toksycznosci z G. varsoviensis

2.2.1. Organizmy testowe

W badaniach zastosowano kiedze uzyskane w hodov/li
laboratoryjnej. Dla zapewnienia jednolitego materiatu
testowego pod wzgledem klas wielkosSci postepowano w

sposob nastepujacy

z matecznikow izolowano samice z obecnosciag jaj

w komorach legowych do oddzielnych naczyn;

- mhode osobniki po uwolnieniu z komér legowych
przenoszono do matych kuwet z wodg napowietrzang

/p-p- 1. 2.1.1./ 1 karmiono/wg p. 111.2_.1.2/;

- po okresie ok. 3 tygodni uzyskiwano najmtodsze

stadium wzrostu okreslone klasg wielkosci 2-3 mm:

- dalsze klasy wielkosci otrzymywano na drodze

dtuzszej hodowli;

- uzyskane w ten sposob osobniki selekcjonowano na
podstawie ddugosci ciata w mm /mierzonej od
wierzchotka gtowy do zakonczenia odwltoka Zoraz
kryterium dobrej kondycji uwzgledniajacej
a/ charakter pancerza nie wskazujgcy na rozpoczecie
wylinki tj.chitynowa pokrywa ciata opalizujaca
i btyszczaca oraz “widoczny przez nig przewdd
pokarmowy wypedniony trescia;

b/ ptywanie na boku ciata, skokowo oraz ""przysiadanie”
na lisciach 1 kamieniach;

c/ natychmiastowg reakcje na bodziec mechaniczny.
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Na podstawie selekcji wytypowano osobniki z nastepujgacych
klas wielkosci okreslonych ddugoscig ciata w mm :

doroste tj. 11-12; 9-10 mm,

bedace na granicy dojrzatosci pdciowej tj. 8-9 mm,

miode tj. 2-9; 9°-4; 4-5; 6-7 mm.

Testy ostro

\L eksperymentach prowadzonych w warunkach statycznych
stosowano doroste 1 mtode kiedze odpowiednio w klasie
wielkosci 11-12 mm i 9-4 mm. Jako substancje toksyczng
w"prowadzono chrom Cr™+ w postaci dwuchromianu potasu czd.a.
BozSwory testowe sporzadzano w szklanych krystalizatorach
0 objetosci 900 i 200 omw, stosujac stezenie wyjsciowe
44,22 mg/dr?Cr6+ i iloraz postepu geometrycznego rozcien-
czam q = 1,9* 0o rozcienczen wykorzystywano wode uzyskang

wg p- 1. 2.1.1.

Stosowano 9 roéwnolegte powtdrzenia, uzywajac po
10 osobnikow na kazde stezenie. Rownoczesnie wykonywano
probe kontrolng z woda rozcienczajaca.

V/ czasie 24 godzin, poprzedzajacych eksperyment jak
rowniez w trakcie jego trwania zwierzat nie karminno.

Obserwacje zachowania sie organizméw prowadzono w
czasie 24, 48, 72 1 96 godzin.

Jako kryterium Smierci organizmow przyjeto ich bezruch
oraz catkowity brak reakcji na bodziec mechaniczny.
Ponadto u organizméw przezywajacych okreslano zespot

symptomatologiczny reakcji stosujac kryteria zalecane

przez Kaminskiego /47/ i1 Solskiego /62/. Wynik testu
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ostrego podawano jako LC50-24, 48 1 96h, co oznacza,

ze 50 % populacji doswiadczalnej wykazywato objawy Smierci

w danym czasie, esty wykonywano zgodnie z metodyka

zalecang w Standard Methods 1975/89/.

2.2.5. Testy chroniczne

Badania toksycznosci chronicznej chromu Cr6+ prowadzono
w warunkach dynamicznych przy zastosowaniu specjalnie
skonstruowanego do tego celu urzadzenia.

Urzadzenie sktadato sie z szeregu komér testowych
wykonanych z plexiglasu, do ktdérych doprowadzano w sposob
ciagty roztwory toksykanta o okreslonym stezeniu, tj.
chromu Cr . 110oS¢ komér zmieniano zaleznie od potrzeb

eksperymentu.

Schemat budowy pojedynczej komory przedstawia rys. 3.
Wymiary$wygbsi+yflo cm x 10 cm x 10 cm, objetosé - 1 dnh
a objetos¢ robocza - 0,5 dn*. W koTOorx utrzymywano
wzglednie statg temperature roztworu przez doprowadzenie
wody wodociggowej rurkg w ksztatcie litery U umieszczong
na jej dnie. Ponadto zapewniano staty doptyw tlenu
ttoczac powietrze za pomocg pompki akwaryjnej typu "Skalar”
poprzez krotka perforowang rurke.

Roztwory toksykanta dozowano w ilosci 90 cm™/godz. przy
pomocy pompy dozujacej Zalimp typ 315* kazda komora byta
zaopatrzona w przewdd doprowadzajacy i1 odprowadzajacy
badane roztwory.

Owa zestawy komér testowych oraz system dozujacy

zillustrowano na zdjeciu / Fot. 2/.



rzut z gory rzut z boku

komora testowa

doptyw wody do chtodzenia
napowietrzacz

odptyw wody po chiodzeniu

pompa dozujgacg typ 315

zbiornik z roztworem testowy m- doptyw
zbiornik z roztworem testowym-odptyw

~N o o b wDdpE

Rys.3. Schemat komory testowej



Fot* 2 “estaw dO badan toksycznosci chronicznej
komory testowe w giebi, system dozujacy
na pierwszym planie
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"I"esty chroniczne obejmowaty badania aktywnosci pokarmowej
i reprodukcji G. varsoviensis, osobnikéw dor ostych, bedgcych
na granicy dojrzatosci plciowej 1 miodych.
Stezenia chromu Cr~+ do badann chronicznych ustalono na
podstawie doswiadczen wstepnych, ktdére wykonywano w zakresach
stezen ustalonych w oparciu o wartosci 0,1 £C50-24h odpowiednio
dla dorostych 1 mtodych osobnikéw /567, Dla osobnikdéw na
granicy dojrzatosci plciowej przyjeto zakres stezen jak dla
osobnikow dorostych. Na podstawie uzyskanych wynikéw w testach
wstepnychjwyznaczono stezenia wyjsciowe do dalszych ekspery-
mentéw whasciwych z osobnikami dorostymi i1 bedgcymi na granicy
dojrzatosci piciowej oraz miodymi odpowiednio : 210 oraz
180 yUg/dm5Cr6+.
kolejne stezenia ustalano stosujgc i1loraz postepu geometrycznego
rozcienczam q = 1,5.

Okresowo badano ogolng zawartos¢ chromu w doptywie i1 odptywie

z kazdej komory.

Przed kazdym eksperymentem wyselekcjonowane organizmy
odpowiednich klas wielkosci przenoszono do komér testowych,
napednionych woda do rozcieéczen, na okres 24 godzin i1 karmiono.

Fo tym czasie kontrolowano ich kondycje i1 prawidtowos¢ zacho-
wania sie>laminujac osobniki uszkodzone 1 w razie potrzeby
uzupedniajac ich ilos¢. Nastepnie rozpoczynano eksperymenty
wtasciwe obejmujgce badania aktywnosci pokarmowej 1 reprodukcji.

czasie testow zwierzeta kammiono podajgc odpowiednio sprepa-~
rowane liscie wigzu w postaci krazkéw o Srednicy 2 cm/p.p-111 .2.1.2
Vymiana pokarmu nastepowata w odstepach 2-dniowych.

Badania wykonywano w dwoch réwnolegdych powtdrzeniach.
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- Teft_z_a”t2Vjnos$_cjla™ pokarniowa_

Badania aktywnosci pokarmowej przeprowadzono podczas
szesciu 32-dniowych eksperymentow.
Stosowano kiedze w nastepujgcych klasach wielkosci

- doroste t* 11-12; 9-10 mm;

-Bedace na granicy dojrzatosci piciowej tj. 8-9 mm;

- mdode tJjt2-3; 4-5: 6-7 mm.

kazdg grupe zwierzat eksperymentalnych w ilosci 10 osobnikéw
przypadajacych na jedng komore, wazono na poczatku i na konhcu
doswiadczenia., yniki podawano w mg. Pokarm wazono przed i po
zerowaniu zwierzat, podajgc wyniki w mg mokrej masy.

Na tej podstawie okreslano przyrost ciezaru ciata /mg/,
ogolng i1los¢ pobranego pokarmu /mg/ oraz wspoétczynnik pokarmowy
wyliczony ze stosunku 1losSci pobranego pokarmu do przyrostu

ciezaru ciata jednego osobnika.

Codziennie prowadzono obserwacje przezywalnosci i1 okreslano

iloS¢ osobnikdéw przezywajacych pod koniec testu.

Korncowy wynik testow z aktywnoscia pokarmowg prezentowano
w postaci tj. maksymalnego tolerowanego stezenia chromu
C r , ktéore nie powodowato zmian w aktywnosci pokarmowej kiedzy

okreslonej klasy wielkosci.

- de”™z_z rfEproaukcy g

Badania reprodukcji do uzyskania dwoch kolejnych pokolen
prowadzono z osobnikami dwoch klas wielkosci: 8-9 mm tj.bedacymi
na granicy dojrzatosci piciowej i 4-5 mm tj. mbodymi, ktére
stanowidy odpowiednio pokolenia rodzicielskie P LP“.Eksperymenty

obejmowaty badania reprodukcji pokolen rodzicielskich ? | P*



oraz uzyskanych pokolen FA 1 F~ odpowiednio w cigagu 160,
a nastepnie 260 dni. W badaniach stosowano dla pokolen
P 1?7 oraz F~ 1 HJ - 20 oraz 15 organizméw w kazdej

komorze.

Obserwacje rozmnazania pokolen rodzicielskich P i1 p*©

rozpoczynano od pojawienia sie par w stadium prekopulacji.

Zakres obserwacji obejmowat okreslenie

- czasu pojawienia sie jJaj w komorach legowych samic,

“ lIrczby samic z obecnosciag jaj w komorach legowych,

- liczby Ilegow.

Po stwierdzeniu obecnosci samic z jajami w komorach
legowych oddawiano je do osobnych naczyn 1 eksponowano w
warunkach statycznych. W 2-dniowych odstepach czasu
wymieniano roztwory 1 karmiono organizmy. Codzienne obser-
wacje dotyczyty ksztattu i1 wielkosci komér legowych samic
oraz barwy zarodkéw w miare postepujacego ich rozwoju.

W kazdym badanym stezeniu chromu Cr6+ i w kontroli okreslano
ponadto:

- czas rozwoju kiedzy w komorach legowych samic tzw.BDF
obejmujacy okres od pojawienia sie jaj do uwolnienia
pierwszych mdodych osobnikéw /7 p.p. HIl. 2.1.4 /

- liczebnos¢ osobnikéw mdodych w legu;

- ogolng liczbe osobnikoéow mtodych uwolnionych przez
samice.

Podczas nieprawiddowego rozwoju kiedzy notowano iloscé
przypadkow wczesniejszego lub pdzniejszego uwolnienia

zdegenerowanych zarodkédw anizeli wyznaczony czas BDT.



Po uzyskaniu pokolen 1 F~ miode osobniki eksponowano
V/ dalszym ciggu w warunkach statycznych, jak uprzednio, a
nastepnie w dynamicznych do otrzymania pokolen Fg i
Obserwacji reprodukcji pokolen Fgj 1 £} dokonywano jak w

przypadku pokolen rodzicielskich P 1 P* »

Prowadzono réwniez ciggte obserwacje przezywalnosci
i okresSlano i1los¢ osobnikéw przezywajgcych pod koniec testu.
W wyniku testéw z reprodukcja okreslano maksymalne tolero
wane stezenia chromu Cr~+, ktore nie wywodywaty zmian w
reprodukcji pokolen FA 1 F~ uzyskanych od osobnikéw intoksy
kowanych od stadium wzrostu okreslonego klasg wielkosci

8-9 ran 1 4-5 mm tzw. MaTCg.

2.2.4. Metody interpretacji wynikow

viphyw toksycznego oddziatywania chromu Cr6+ w testach
ostrych oceniano na podstawie przezywalnosci organizmow
w stosunku do poczatkowej liczoy osoonikéw stosowanych w
dosSwiadczeniu oraz w poréwnaniu do préby kontrolnej.
V7ynik toksycznosci ostrej wyrazano jako LG50-24, 48 1 96h 4.
stezenie letalne dla 50 % organizméw uzytych w teScie po
okreslonym czasie kontaktu z toksykantem.

Stezenie LC50 okreslano metoda probitowg /102/.

« testach chronicznych z aktywnoscig pokarmowa Kkryteria
oceny toksycznego wp4ywu chromu stanowidy nastepujace
wskazniki: ilos¢ pokarmu pobranego przez}em%%obnika w mg
w ciggu 32-dniowego eksperymentu, Sredni przyrost ciezaru

jego ciata w mg oraz wspotczynnik pokarmowy,ktory wyliczano
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ze stosunku ilosci pobranego pokarmu do przyrostu ciezaru

ciata jednego osobnika.

Zmiany aktywnosci pokarmowej u zwierzat intoksykowanych
chromem Cr6+ okreslano na podstawie spadku lub wzrostu
wspodczynnika pokarmowego w poréwnaniu do préby kontrolnej.
Mniejsza wartos¢ wspodczynnika pokarmowego w eksperymentach
z chromem Cr od jego wartosci w kontroli oznacza stymulacje/-/»
zas wieksza hamowanie /+/ aktywnosci pokarmowej. Przyjeto
zatozenie, ze wptyw toksykanta stymulujacy /-/ lub hamujacy/+/
okresla procentowa wartos¢ wspotczynnika w odniesieniu do

jego wartosci w prébie kontrolnej w wartosciach bezwzglednych

t.-:
brak wpdywu to.c — 5501 %
staby wpdyw 15,0 -30,01 %
znaczny wpdyw >130,001 %

w testach chronicznych z reprodukcjg kryteriami oceny
toksycznego wpdywu chromu Gr6+ bydy wystepowanie legdw
O okreslonej liczebnosci osobnikéw mdodych oraz przyjety
wskaznik reprodukcji tj. Srednia liczebnos¢ osobnikéw miodych

w legu.

Szkodliwe oddziatywanie chromu Cr na reprodukcje kiedzy
okreslano na podstawie spadku wskaznika reprodukcji w porow-
naniu do jego wartosci w proébie kontrolnej oraz uzyskania
nieprawidtowego rozwoju i eliminacji zdegenerowanych zarodkow

0. varsoviansis,,

Y."yniki testéw chronicznych prezentowano w postaci

1 1./, tzn. maksymalnych tolerowanych stezen chromu Cr/+,
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ktore nie wywodywaty zmian przyjetych parametrow
tj, aktywnosci pokarmowej 1 reprodukcji kiedzy okreslonej
klany wielkosci. Stezenie bezpieczne chromu Cr~+ ustalono
w oparciu o wartosci tzw. XTCLU i MATC2 uzyskane
odpowiednio dla najwrazliwszej klasy wielkosci osobnikow

w badaniach aktywnosci pokarmowej i reprodukcji.

3. PYNIKI B®,D/J
3.1. Hodowla G. varsovisnsis

Podstawowym warunkiem prowadzenia hodowli laboratoryjnej
kietzy byto zapewnienie im odpowiedniej wody jako Srodowiska
bytowania 1 pokarmu.

v tym celu przeprowadzono proéby poréwnawcze hodowli
przy uzyciu wody naturalnej ze zbiornika, z ktdérego
pochodzity kiedze oraz wody wodociggowej uzdatnionej
w Filtrze weglowym i1 biofiltrze. Dokonano réwniez wyboru

rodzaju pokarmu.

Najlepsze rezultaty uzyskano z wodg wodociggowg
uzdatniong w biofiltrze, co potwierdzidty obserwacje
przezywalnosci kondycji 1 zachowania sie mfodych
i dorostych osobnikéw G.varsoviensis. woda uzdatniona
charakteryzowata sie wkasciwosciami fizyczno-chemicznymi,

ktére podano ponizej



i Nazwa oznaczenia ' Zakres

L o |

{ Odczyn pH ! 7,1 - 7,8
; Tlen rozpuszczony mg/dm3 i 8,5 . 9,0
1BZTv mg/dm~Og ¢ 0,80- 1,50
¢« Twardos¢ ogd6lna mval/dm” 1 3,8 - 5,2
:baph mg/dm3 Ca 58,6 -72,6
; Chlor : brak

11oS¢ tlenu rozpuszczonego w wodzie po przejsSciu

przez biofiltr utrzymywata sie w granicach 8,5-9,0mg/dm™O-.

wartosci BZT” zmieniaty sie w niewielkich granicach

od Q,80do 1,50mg/der 02 . Twardos¢ ogélna wody w czasie
prowadzenia hodowli utrzymywata sie na poziomie od

3,8 do 5»2 mvala/drf . Zawartos¢ wapnia ksztattowata

sie w granicach od 58,6 do 72,6 mg/deCa, Odczyn wody pH
wahat sie od 7,1 do 7,8.

Analize wymagan pokarmowych G ,varsoviensis przepro-
wadzono stosujac poczatkowo jako pokarm liscie topoli
Popullus tremula L., olchy Alnus gdutinosa /L./Gaertn.

1 wigzu Ulnus campestris L.em.Huds., a nastepnie
uzupedniono go dodatkiem zielonych peddow roslin wodnych:
Potamogeton sp,, Myriophyllum spicatum L, 1 Yalisneria
spiralis L*

Na podstawie obserwacji pozostatosci nieskonsumowanego
pokarmu stwierdzono, ze Kkiedze, sposrdéd trzech gatunkow
drzew lisSciastych chetniej konsumowaty Hliscie wigzu

i olchy preferujgc liscie dfuzej moczone w wodzie
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Z podawanych okresowo roslin wodnych kiekze najchetniej
zerowaty na V.spiralis. Jako pokarm wiec wybrano liscie wigzu
moczone ok. 14 dni w wodzie wodociggowej. Okresowo dla

urozmaicenia diety dodawano zielone pedy V.spiralis.

Okreslano zawartos¢ metali w lisciach podawanych zwierzetom
jako pokarm. l1losci te wahaty sie w nastepujgcych granicach»
Pb 0,5-0,8; Cr 0,7-1,2; Cu 5,2-7,6; Zn 18,5-28,4; Fe 190-212;
Mn 52-40; Cd 0,05-0,2; Co 0,4-0,6; N1 1,5-2j1 mg/kg.s.m.
Stwierdzi¢ nalezy,ze zawartosci te nie sg wysokie. Mieszczg
sie one w granicach wartosci podawanych dla drzew ze stanowisk
traktowanych jako kontrolne tj. potozonych na terenie parkéw,

z dala od arterii komunikacyjnych / 22,25,24,55/.

Zaobserwowano rowniez reakcje kiekzy na podawanie nowych
porcji pokarmu charakteryzujga%ie natychmiastowym podptynieciem
1 rozpoczeciem zerowania. Reakcje te wykazywaty osobniki

znajdujace sie w dobrej kondycji, bez objawéw wylinki.

Dokonujgc obserwacji procesu rozmnazania G.varsoviensis
stwierdzono, ze dojrzate samce 1 samice w okresie prekopulacji,
obejmujacym najczesciej 2-5 dni ptywaty potaczone razem. Po
zaptodnieniu w komorach legowych pojawiaty sie jaja.W poczat-
kowym okresie komory legowe byty stabo wysklepione, a poprzez
tworzace je blaszkowate oostegity przeswiecaty ciemne warstwy
jaj- W miare postepujacego rozwoju zarodkéw komory legowp
powiekszaty sie wskutek rozsuwania sie oostegitow. Widoczne
poprzez nie zarodki przybieraty zabarwienie zo4tobrazowe.

Okoto 2-5 dni przed uwolnieniem mbodych osobnikéw, komory legowe
powiekszaty sie znacznie 1 przybieraty kolor jasnopomaranczowy

charakterystyczny dla obecnosci osobnikéw miodych. Uwalnianie
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ich z komory legowej odbywato sie w ciggu 1-3 dni. Zaobserwo-
wano réwniez, ze Samice mogty by¢ powtdrnie zaptadniane
bezposrednio po uwolnieniu osobnikéow miodych.

Liczebnos¢ osobnikow mdodych w legu zalezna by4a'™od wieku

i wielkosci ciata samicy. ZaleznosS¢ te obrazuje ponizsza

tabela:
Klasa ~  jLiczebnos¢ osobnikéw i Srednia
wielkosci  { mbodych w legach { liczebnosc¢
samic 1 uzyskanych od 5 samic 1 osobnikow
on  /mm/ { mtodych
{ W lTegu
' 5 9, 8, 7, 10 7,8
10-11 jJ 10,10,10,12,17 { 13,4
i i
1
_ T oo !
11-12 I 24,13,23,19,18 £ 19.8
12-13 ! 42,30,27,23,29 30,6
13-14 { 40,37,37,34,32 36,0 i
"
i
14-15 J 69,54,48,45,56 L f

U kilkudziesieciu zbadanych samic liczebnos¢ osobnikow
mtodych wahata sie od 5 /¢ 9 mm/ do 69 / 9 14-15 mmv/,
Liczebnos¢ osobnikow mfodych w legu samic o diugosci ciata
9 mm wynosidta Srednio 7,8. Dla samic w dalszych klasach
wielkosci wynosita odpowiednio «9% 10-11 mm -13,4 ;
9911-12 uWW - 19,8} 9912-13 m - 30,6; 99 13-14 mm- 36,0;
99 14-15 mm - 54,4 osobnikow.
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Na podstawie praeprowadzonych badan hodowlanych. G.varsoviensis
w tempalatuiza 18 + 1°C stwierdzono, £fe
- czas rozwoju kiedzy w komorach legowych samic /tzw. BDT/
wynosi4 ok. 16-17 dni;
- okres dojscia do dojrzatosci plciowej wynosit
ok. 6-7 miesiecy;
- okres zycia trwat ok. 1,5 roku, cho¢ moze byC¢ rowniez
diuzszy.
W warunkach naturalnych w okresie zimowym G.varsoviensis
nie rozmnaza sie. Natomiast w warunkach laboratoryjnych przy
zachowaniu przy jft-sj "melodysci hodowli /t>.p. 111 .2.1,/fkiekze

rozmnazaty sie rowniez w okresie zimowym.*

Najwieksze okazy kietzy w hodowli charakteryzowaty sie
dfugosciag ciata przecietnie w granicach 17-18 mm. Dd4ugosé
ciata najwiekszego samca wynosid4a 20 mm, zas samicy - 19 mm.
Bydy to stare osobniki konczace juz swg role w populacji.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze uzyskane wyniki badan
hodowlanych G.varsoviensis wykorzystano jako punkt odniesienia
do oceny reakcji kiedza pod wptywem chromu Cr jako toksy-

kanta.

iesty ostre z G.varsoviensis

Wykonano badania w zakresie toksycznosci ostrej chromu Cr6+
w stosunku do osobnikéw dorostych w klasie wielkosci 11-12 mm
i mbodych w klasie wielkosci 3-4 mm. Badania z osobnikami
dorostymi przeprowadzono w zakresie stezen od 44,22 do
0,15 mg/Zdm~Cr6+, zas z mbodymi - od 44,22 do 0,07 mg/dm"Cr™+ .
Wyniki testéw z osobnikami dorosdymi i1 mdodymi przedstawiajg

tabele 3 1 4.

W poczatkowej fazie reakcji / tj. kilka minut po wpuszcze-

niu zwierzat do roztworéw / obserwowano w obecnosci



Tabela 3

Test ostry - Smiertelnos¢ osobnikéw dorostych G.varsoviensis
w klasie wielkosci 11-12 mm

Stezenie wyjsciowe chromu - 44,22 mg/dnrCr6* ;g=1,5
11oS¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 30

Stezenie mg/Zdm” I Czas /godz/
T
KgCigOfp cre+ j 24 48 { 72 [ 9%
__# X
125,0 44,22 30 30 i 30 { 30
I
83,33 29,48 30 30 30 i‘ 30
r
35,35 19,63 30 30 30 L 30
37,04 13,10 29 29 30 t 30
2.4,69 8,73 24 30 30 30
1
16,46 5,82 17 30 ' 30 ' 30
— - 1. |
10,97 3,88 12 30 'E 30 30
-F -
n 32 2,59 6 24 30 '.E 30
4,88 1,72 0 18 27 fE 30
3,23 1,15 0 10 21 24
2,17 0,77 0 0 16 21
£
1,44 0,51 0 0 6 12
0,96 0,34 0 0 0 E 5
E
0,64 0,23 0 o 0 F 0
0,43 0,15 0 ) o) )
0,0
kontrola 0 0 0 0 \]
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toksykanta wzrost aktywnosci lokomotorycznej a dorostych
i mfodych osobnikdéw G.varsoviensis.

Doswiadczenia z dorostymi osobnikami kiedza wykazaty,ze
w miare updywu czasu Dd 24 do 96 godzin, efekt toksyczny chromu,
ktorego kryterium oceny byta Smieré¢ organizméw, wystepowat *m
w coraz szerszym zakresie stopniowo malejgcych stezen tego
toksykanta. Stwierdzono, z2 po 24 godzinach chrom w stezeniach
od 44,22 do 19,65 mg/dm~Cr6+ powodowat 100 % Smiertelnosé¢, po
uptywie 48 godzin efekt ten zaobserwowano przyzmniejszajacych
sie jego stezeniach do 5»88 mg/deCr6+, a po 96 nawet do 1,72

mg/dmNCri+ .

Podobnie w czasie ksztattowat sie przyrost reakcji testowej,
ktérej objawami byta Smiertelnos¢ pewnej liczby osobnikdéw
oraz zespot symptoméw obejmujacy zaburzenia koordynacji ruchowej,
rownowagi 1 zmniejszenie reaktywnosci na bodziec okreslony
jako porazenie.

u stezenitach od 15,10 do 2,59 mg/anCr6+po 24 godzinach
zanotowano S$miertelnos¢ w granicach od 90,7 do 20,0 /I, po
48 godzinach stwierdzono od 80,0 do 55,5 P martwych kiedkzy
w probach o malejacych stezeniach do 1,15 ng/dm Cr ,a po
96 godzinach Smiertelnos¢ wynosi4a od 80,0 do 16,7 % az do
stezenia 0,54 mg/dm”Cr6+. Wszystkie osobniki pozostate przy
zyciu wykazywaty objawy porazenia opisane wyzej. Objawy te
wystepowaty réwniez przy 100~ przezywalnosci kiedzy w
mniejszych stezeniach niz opisane wyzej tj. od 1,72 do 0,51;
od 0,77 do 0,54 1 w stezeniu 0,25 mg/dm™Cr6+ odpowiednio po
24, 48 1 96 godzinach.
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Analiza toksycznosci chromu przy najnizszych jego stezeniach
tj. 0,345 0,23* 0,15 mg/Zdm”~Cr6+ po 24 godzinach 1 0,23; 0,15
mg/dm~Cr6* po 48 godzinach oraz 0,15 mg/dm3Cr+”~ po 98 6od-zi-
nach intoksykacji wykazata, ze zachowanie sie zwierzat nie

réznito sie od zachowania sie zwierzat kontrolnych»

Na podstawie eksperymentow z mdodymi osobnikami stwierdzono,
ze reagowaty one w szerszym zakresie stezen niz osobniki
doroste. Tak wiec,100 % Smiertelnos¢ kietzy zaobserwowano po
24 1 48 godzinach w stezeniach od 44,22 do 3,88 mg/dm™Cr™+ ,

a po %. godzinach w stezeniach jeszcze nizszych tj.do 1,15
mg/dm Cr6* =

Przyrost reakcji testowej w czasie objawiajacy sie Smier-
telnoscig pewnej liczby osobnikéow mdodych oraz ich porazeniem
wykazywat podobne tendencje jak u osobnikéw dorosdtych tj.
zaznaczat sie w miare updywu czasu w coraz szerszym zakresie
stopniowo malejacych stezen.

W stezeniach od 2,59 do 0,77 mg/deCr6+ zaobserwowano po
24 godzinach od 83,3 do 26,7 % Smiertelnosci mdodych Kietzy,
zas po uptywie 48 godzin - odpowiednio od 98,7 do 43»3 $=
Po 98 godzinach3v stezeniach malejacych do 0,15 mg/dm~Cr/~*
zanotowano od 80,0 do 20,0 % martwych osobnikéw. Pozostate
przy zyciu kietze znajdowaty sie w stanie porazenia.Objawy
te wykazywaty roéwniez niektdére osobniki w jeszcze nizszych
stezenitach tj. 0,5160,34; 0,34 1 0,23 oraz 0,10 mg/dm™Cr6+
odpowiednio po 24, 48 i1 96 godzinach.

Analizujagc reakcje mifodych kiedzy przy najnizszych steze-
niach chromu tj. od 0,23 do 0,07 mg/dm™Cr6+po 24 godzinach
oraz od 0,15 do 0,07 mg/Zdm”"Cr6+ po 48 godzinach jak réwniez



Tabela 4

’mast ostry - Smiertelnos¢ osobnikédw mdodych G.varsovisnsis
w klasie wielkosci 3-4 mm

Stezenie wyjsciowe chromu - 44,22 mg/dm”~Cr6+ ; q=1,5
I10S¢ zwierzat w kazdym stezaniu - 30

{ Stezenie -LLI,{.dmA - Czas /godz/ _____ _
4 . _
1 K2Cv207 i Cré+ 1 24 1 48 ! 72 1 gg
HEEF -|—_—‘J|—_ —_—=====_ === = :*]:-:::: ==== :}Ié:___::::—l—
I 1 Y 1 I
I 1230 Poaa22  F 30 L 30 I 30 T 30
r*
L i i 1 1
} 83.33 . 29.48 1 =30 ] 30 ! 30 ! 30
i i . f r
| 55,55 | 19,65 | 30 1 30 i 30 f 30
c | 1 T
. 37,04 } 13,10 } 30 I 30 30 I 30
_ i y
2469 Y 8,73 1 30 1 30 I 30 1 350
| i 1
r 16,46 } 5,82 | =0 1 =0 I 30 1 30
- ) i y =
1 i
§ 10,97 | 3,88 { 30 ' 30 1 30 5[ 30
. 1
i i
% 7,32 } 2,59 I 25 I 29 ] 30 1 30
r i i
r 4,88 } 1,72 I 19 } 29 1 30 1 30
Y i r
| 3,25 i 1,15 I 14 1 28 ] 30 30
b .
1 1 1 1 i
! 2,17 § 0,77 f 8 13 _ 1 23 24
{ 1 i
i 1,44 4 o551} o= 1 j 10 I 138
1 i 1 1 i i
1 0,98 0,34 { 0 1 0 ] 5 1 16
1 . 1§ i
1 0,64 | 0,23 0 0 1 0 o1
T f
3 044 1 o015 L o ¥ 0 \ 0 1 6
- - -
1 1 1 i 1
{ .28 1 0,120 } o t 0 ¥ 0 ! 0
i ) i i i
i
r 0,19 | 0,07 i 0 ! 0 5 0 Y 0
0,0 ] i
kontrola 0 o | 0 vV o
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w stezeniu 0,07 mg/dm™Cr™+ po 96 godzinach stwierdzono, ze
zachowanie sie ich nie wykazywato réznic w stosunku do

zachowania sie zwierzat w kontroli.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw testédw przeprowadzonych
z osobnikami dorostymi 1 mfodymi wyliczono wartosci LC50-24,

48 1 96h, ktore zestawiono ponizej s

r Osobniki TWartosci LC50 [mg/dm~CrA] 1

1G.varsoviensis “dla Drzedziatéw czasowych

{klasa r _—

I wielkosci 24h 48h 96h |
/ mm/ i

I: ====: N=g======-5=4

i doroste

[ou-12 4,74 j 1,50 1 0.58

[ — 1 n

f mdode 1 i

i 34 1,20 J 0,89 } 0,35

Z tabeli wida¢, ze wartosci stezenia letalnego chromu LC50
okreslone dla dorostych i mbodych osobnikow zmniejszaty sie
w miare trwania eksperymentu. Swiadczy to o tzw. przyroscie
reakcji testowej. Ponadto wida¢ znaczne roéznice w uzx§kanych
wartosciach L€50-24,48, i 96h dla organizméw obu klas
wielkosci .Osobniki mbode reagowaty po uptywie 24 godzin 5C$
Smiertelnosciag w ok. 4-krotnie nizszych stezeniach Qr6+ niz
osobniki doroste. Po uptywie 48 i1 96 godzin Smiertelnosé
potowy populacji testowej osobnikéw mdodych wystgpida w steze-
niach ok. 2-krotnie nizszych niz osobnikoéw dorostych.
Uzyskane dane sSwiadczg o wiekszej wrazliwosci na chrom Cr®+

mtodych osobnikéw G.varsoviensis.
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PodlejosXi¢ nalezy, ze zarowno doroste jak i mbode
osobniki wykazywaty w obecnosci chromu Cr6* objawy
Smiertelne,jak réwniez reakcje symptomatologiezne
obejmujace zwiekszenie aktywnosci lokomotorycznej
w poczatkowej fazie kontaktu z chromem Cr™+ oraz zespot
objawow takich jak zaburzenia koordynacji ruchowej,
rownowagi i1 zmniejszona reaktywnosS¢ na bodziec okreslany

przez Kaminskiego /47/ i1 Solskiego /82/ jako porazenie.

Uzyskane wartosci LC50-24h dla doros4ych i mtodych
osobnikow stanowidy podstawe do wyznaczenia zakresow
stezen chromu Cr stosowanych w badaniach chronicznych.
Wartosci LC50-9Sh postuzyty do wyliczenia wspétczynnika
stosowalnosci /AF/, zalecanego do okreslania stezenia
bezpiecznego chromu Cr6+ dla innych gatunkéw Gammarus,

nie poddawanych badaniom chronicznym.

5.5. Testy chroniczne z G.varsoviensis

5.5.1. Aktywnos¢ pokarmowa

Wykonano szes$¢ 52-dniowych eksperymentow, w ktdérych
badano wpdyw chromu Cr”~+ na aktywnos$¢ pokarmowa
G.varsoviensis, osobnikéw dorostych, bedacych na granicy
dojrzatosci piciowej i1 mbodych* Badania z osobnikami
dorostymi 1 bedacymi na granicy dojrzatosci piciowej
przeprowadzono w zakresie stezen od 18 do 210 jug/Z/dm™Cr6+,
zas z mbodymi - od 16 do 180 ngZdnrXCr6+.

W lisciach podawanych jako pokarm okreslano zawartosc
metali* MieScita sie ona w granicach wartosci podobnie

jak dla pokarmu podawanego kied4zom w hodowli /p.p.111.3.1/
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Podczas trwania eksperymentdow okresowo badana ogdlna
zawartos¢ chromu nie wykazywata znacznych roéznic w doptywie

1 odptywie z kazdej komory.

Interpretacje uzyskanych wynikéw badan aktywnosci pokarmowej
przeprowadzono wg p-111.2.2.4 analizujac og6lng ilos¢ pokarmu
pobranego przez jednego osobnika w czasie 32-dniowego okresu
trwania eksperymentu, Sredni przyrost ciezaru jego ciata oraz
przezywalnos¢ wszystkich testowanych organizmow. Aktywnosc¢
pokarmowg okreslano na podstawie wspoédczynnika pokarmowego,
ktory wyliczono, ze stosunku ilosci pobranego pokarmu do
przyrostu ciezaru ciata jednego osobnika. Przyjeto zatozenie,
ze wptyw toksykanta stymulujacy /-/ lub hamujacy /+/ okresla
procentowa wartos¢ wspoétczynnika w odniesieniu do proéby
kontrolnej w wartosciach bezwzglednych tj. :

brak wpdywu )0,0 - 5,01%
staby wptyw |5»0 - 36,0 1%

znaczny wpiyw )>>|30,0 |% / p.p.w2.2.4 /

Zakresy stezen o zblizonym oddziatywaniu chromu Cr6+ omawiano
na podstawie wartosci minimalnych 1 maksymalnych badanych

parametrow.

Testy z organizmami dorostymi

W badaniach stosowano osobniki z klas wielkosci 11-12 mm
i 9-10 mm. Zakres stezen chromu wynosi+ od 18 do 210 Mg/dm™Cr/™+ .
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach 3-9 oraz na rys.4,7.
Analiza wp4ywu chromu Cr podczas iIntoksykacji organizméw

dorostych obu klas wielkosci wykazata, ze wartosci ogdolnej
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est chroniczny - aktyv/no3c pokarmowa osobnikoéw dorosdych
G.varsoviensis w klasie wielkosci

Stezenie wyjsciowe chromu - 210 jugZdmwCr™*"; g= 1,5
11oS8¢ zwierzat w kazdym stezeniu
Czas trwania eksperymentu

SteZenie
nu/dm'
kacraer O
595 ) 2
397 1
265
176
118
78
52
0,0
Kontrola

Podano wartosci Srednie w przeliczeniu na jednego osobnika

-+

10

40

94

62

42

27

18

1 Ogblna
0s¢
pobranego
pokarmu

/mg/

144,77
134,16
100,46
102,27
104,27
100,77

103,02

100,15

11-12 mm

- 20

- 32 dni

Tabela 5

PoczatkowyJd Koncowy} Przyrost fWspod-

cliezar
ciata

/mg/

34,25

36,95

37,25

35,90

36,70

36,65

36,97

35,25

eteza
ciata

/mg/

36,50

39,70

38,27

36,92

36,76

37,60

37,95

36,22

r i cieZaru
| ciata w
J czasie
1 ekspery-
1 mantu
* /mg/

2,25
2,75
1,02
1,02
1,06
0,95

0,98

0,97

"czynnik

pokar-
mowy

64,22

48,98

98,49

100,66

98,63

106,18

105,12

102,81



Tabela 6

Test chroniczny - przezywalnos¢ osobnikéw dorosdych
G.varsoviensis w klasie wielkosci

11-12 mm

Stezenie wyjsciowe chromu - 210 jug/dm5Cré6+ ; g = 1,5
1108¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 20
Czas trwania eksperymentu

NStezenie Aig/dur™
K2Cr207 1 Cr6* j24 h

0,0
Kontrola

- 32 dni

Czas / godz., dni /

20

20

20

20

20

20

8 dni {16 dni

14 } 10
16 i 12
« f» - #(f- L _J ﬂ"ﬁ —
16 E 16
]
i -
20 $ X2
t - - 1
20 I 20
F_o_ L
20 20
4‘ - I=—
20 } 20



Tabela 7

Test chroniczny - aktywnos$¢ pokarmowa osobnikéw dorosdych

G.varsoviensis w klasie wielkosci 9-10 mm

; z
Stezenie wyjsciowe chromu - 210 ng/Z/dnrCr e g = 1,5

110S¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 20
Czaa trwania eksperymentu - 32 dni
I=: r =======
Stezenie Ogélna J j 1przyrost
'ugkhis ilosc [PoczatkowymKoncowy ciezaru Wspot-
J pobranegoi ciezar jciezar ciata w czynnik
pokarmu [ciata ciata czasie pokarmo-
i 6+ ekspery- wy
K2Cr2°7 1 01 mentu
/mg/ { /mg/ 1 /mg/ { /mg/
=" - * *= I
7 :t -
595 210 162,40 j 14,65 17,60 2,95 55,54
|
I 397 { 140 159,44 } 12,95 ¢ 16,85 3,90 40,87
i t 1L—
; _———
265 : 94 150,51 j 11,27 1 12,71 1,44 90,59
oMM - j- - _ _
n76 62 126,23 J 13,32 j 14,67 1,35 93,50
4 = [
118 i 42 116,77 1 11,72 S 13,03 1,31 88,96
! — b - --
78 27 117,30 1 13,14 J 14,43 1,29 90,94
}
52 l 18 114,49 12,96 i 14,20 1,27 90,15
0,0
[ Kontrola 114,62 1 12,43 * 13,68 i 1.25 91,75
1 L | L.

POdano wartosci Srednie w przeliczeniu na Jednego osobnika



G.varsoViensis w klasie wielkosci

Stezenie nl’\/draT

Tabela 8

chroniczny- przezywatnos¢ osobnikéw dorostych

Stezenie wyjsciowe chromu - 210 jug/ZdmCr6* e g=1,5

9-10 min

110oS¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 20
Czas trwania eksperymentu

N2C;c207
=z—=—=9%
595 210
397 140
4 —
265 94
176 62
i
118 ; 42
78 27
1
1
52 % 18
0,0
K ontrola

* - - - -

. hl

]rzzzdcz

20

20

20

20

20

20

20

N
o

[ R e e i L Lo el e Vo o T

- 32 dni
Czas /Kodz. _dni /
48 i w67 B dhi | 18 Ynid 24 dni
e —_ :{ |;
20 18 14 10 ilo
[
20 18 14 12 £12
20 20 20 18 %18
j_
20 20 20 20 {20
i i 1 il
S I
20 } 20 % 20 1 20 120
1
A RS e T
20 I 20 Ezo } 20 %20
i 1 1 ]
1 | 1
20 § 20 i 20 120 120
] i r
‘h _
f
L s
20 § 20 1 20 j 20 »20
i 1 ! +

32 dnij

10

18

-



TEST CHRONICZNY
o) AKIYWNOSC POKARMOWA G.varsoviensis - osobniki

N
S &
1

Wspotczynnik pokarmowy
H
?

0,0 20 60 100 140 180 220
stezenie chromu “ug/dm3 Cr6+

Rys. 4. Ogdlna iloS¢ pobranego pokarmu, Sredni przyrost ciezaru ciata oraz wspotczynnik pokarmowy dla G. varsoviensis
-osobniki dorosfe
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ilosci pobranego pokarmu 1 Sredniego przyrostu ciezaru ciata
w stezeniach chromu od 18 do 94 jug/dm™Cr6+ w pordéwnaniu

z probami kontrolnymi ksztattowaty sie na zblizonym poziomie.
Wartosci tych* parametrow miescidy sie w granicach odpowiednio

do klas wielkosSci

100,46- 104,27 mg 1 0,95 - 1,06 mg. KX- 100,15 mg 1 0,97 mg
x/
114,49 -150,51 mg i 1,27 - 1,44 mg; K - 114,62 mg 1 1,25 mg

Stwierdzi¢ nalezy, ze wartosci omawianych parametréw charakte-
ryzujacych obie klasy wielkosci roéznity sie miedzy sobg

w nieznacznym stopniu. Wspodczynnik pokarmowy charakteryzujacy
organizmy intoksykowane w omawianych stezeniach réwniez by#
zblizony i1 miescit sie w granicach : 98,49 - 106,18 ; 88,96-93,5C
a w probie kontrolnej wynosi+ 102,81 1 91,75.

Nalezy podkresli¢, ze przezywalnos¢ kietzy obu klas wielkosci
byta 100”, za wyjatkiem najwyzszego stezenia tj. 94 ng/dm~Cr6*

w ktérym stwierdzono spadek odpowiednio do 80 i 90 % w pordw-

naniu z préba kontrolna,

W stezeniu nastepnym, wyzszym tj, 140 ng/dnr Cr zaobserwo-
wano odpowiednio w obu klasach wielkosci, w porownaniu
z organizmami kontrolnymi wzrost o ok. 34 1 59 % og6élnej ilosci
pobranego pokarmu oraz o ok, 183 i1 212 przyrostu ciezaru
ciata* Natomiast wspétczynnik pokarmowy znacznie sie obnizyt
odpowiednio o ok, 52 i 56 % w pordéwnaniu z wartoscia charakte-
ryzujacg organizmy proby kontrolnej.
Przezywalnos¢ organizmow byda znacznie nizsza, gdyz wynosita

zaledwie 40 1 50 % w stosunku do kontroli.

KFT - préba kontrolna
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W najwyzszym stezeniu chromu 210 ng/durCr6* ogélna ilosé
pobranego pokarmu praez osobniki obu klas wielkosci byta
takze wyzsza w stosunku do préby kontrolnej o ok. 45 1 42 %,
a przyrost ciezaru ciata byt wiekszy o ok.132 1 136 %*
Jedtiak by+ on nizszy w pordéwnaniu do uzyskanego w stezeniu
140 >ug/dir*Cr™+ . Zmiany te wptynedy réwniez na wspotczynnik
pokarmowy, ktéry odpowiednio dla badanych klas 7/ielkosoi by#
nizszy od kontroli tylko o ok. 38 1 40/5.

Nalezy podkresli¢, ze w poréwnaniu do jego wartosci uzyskanych
w stezeniu 140 Jug/dmCr6+, by+ ok* 15 % wyzszy dla obu klas
wielkosci* W koncowym okresie badann zaobserwowano roéwniez

znaczny spadek przezywalnosci kiedzy do 30 i 40 % w poroéwnaniu

z kontrolg.

Analiza wp4ywu chromu Cr na aktywnos¢ pokarmowg dorostych
kietzy G.varsoviensis niezaleznie od klasy wielkosci wykazata
brak istotnego jego wpdywu w stezeniach od 18 do 94 ng/dm”~Cr/+ .
Procentowa wartos¢ wspétczynnika pokarmowego w stosunku do
kontroli wahata sie odpowiednio dla klas wielosci od-4,2 do

+ 3,3% oraz od - 1,8 do + 1,9 %.

W wyzszych stezeniach chromu tj. 140 1 210 ng/drﬁCrg'
zanotowano znacznie nizsze procentowe wartosci wspotczynnika
wynoszace odpowiednio#-52,4 v 1 -37*6 % dla klasy wielkosSci
11-12 mm oraz -55»% 1 - 39»7 % dla klasy 9-10 mm. Uzyskane
wartosci sSwiadczg o znacznej stymulacji aktywnosSci pokarmowej

w obecnosci chromu Cr u dorostych kietzy obu klas wielkosci,

przy jednoczesnej duzej ich Smiertelnosci.



Tabela 9

Test chroniczny - wartosci wspoédczynnika pokarmowego
uzyskane dla osobnikéw dorostych G.varsoviansis
w dwoch klasach wielkosci

{:::::::::: )
- A I Wspoétczynnik [Wartos¢ wspétczynnika |
" Stigenga ' pokarmoivy Fpokarmowego w stosunku}
f Mg7dm 1 [do kontroli .
1 r J -\
|K2cr207 ! d 6+ i Klasa wielkosci/mm/
i i 11-12 Y o0 | 1112 | 910 ¢
| o T i E i
{ 505 Y 220 ' 64,22 } 55,54 | -57,6 ~39,7 |
1 1
. 1 i i
i 597} 140 48,98 | 40,87 3 -52,4 55,5 1
i 1 1 i r
{ 265 1| 94 i 98,49 i 9,50 | -4.2 - 1,3 1
1
i i i i
j 176 1 62 1}L100,66 \'7 95,50 II‘ - 2,1 + 1,9 j
1
] 1 f i
j 118 i 42 ] 98,63 » 88,9 i -4,1  F -3,1 ]
i ' 1 1
. i I 1 1
i 718 1 27 106,18 1 90,94 J[ + 3,5 { - 0,9 {
i 1 r
* i 1 1 J
i s2 18 105,12 | 90,15 | + 2,2 i -1,8 [
J cc c
1
0,0 i 1 i
¥ Kontrola 102,81 i 91,75 EI.: - |

I=————- -=*==
+ wzrost wartosci wspédczynnika

- spadek wartosci wspodczynnika
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Test z organizmami bedgcymi na granicy dojrzatosci plciowej

W doswiadczeniu stosowano osobniki z klasy wielkosci 8-9ram™*
ktére intoksykowano, podobnie Jak osobniki doroste w zakresie
stezen chromu od 18 do 210 jagZdm™Cr/+ .

Wyniki przedstawiono w tabelach 10-12 oraz na rys* 5, 7.

Z analizy uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze w steze-
niach chromu od 18 do 94 ng/Zdm~"Cr~* nie zaobserwowano zmian
w wartosciach badanych parametrow w prébach zawierajacych
chrom w poréwnaniu z probg kontrolng.
Wyniki ksztattowaty sie nastepujaco : ogdélna ilos¢ pobranego
pokarmu i Sredni przyrost ciezaru ciata w prébach wkasciwych
by4y odpowiednio w granicach : 212,81 - 215,05 mg 1 3»66-3,89mg
w kontroli: 214,95 mg 1 3*85 mg. Wartos¢ wspoédczynnika pokarmo-
wegcvynosida 55*22 - 58*14 ; w kontroli : 55,86. Na ogot we

wszystkich probach stwierdzono 10($ przezywalnosci kietzy,

Jedynie w stezeniu 94 jug/dnr zaobserwowano jej spadek do 907.

W wyzszych stezeniach chromu tJ. 140 1 210 ng/dm Cr

odnotowano w poréwnaniu z prébg kontrolng obnizenia ogdélnej
ilosci pobranego pokarmu odpowiednio o ok. 11 1 20 % oraz

spadek przyrostu ciezaru ciata o ok. 35 1 47
Zaobserwowano natomiast wieksze wartosci wspotczynnika pokar-
mowego tj. odpowiednio o ok. 37 % i1 49 % w stosunku do proby
kontrolnej, Przezywainose organizméw w ww. stezeniach spadta
do 70 1 50

Dokonujac analizy wptywu chromu Cr™* na aktywnos$¢ pokarmowg
kietzy tej klasy wielkosci, zgodnie z przyjetym zatozeniemj
stwierdzono brak Jego oddziatywania w stezeniach od 18 do”

94 iig/dmCr™* ,, Swiadczyta o tym procentowa warto$é wspod-

czynnika pokarmowego w odniesieniu do kontroli



Tabela 10

Test chroniczny - aktywnos¢ pokarmowa osobnikéw G.varsoviensis
bedgacych na granicy dojrzatosci piciowej w klasie wielkosci 8-9 mm

Stezenie wyjsciowe chromu - 210 ngZdm”~Cr6*; q = 1,5
110S¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 20
Czas* trwania eksperymentu - 32 dni

Stezenie ! Ogb6lna IquzqtkoinKoﬁcowy r ciezaru Wspod- f
ng/dnr ilosé ;clezar iciezar rciata w czynnik
pobranego} ciata {ciata | czasie pokar-
. pokarmu J i r ekspery- mowy
I 6+ I ! { mentu
IK2Cr2°7 Cr /mg/ ; /mg/ { /mg/ * /mg/
595 210 171,20 j 10,86 i 12,97 2,05 83,54
397 140 190,65 1 11,04 { 13,54 2,49 76,54
265 4 212,81 .{L 10,88 1 14,54 3,66 58,14
I mH
176 62 213,25 | 10,74 j 14,47 3,73 57,18
i
| —
118 42 212,95 1 10,86 i 14,63 3,77 56,48
i
78 27 215,05 } 11,03 1 14,93 3,89 55,22
i i
52 18 214,03 { 10,95 } 14,76 3,81 56,17
( f_ !
1
0,0 |
Kontrola, 214,95 j 11,05 114,90 3,85 55,86
p=====——==}

Podano wartosci Srednie w przeliczeniu na Jednego osobnika



Tabela 11

Test chroniczny - przezywalnos¢ osobnikéw G,varsoviensis

bedacych na granicy dojrzatosci

wielkosSci

Stezenie jug/dm”

8-9 mm

ptoiowej w klasie

Stezenie wyjsciowe chromu - 210 jugZdm™Cr6+ j gq = 1,5

110oS¢ zwierzat w kazdym stezeniu
Czas trwania eksperymentu

K2cr207 Cr6+
595 210
397 140
265 94
176 62
118 42

78 27
52 18
0,0
Kontrola

24 h 48 h 96 h

20

20

20

20

20

20

20

20

- 20

- *2 dni

Czas /godz., dni

20

20

20

20

20

20

20

20

18

18

20

20

20

20

20

20

8 dni

12

16

20

20

20

20

20

20

16 dni} 24dni

10

14

18

20

20

20

20

|I—-|f-M
N
o

e -

10

14

18

20

20

20

20

20

32 dni

10

14

18

20

20

N
o

{20

20

< = I N O S O O o N O



Ogdlna ilos¢ pobranego pokarmu przez jednego osobnika/nc/

Sredni przyrost ciezaru cioto/ng/

Rys.5.

TEST CHRONICZNY
AKTYWNOSC POKARMOWA G. varsoviensis - osobniki bedace

Ogo6lna ilo$¢ pobranego pokarmu, Sredni przyrost ciezaru ciata oraz wspétczynnik pokarmowy dla
G varsoviensis - osobniki bedace na granicy dojrzatosSci piciowej



Tabela 12

Test chroniczny - wartosci wspodczynnika pokarmowego
uzyskane dla osobnikéw G.varsoviensis bedacych na granicy

dojrzatosci

Stezenie
Ug/cin;l:>
K2Cr207 d 6+
595 { 210
397 | 140
265 { 94
- - - _ - -
176 J 62
118 & 42
13 * X _ llk))‘l [13
78 ! 27
e h —
52 i 18
0,0
Kontrola

-l e 11

=

(T

-

Wspodczynnik
pokarmowy

ptciowej w klasie wielkosci 8-9 mm

Wartosé

WSﬁé+czynnika
po

armowego
w stosunku
do kontroli

Klasa wielko$ci/mm/

1
8 -9

—r

85,54 i + 49,5
1
i_

76.54 I + 57.0
1
i

58,14 i +4,1
1
i

57,18 ! +2,3
[]

56,48 E +1,1
. ' 1,2
55,22 1 -1,

Tt
56,17 | +0,5
i
1
1
1
55,86 I -
1

+ wzrost warsosci wspodczynnika

- spadek wartosci wspotczynnika

%
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mieszczgaca sie w granicach od -1,2 do + 4,1 %,

Y stezeniach wyzszych tj. 140 1 210 ,ug/dm5Ur6+ uzyskano
<:znacznie wyzsze procentowe wartosci wspodczynnika w stosunku
do kontroli tj. wynoszgace odpowiednio: + 37»0 % 1 + 49,33 co
oznacza znaczne hamowanie aktywnosci pokarnovjej. Jednoczesnie

odnotowano duzg sSmiertelnos¢ organizmov/.

Festy z organizmami miodymi
Y Mmuw T TTTTTWTT T W™ TAWUTTT

7 doswiadczeniach uzyto osobniki z klas wielkosci
2-3 mm; 4-5 mm i 6-7 mm. Zakres stezen chromu wynosit+ od 16
do 189 Jﬂgﬂﬁ%tr6+-»Wyniki badan przedstawiono w tabelach 13-19
1 na rys. 6, 7*

Analiza wpdywu chromu Cr6* wykazata roznice w oddziatywaniu
stezen na osobniki najmniejsze tj, z klasy wielkosci 2-3 mm
w porownaniu z organizmami pozostatych klas. Brak oddziatywania
chromu Cr na osobniki tej klasy wielkosci zaobserwowano tylko
w stezeniach od 16 do 35 JUg/dm*Gr6+, natomiast dla pozostatych
klas wielkosci w stezeniach od 16 do 81 jug/dm™Cr6+. W przyto-
czonych stezeniach chromu Cr ,wartosci poszczegolnych para-
metrow bydy zblizone do uzyskanych w-prébach kontrolnych.
Ogélna 1l10s¢ pobranego pokarmu oraz przyrost ciezaru ciata
ksztattowaty sie u osobnikéw z badanych klas wielkosci
odpowiednio
60,10 - 60,65 mgi1 6,56 - 6,74 mg; K-59,51 mg 1 6,62mg
65,62 - 66,35 mgi1 5,77 - 5,93 mg; K- 65,25 mg i1 5,90mg
1805 -184,43 mgi 5,11 - 5,26 mg; K-185,56 mg 1 5,29mg
Ha podkreslenie zastuguje fakt, ze ogdlne ilosci pobranego

pokarmu przez osobniki dwu pierwszych klas wielkosci byty



Tabela 13

2Gfc chroniczny - aktywnos¢ pokarmowa osobnikéw mdodych
G.varsoviensis w klasie wielkosci

2-3 wuw

Stezenie wyjsciowe chromu - 180jug/dm™Cr™+ ; q =

110oS¢ zwierzat w kazdym stezeniu- 20

Czas trwania eksperymentu

p:
Stezenie
I AlgZdm®
i K2Ce2°7 I CF
i_
510 { 180
340 120
230 81
150 53
100 35
67 24
45 16
0,0
Kontrola

Podano wartosci

i10golna
11osS¢
pobranego
pokarmu

/mg/

38,90

- ™

47,57

46,37

- -*' H-‘ -IC

48,77
{ 60,60
j 60,65

. 60,10

Srednie w przeliczeniu na jednego osobnika

- 32 dni
———p=—== " ===
}Przyrost
Poczatkowy» Koncowy Jciezaru
ciezar Iciezar tciata w
ciata }ciata }czasie
: | ekspery-
i 'mentu
1
/mg/ f /mg/ /mg/
:’l: =
[ i
0,20 { 3,82 1 3,62
0,20 4,92 4,72
I
0,20 4,81 4,60
0,18 4,93 4,75
0,18 6,75 6,56
0,19 |1 6,80" 6,61
0,18 6,92 6,74
i
i
i
0,18 i 6,80 6,62
n-

1,5

Wspot-
czynniki
pokar-
mowy

10,75

10,08

10,10

10,30

9,23

9,19

8,91

9,01



Tabela 14

Test chroniczny - przezywalno$¢ osobnikéw mdodych
G.varsoviensis w klasie wielkosci 2-3 nim

Stezenie wyjsciowe chromu - 180;L@/dr§Cr6+; g=1,5
110S¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 20

Czas trwania eksperymentu - 32 dni

=== l— ==
e _
ertezenle Amyﬁgéf Czas /godz.,dni/

1 i 1 ! i1 i
rKQCrgo? v Cr6+ }24 h j 48 h j(96 h 18 dni 16 dn|i24 dn|{32 dni
50 130 ~ 20 | 20 12 8 8 [ 8 i 8
340 120 {i 20 20 16 % 12 12 12 12
230 81 20 20 20 20 16 16 16

i
150 53 | 20 20 20 | 20 20 20 20
oy :
100 35 120 20 20 } 20 20 20 20
67 24 j 20 20 20 | 20 20 {20 20
I R
45 16. } 20 20 20 = 20 20 20 20
r
- -t
00 | 1
Kontrola | 20 20 20 20 20 |20 20
= £



Tabela 15

fest chroniczny - aktywnos¢ pokarmowa osobnikéw miodych
G.varsoviensis w klasie wielkosci

r Stezenie
N 3

Ogbélna
Jjug/dm ilosé
pokarmu
K2Cr2°7 crbt
/mg/
—— 1*—¢3-33333:
0
510 | 180 i 43,88
i
340 i 120 b 50,46
1
230 § 81 j 66,24
i
_a_
150 JI 53 { 65,72
1
100 i 35 % 66,35
67 i 24 J 66,01
45 ! 16 J 65,62
1
1
0,0 t
Kontrola { 65»25

3 6+
Stezenie wyjsciowe chromu - 180 jug/dnrCr

4-5 mm

;q=1,5

110S¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 20
Czas- trwania eksperymentu

Podano wartosci Srednie w przeliczeniu na jednego

o

iPpczatkowy Koncowy
{ciezar
pobranego* ciata

*—

i ) R D D ——— T -

T ——— S—

/mg/

1,60

1,34

1,47

1,55

1,45

1,56

1,55

1,50

ciezar
ciata

/mg/

A et [

1 (O™

= = = e —

4,41

4,87

7,13

7,42

7,23

7,39

7,49

7,40

- 32 dni
Przyrost
ciezaru Wspodh
ciata czynnik
w czasie pokar-
ekspery- mowy
mentu
/mg/
— * =
—-f—lnnnnnrll
} 2.81 I 15,61
L i
} 3,52 { 14,32
i i
i 5,78 111,45
i i
5,87 }11,20
i
5,77 i 11,50
| 1
5,83 i 11,32
T i
5,93 f11,06
i !
| 5,00 111,05
—ds- ———
osobnika



Tabela 16

i"est chroniczny - przezywalnos¢ osobnikéw mdodych
G.varsoviensis w klasie wielkosci 4-5 mm

Stezenie wyjsciowe chromu - 180 yug/dm"Cr™4 g=i,5
110S¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 20

Czas trwania eksperymentu - 32 dni
Stezenie nik/dnm™ » Czas /godz.« dni/
Kocgpey CF6* j24 hj4g h jo6 h 8 dni 116 dnij 24. dni}32 dni
- i i
510 180 | 20 j 20 | 12 8 8 . 8 8
- i
*x
340 120 120 120 i 16 12 12 *12 1 12
h - i -
230 81 L 20 E 20 20 20 18 r 18 } 18
—J -4 h
150 53 i 20 L 20 { 20 20 20 i 20 20
' L
100 55 20 20 20 20 20 20 i 20
i i i
67 24 Ij20 %20 |I 20 20 20 20 20
i
45 16 20 20 § 20 20 . 20 20 20
I y
0,0 | r
Kontrola 20 120 i 20 20 20 1 20 120

Is=ss: - L



Tabela 17

Nast chroniczny - aktywnos¢ pokarmowa osobnikéw mdodych
G.varsoviensis w klasie wielkosci 6-7 mm

Stezenie wyjsciowe chromu - 180 jug/ZdnrCr6+ ; g=1,5
I10S¢ zwiorzat w kazdym stezeniu - 20

Czas trwania eksperymentu - 32 dni
ty —— —— — ————— -
Stezenie "Przyrost j
A'/dn? 0g6lna Poc zatkowy Koricowy *ciezaru i7/spok-
'9 i10$¢ ciezar ciezar jciata (czynnik
pobranego ciata == ciala "w czasie ipokar-
KECr207 Cr6+ pokarmu ggﬁgﬁry— imowy
/mg/ /mg/ /mg/ :/ag/
- 2
— [
310 180 ¥ 146,45 | 4,32 {': 7,82  _-3,49 -7, 41,92
€ 1 \
340 120 ] 160,04 i 4,43 4,40 3,96 " 40,48
a
230 81 | 181,02 1 4,41 i:9,52 5,11 ! 35,42
I i
[ | i 7’>
130 . 33 }184 43 ft 4,45 | 9,70 1} 5,25 T 35,13
] i i B 7
100 33 l{184 06 4,47 | 9,73 I 5,26 ' 34,95
* i 1 | i ‘
67 24 I 180,56 | 4,31 9,42 I 5,11 « 35,33
i -
43 16 I 181,13 # 4,30 §9,42 §5,12 _ 35,34
i i i i
Kontrola ilSS 56 1 4,46 | 9,75 I 5,29 « 35,07
t A | r

Podano wartosci Srednie w przeliczeniu na jednego osobnika



Tabela 18

Test chroniczny - przezywalnos¢ osobnikéw mdodych
G.varsoviensis w klasie wielkoSci 6-7 mm

Stezenie wyjsciowe chromu - 180_jug/du§Cr6+4 g=1,5
I10S¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 20
Czas trwania eksperymentu - 32 dni

I Stezenie .ug/Zdml Czas /godz., dni/

T
| K2Cr20? j Cr6+ ;24 h 48 h 96 h 8 dni *16 dni 24 dni {32 dni

s.0 £180 § 20 20 1 w1 w2 1 Juw
r i i
9
1 340 i 120 20 20 18 18 16 16 1 16
b
ff 230 { 81 20 20 20 20 18 18 1 18
T T
5 150 1 53 20 20 20 20 3 20 20 i 20
i 4o L
b 100§ ss 20 20 20 20 / 20 20 } 20
L - H - L
] !
67 24 20 20 20 20 j 20 20 { 20
- i
145 ) 16 20 20 20 20 20 20 20
! I 3
0,0 ;
Kontrola 20 20 20 20 20 20 1 20

-1



/bw/exiugoso obaupal zazad nuwueyod obaueaqod 2sojl eujobpo /bwy/ero1d niezadio

miode

— 0sobniki

3s0JAzid 1upaig



- 57-

zblizone do siebie. Natomiast organizmy najwieksze, z klasy
wielkosci 6-7 mm pobieraty pokarm w ilosciach ok. 3-krotnie
wiekszych. Jednoczesnie jJednak obserwowano przyrost ciezaru
ciata zblizony u wszystkich grup organizméw s pewng tendencja
wzrostowg pod tym wzgledem u osobnikow najmniejszych tj. 2-3 mm.
Wartosci wspotczynnika pokarmowego bydy zblizone do uzyskanych
w kontroli i ksztattowatysie dla odpowiednich klas wielkosSci
nastepujaco i

8,91 -9,23 ; K - 9,01

11,06 -11,50 ; K -11,05

34,95 -55,42 - K -35,07

Wpdyw wyzszychstezen chromu tj. od 53 do 180 >ug/dm™Cr™+ na
osobniki najmtodsze / 2-3 mm / oraz 120 1 180 ;ug/dm™Cr&4* 113
osobniki pozostatych klas wielkosci /7 4-5 mm i 6-7 mm / zaob-
serwowano na podstawie zmian badanych parametrow aktywnosSci
pokarmowej. Osobniki najmfodsze pobieraty mniejsze ilosci
pokarmu oraz wykazywaty mniejszy przyrost ciezaru ciata™wyka-
zujac zroznicowanie pod tym wzgladem odpowiednio do zakresu
stezen od 55 do 120 jug/dm™Cr i w stezeniu najwyzszym
180 >ug/dn;Crg’, W pierwszym przypadku ilos¢ pobranego pokarmu
obnizyta sie o ok, 20 %, a przyrost ciezaru ciata o ok, 27S.
Natomiast w drugim przypadku zaobserwowano znacznie wiekszy

spadek obu parametréw odpowiednio o ok. 35 1 45 % w pordéwnaniu

z kontrola.

Stwierdzono réwniez zroéznicowanie wartosci wspoédczynnika

pokarmowego odpowiednio do omawianych wyzej stezen chromu Cr
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Wartosci wspodczynnika wykazywaty wzrost w stosunku do uzyska-
nych w kontroli o ok. 13 % w przypadku stezen od 53 do
lZO_jug/dﬁ;Crﬁ» 1 0 ok* 19 % w przypadku najwyzszego stezenia
180 ;ug/diAT6+.

PrzazywalnosS¢ kietzy tej klasy wielkosci byd4a 100 v« w stezeniu
53 /ig/dn?Cr6+i zas w wyzszych stezeniach obnizyta sie odpowied-

nio do 80, 60 i 40 % w pordéwnaniu z kontrolg.

Wpdyw chromu w stezeniach wyzszych 120 1 180 1ig/dmCr™**
na osobniki Srednie i najwieksze objawiat sie podobnie. 0Ogdlna
ilos¢ pobranego pokarmu wykazywata spadek, odpowiednio do klas
wielkosci, o ok. 23 1 53 % oraz o ok. 14 1 21 % w stosunku do
kontroli* Zas$ przyrost ciezaru ciata obnizyt sie odpowiednio
0 ok* 40 1 52 % oraz o ok. 25 i1 34 %* Natomiast wartosci
wspotczynnika pokarmowego w stezeniach 120 i 180 Aig/daAjr6¥
dla osobnikéw obu klas wielkosci wzrastaty odpowiednio o ok.
30 1 41 % oraz o ok* 15 1 19 %*
Nalezy podkresli¢, ze u osobnikoéw Srednich 1 najwiekszych
w stezeniu najwyzszym tj* 180 Jug/dm3Cr6* spadek wartosci
obydwu wyzej wymienionych badanych parametrow by+ wiekszy
odpowiednio o ok. 10 i 7% oraz o ok. 12 i 9 w pordéwnaniu
ze stezeniem 120 ng/dn?br6+*
Wartos¢ zas wspotczynnika pokarmowego wykazy?/ata odpowiednio
do tych zmiaui wzrost o ok. 11 i 4 %. Przezywalnos¢ kiedzy obu

klas wielkosci w stezeniach 120 i1 180 ng/dcrCr zmniejszyta

sie odpowiednio do 60 i 40 % dla osobnikéw Srednich /74-5 mm/

oraz do 80 1 60 v dla osobnikéw najwiekszych / 6-7 mm /.

Analiza wpdywu chromu Cr6+ na aktywnos¢ pokarmowg miodych

kietzy wykazata brak istotnego jego oddziatywania w stezeniach:



Tabela 19

Test chroniczny - wartosci wspédczynnika pokarmowego
uzyskano dla osobnikédw miodych G.varsoviensis w trzech
klasach wielkosci

Stezenie  } . Wspétczynnik iWarto$¢ wspétczynnika. -
3 ' pokarmowy } pokarmowego w stosunku
I ng/.dm | Jdo kontr%?
Eﬁh.QE?+i < &
} i2CE2 : 1 klasa wielko$ci/mm/ '
i i , :
1 x 128 §45 f 67 ; _gap 4> 1 67
————— — - - T==——== = T- - T et
i 510 { 180 i 10,75 !'15,61 ! 41,92 +19,3 | +412 | +195
-i
1 I
| 320 i 120 r 10,08 ! 14,32 } 40,48 +11,9 F +29,6 } +15,4
e r I 4
I 230 \ 81! 10,10 ! 11,45 | 3542 +12,1 | + 3,6 } + 1,0
! f 1 1 4
[ I
t 150 \ 53 ! 10,30 { 11,20 | 35,15 +iu,3 1+ 1,3 ]+0.2
} 1 I i H
1 1 i
i 100 | 351 9,23 i 11,50 &34,95 +24 i +41{ -04
' 1 1 T
{ 67 %L 24 i 9,191 11,32 | 35,33 +20 1 +24J+0,7
* 1 1 ' T
1 1 f
I 45 ! 161 8,91 % 11,061' 35,34 "12 j +0,1 || + 0,7
N i |
0,0 | | L.
{ Kontrola i 9,01} 11,05 ! 35,07 - 1
=*==z: C=mEms J—- -k - -

+ wzrost wartosci wspoédczynnika
- spadek wartosci wspodczynnika
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od 16 do 35 JigZdm"Cr6* dla osobnikédw z klasy wielkosci 2-3 mm
od 16 do 81 p.gZdnrCr dla osobnikéw z klasy wielkosci 4-5i16-7mm

Wskazywaty na to procentowe wartosci wspodczynnika pokarmowego
w odniesieniu do kontroli mieszczgce sie w granicach odpowiednio
do klas wielkosci:

od -1,2 do +2,4; od +0,1 do + 4,1 i od -0,4 do + 1,0 %.

W wyzszych stezeniach chromu tj. od 33 do 120 ,,us/dm™Cr6*
i 180 ng/Z/dm~Cr6+ dla osobnikédw klasy izielkosci 2-3 mm procen-
towe wartosci wspodczynnika w stosunku do kontroli byty wyzsze

1 wynosity odpowiednio: od +11,9 do +14,3 % 1 + 19,3 %4

Dla osobnikéw Srednich i1 najwiekszych / 4-5 mm 1 6-7 mm/
w stezeniach wyzszych tj. 120 1 -180 /Ug/dm™Cr6+ uzyskane
procentowe wartosci wspodczynnika pokarmowego bydy rowniez
wyzsze 1 wynosity odpowiednio: +29,6 1 + 41,2 % oraz + 15,4
i + 19»3”. Przytoczone procentowe wartosci wspoédczynnika
WV wyzszych stezeniach chromu Cr6+ dla m¥odych kiedzy wszystkich
klas wielkosci Swiadczg, zgodnie z przyjetym zatozeniem,
o hamowaniu aktywnosci pokarmowej w roznym stopniu g.:sdabym
dla klas wielkosci 2-3 mm 1 6-7 mm oraz znacznym dla klasy 4-5mm.
-Podkresli¢ nalezy, ze hamowaniu aktywnosci pokarmowej towarzy-

szyta wysoka Smiertelnos¢ organizméw wszystkich klas wielkosci*

W podsumowaniu przeprowadzonych doswiadczen z organizmami
dorostymi, bedgacymi na granicy dojrzatosci piciowej 1 miodymi
podkresli¢ nalezy, ze na podstawie zmian procentowej wartosci
wspotczynnika pokarmowego w odniesieniu do kontroli stwierdzono,
stymulujacy lub hamujacy wpdyw chromu Cr6+ na aktywnosc¢
pokarmowg G.varsoviensis zaleznie od jego klasy wielkosSci.
Organizmy mdode 1 bedace na granicy dojrzatosci piciowej

reagowaty podobnie tj. hamowaniem aktywnosci pokarmowej



w przeciwienstwie do organizmow dorostych u ktérych
stwierdzano stymulacje tego procesu. Maksymalne tolero-
wane stezenia chromu Cr6+*nie zakddcajace aktywnosci
pokarmowej tzw. MATCL u wszystkich badanych klas
wielkosci przedstawiono ponizej

“ =

Osobniki”

G.varsoviensis MATCt £ug/dm”~Cr6+]
klasa wielkosci

/mm/
=d
11-12 94
9-10
8- 9
6 -7 81
4 -5
2-5 55

Przy uwzglednieniu aktywnosci pokarmowej jako
parametru oceny szkodliwosci zastosowanego toksykanta
ustalono stezenie bezpieczne chromu réwne 55 ng/dm”™Cr6+.
Jest to maksymalne tolerowane stezenie .chromu Cr™+
/tzw. MTC1/)NIS ZAKEOCAJACE AKTYWNOSCI POKABMOWEJ
G.varsoviensis z klasy wielkosci 2-5 mm tj.osobnikoéw
najbardziej wrazliwych sposrod wszystkich badanych

klas wielkosSci. -
5.5*%2. Beprodukcja
Badania chroniczne obejmowaty eksperymenty z repro-

dukcjg pokolen rodzicielskich P 1 P kietzy dwéch klas

wielkoSci tj. 8-9 mm i 4-5 mm oraz uzyskanych odpowiednio
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ich pokolen i P e Czas trwania tych eksperymentéw wynosi+

odpowiednio 160 oraz 260 dni.

Doswiadczenia z reprodukcja pokolen rodzicielskich P i P°
kietzy obu klas wielkosci przeprowadzono w identycznych
g-
zakresach stezen chromu Clr  jak testy z aktywnosciag pokarmowg

dorostych i1 mdodych osobnikéw G.varsosiensis /p.p* 111.3.3.1/.

W badaniach za$ reprodukcji pokolen F* 1 Fj stosowano
nizsze zakresy stezen tj. odpowiednio od 18 do 62 jug/dm™Cr6*
i od 16 do 53 ng/Zdm~Cr6+* Wybdr nizszych zakresow stezen
spowodowany by# otrzymaniem wysokiej Smiertelnosci lub nie-

prawidfowej reprodukcji w wyzszych stezeniach chromu Cr6+.

Okresowo wykonywane analizy ogdlnej zawartosci chromu, nie
wykazywaty znacznych roéznic w doptywie i odptywie z kazdej

komory.

w lisciach podawanych jako pokarm zwierzetom okreslono
zawartos¢ metalie MieScita sie ona w granicach wartosci
podobnie jak dla pokarmu podawanego zwierzetom w hodowli
/p.p. 111.3.1.N

Wyniki badan reprodukcji przedstawiono w tabelach 20a,b
1 213, b oraz na rys. 8-15.

Interpretacji wynikéw badan dokonano analizujgc w omoéwionych
wyzej zakresach stezen chromu Crg' i w prébie kontrolnej*

- wystepowanie legéw w okreslonej liczebnosci osobnikow

miodych,

- Srednig liczebnos¢ osobnikéw miodych w legu.
Przeprowadzono réwniez obserwacje:

- czasu wystgpienia pierwszego przypadku prekopulacji,
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- czasu rozwoju kiedzy w komorach legowych samic tzw. BOT,

- przezywalnosci testowanych organizmow*

Ocene szkodliwego wpdywu chromu Cr6* na reprodukcje
G.varsoviensis przeprowadzono na podstawie Sredniej liczebnosci

osobnikéw mdodych w legu, ktdéra uznano za wskaznik reprodukcji.

Test z osobnikami bedgacymi na granicy dojrzatosci pdciowej

w klasie wielkosci 8-9 mm

Wyniki eksperymentu, ktdérego celem brnAo uzyskanie poknigarvisa
od osobnikéw rodzicielskich P eksponowanych na dziatanie
chromu Cr od stadium wzrostu okreslonego klasg wielkosci

8-9 W przedstawiono w tabeli 20a oraz na rys. 8, 9.

Analiza wp4ywu chromu na organizmy wykazata, ze wystepowanie
legéw o okreslonej liczebnosci osobnikéw mdodych pokolenia F°
oraz Srednia liczebnos¢ osobnikéow w legu w najnizszych steze-
niach tj. 18 i1 27 jug/dm™Cr6* w poréwnaniu z kontrolg byty
zblizone. Mianowicie legi o liczebnosci 10-14 osobnikow
stanowity odpowiednio 75 i 86 % ogolnej liczby legow uzyska-
nych w danym stezeniu, w kontroli zas$ - 87 %# Srednia liczeb-
nos¢ osobnikéw w legu w obu stezeniach 1 w kontroli wynosita
ok, 11.

Wwyzszych stezeniach tj. 42 i 62 ng/dm~Cr6* zanotowano
90 1 86 % udziat legéw o liozebnosci nizszej niz w kontroli
* 7-10 osobnikéw# Srednia liczebno$é osobnikéw mbodych w legu

by4a rowniez nizsza i wynosita ok. 9#
-. C . n .

¥ stezeniu 94 ug/dm”™"Cr6+ stwierdzono zmiany w rozwoju

G.varsoviensis, gdyz nie dosz4o do uzyskania zywych mfodych



Tabela 20a

Test chroniczny - reprodukcja pokolenia rodzicielskiego ?
G.varsoviensis

Stezenie
ug/dnr5

K2Ce2°7

595

597

265

176

118

78

52

== S ==

0,0

e PR RR—RRTR SRR R

I’6+

210

140

94

62
42

27

18

Stezenie wyjsciowe chromu - 210 jug/Zdm*Cr6+ ; g=1,5
I10S¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 40

w klasie wielkosSci

Czas trwania eksperymentu

Kontrola}

Deine reprodukcji

|
Liczba Liczba} Liczebnosé

samic
z
Jajami

legow i osobnikow
} miodych w
} legi?7
}Sred-
Inia

min?
—-max.

8-9 mm
-160 dni

JPvzezywalncsé

Ogdélna {Liczba
liczba 1 osobnikow
uzyska {po zakon-
nych {czeniu
osobni »testu

kéw x/ }

mdodych}

wysoka Smiertelnos¢ przed osiggnieciem

dojrzatosci

brak

reprodukciji

Cer
1

5 i
1

!

{
o
|

|

10 1
1

1

15 i
1

I

16 1
1

I

1

16 v
L

=1

ptciowej
i
1
i
1
|

pokolenie

zaktdécenia %
reprodukcji) {
degeneracja [
zarodkow !
1
7 I 8,57 7-11}
i !
1
10 1 9,50 8-151
| i

i
15 {11,27 9-15}
i (
16 {10,81 9-14}
i |
i i
I i

i
16 {11,25 9-151
i i

=r

or* E 10 | 25,0
| i
1 i
1 1
o 16 { 40,0
1 i
1 r
I i
1 1
1 1
1 1
.
60 29 1 72,5
1 [
f 1
1
95 j 29 } 72,5
1 1
169 |} 52 {80,0
( [
T 1
175 } 55 (87,5
1 i
i i
i i
1 1
180 55 {87,5
« r
B\



TEST CHRONICZNY

REPRODUKCJA Gvarsoviensis-osobniki rodzicielskie
na granicy dojrzatosSci piciowej w
klasie wielkosci 8-9 mm

osobnikéw miodych %

liczebnosci

legbw o0 okreslonej

Wystepowanie

Liczebnos¢ osobnikow mtédych w legu
Rys. 8. Wystepowanie legow G varsoviensis o okreslonej
liczebnosci osobnikow miodych w badanych
stezeniach chromu Cr6*



TEST CHRONICZNY

REPRODUKCJA G varsoviensis - osobni ki rodzicielskie P
na granicy dojrzatosci piciowej w
klasie wielkosci 8-9 mm

POKOLENIE R

liczebnos$¢ osobnikéw miodych w legu

10
8.
2 rctoEia kb
8 brak rgaallgyi
7 v =T
0o 20 AO 60 80 100 210

stezenie chromu yjg/dm3Cr6+

Rys.9. Srednia liczebno$¢ osobnikébw miodych w legu
G varsoviensis w badanych stezeniach chromu cro
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osobnikédw pokolenia F~e Mianowicie zaobserwowano 5 sanie

z jajami w komorach legowych, z ktérych nie nastgpi4o uwolnie-
nie zywych organizméw. Stwierdzono, ze zdegenerowane zarodki
by4y usuwane z komér legowych po czasie d¥uzszym lub krétszym
niz przewidywany BDT / ok. 16-17 dni/. W czterech przypadkach
zanotowano eliminacje zarodkéw dopiero po 20-27 dniach wraz

z wylinkami samic / Fot. 3 1 4/. Kazdorazowo jednak obserwowano
nadal niewielka ilos¢ zarodkéw, ktére bydy usuwane jJeszcze po

dtuzszym czasie. W pozostatym pigtym przypadku stwierdzono

uwolnienie zarodkéw po 11 dniach.

/

Pierwszy przypadek prekopulacji stwierdzono po uptywie
42-45 dni w stezeniach od 18 do 94 jug/dmCr6+. Nalezy podkreslic,
ze ten okres czasu byt zblizony do czasu prekopulacji w proébie
kontrolnej.*

Czas rozwoju kietzy w komorach legowych samic tzw. BDT
w stezeniach od 18 do 62 jug/dmCr™+ wynosi+ podobnie jak w
kontroli ok. 16-17 dni.

W stezeniu 140 hg/dm~Cr~+ nie zaobserwowano procesu rozmna-
zania kietzy do konca trwania eksperymentu.

Przezywalnos¢ testowanych organizmow po zakonczeniu
eksperymentu ksztattowata sie nastepujaco. W dwéch najnizszych
stezeniach 18 1 27 ug/deCr6+ utrzymywata sie na poziomie

zblizonym do kontroli 1 wynosid4a odpowiednio 87,5 1 80,0 %.

3Cr6+

w stezenféch wyzszych 42 1 62 ng/dm wykazywata tendencje
spadkowg i1 wynosidta 72,5 %= Nadmieni¢ nalezy, ze w tych steze-
niach uzyskano dominacje legéw o liczebnosci osobnikéw mniej-

szej niz w kontroli tj. 7-10 / odpowiednio 90 1 86 % /.



Fot. 3 Wylinka samicy G.varsoviensis wraz z czterema

zdegenerowanymi zarodkami - test chroniczny,

reprodukcja pokolenia rodzicielskiego P,
stezenie 94 Aig/dnrCr

Fot. 4 Zdegenerowane zarodki G.varsoviensis - test

chroniczny, reprogpkcja pokolenia rodzicielskiego P
stezenie 94 xig/dnrCr



W stezeniu 94 ng/ZdnkTr6* przy 40,0 % przez™walnosci orga-
nizméw obserwowano nieprawiddowy rozwoj 1 eliminacje zdegene-
rowanych zarodkéw z komér legowych samic.

Podobnie w stezeniu 440 ;ug/dmCr™+jw ktdérym nie stwierdzono
rozmnazania“kiedzy, ich przezywalnos¢ ksztattowata sie na

b. niskim poziomie tj. 25,0 %.

W najwyzszym stezeniu 210 jug/dHrCrb+ wystgpita wysoka Smiertel-
nos¢ testowanych organizméw przed osiggnieciem dojrzatosci

piciowej.

Dokonujagc analizy wpdywu chromu Cr6+ na reprodukcje pokole-
nia rodzicielskiego P G.varsoviensis z klasy wielkosci 8-9mm
w oparciu o wskaznik reprodukcji tj. Srednia liczebnosé
osobnikéw mdodych w legu jWykazano brak, jego wpdywu w stezeniach
18 1 27 JUg/Zdm™Cr6+* Swiadczyta o tym Srednia liczebnos¢ osob-

nikéw w legu zblizona do kontroli i wynoszaca ok. 11,

W stezeniach wyzszych tj. 42 1 62 ng/dm”~"Cr”~+ uzyskano
nizsze Srednie liczebnosci osobnikéw w legu wynoszgace ok, 9.
Natomiast w nastepnym, wyzszym stezeniu - 94 ng/diirCr nie
otrzymano zywych mdfodych osobnikéw pokolenia , lecz stwier-
dzono eliminacje zdegenerowanych zarodkow z komér legowych
samic. Uzyskane wyniki Swiadczg o szkodliwym oddziatywaniu

ohromu Cr + poczagwszy od stezenia 42 ng/dnrCrb+ ,;

W dalszym, wyzszym stezeniu tj, 14O_jug/du?Cr6+nie zaobser-
wowano rozmnazania G.varsoviensis do konca badan.

Podkresli¢ nalezy, ze w stezeniach chromu Cr w ktorych
obserwowano zakddcenia procesu reprodukcji lub jego brak-®

wystepowata rowniez znaczna Smiertelnos¢ organizméw.
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W celu otrzymania pokolenia F~ uzyskane zywe mdode osobniki
pokolenia G.varsoviensis poddano dalszemu oddziatywaniu
chromu w zakresie stezen od 18 do 62 AigZdm™Cr6+ w 260-dniowym

eksperymencie / tabela 20b, rys. 10, 11/.

Z analizy uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢ ,ze w najniz-
szym stezeniu 18/ig/dwCTr+ nie zaobserwowano zmian w wartos-
ciach obu badanych parametrow w poréwnaniu z probg kontrolng.
Otrzymano catkowita dominacje legdow pokolenia F2 o liczebnos-
ciach 8-11 osobnikéw / 1CH> / oraz Srednig liczebnos¢ osobnikow

mfodych w legu ok. 10.

W wyzszych stezeniach tj. 27 1 42 ng/dm~Cr6+nie stwierdzono
uwalniania zywych osobnikéw pokolenia F2, w kazdym z zaobser-
wowanych przypadkéw miato miejsce wczesniejsza badz podzniejsze

wyeliminowanie przez samice zdegenerowanych zarodkow /Fot.5,6/*

Pierwszy przypadek prekopulacji stwierdzono po uptywie
205-206 dni 'w stezeniach chromu od 18 do 42 Aig/dm™Cr6+ .
Nalezy podkresli¢, ze byt on zblizony do czasu prekopulacji

w probach kontrolnych.

Czas rozwoju kiedzy w komorach legowych samic tzw. BHI by+#
w przypadku prawiddowego rozwoju zblizony do proéby kontrolnej
1 wynosit+ ok. 16-17 dni.

W najwyzszym stezeniu 62 Aig/dm”™Cr6+ nie zaobserwowano
procesu rozmnazania kietzy do konca badan*

Przezywalnos¢ testowanych organizméw pod koniec eksperymentu
utrzymywata sie na poziomie zblizonym do kontroli w obecnosci
chromu tylko w stezeniu 18 ,ug/dmCr6+. W pozostatych stezeniach

od 27 do 62 yUg/drrCr wykazywata ona tendencje malejace.



Tabela 20b
Test chroniczny - reprodukcja pokolenia G.varscviensis

Stezeme wyjsciowe chromu - 62 kg/dn§Cr6+;<&ﬂ»5
I1oS¢ zwierzat w kazdym stezeniu - JO

Czas trwania eksperymentu — 260 dni
{ Stezenie { Dane reprodukcji rzazywalnooC
P >ug/an” Tliczba Liczba |Liczebnos¢ i0golna Liczba I
r Cr6+{ samic legow F}osobnikéw ;liczba osobninow
jK2Cr2077 z jmdod™h w uzyska- po zako*®
Jajami 1 I'rgo. nych zeniu
| Sred- TinTlosobniké testu
i 1nia -Tax. 1 mtodych i
| ———
{ 176 62 brak { 9 30,0
' reprodukcji 1
[
— T
= zak+o6cenia
i reprodukcjyi,
i 118 42 degeneracja 0 13 43,3
] zarodkoéw
zaktocenia
LR T T A o 1 w3
zarodkoéw
32 18 1 9,67 8-11 58 24 80,0
__i !
0,0
Kontrola 9,86 8-12 69 25 83,3
X/

pokolenie 77



TEST CHRONICZNY

a
g REPRODUKCJA G varsoviensis -osobniki pokolenia H
'CO
@D POKOLENIE F2 stezenie chromu
/jg/dm3 Cr6t
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O
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Liczebnos¢ osobnikéw miodych w legu

Rys. 10. Wystepowanie legow G varsoviensis o0 okreSlonej
liczebnosci osobnikow miodych w badanych
5 stezeniach chromu  Crb5t

POKOLENIE P

0 zaktécenia lub
brak reprodukcji

Q 6
o 2 00 20 AO 60
stezenie chromu “jug/dm3 Cr6+

/
Rys.11. Srednia liczebno$¢ osobnikbw miodych w legu
G varsoviensis w badanych stezeniach chromu Cré6t



Fot. 5 Wylinka samicy G.varsoviensis wraz z dwoma
zdegenerowanymi zarodkami - test chroniczny,
reprodukcja pokolenia F1, stezenie 27;ug/dm5Cr

Fot. 6 Samica G.varsoviensis po wylince z pozostatymi
zarodkami w komorze legowej - test chroniczny,
reprodukcja pokolenia F*, stezenie 27 jug/dnrCr —
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Podkresli™alezy, ze w stezeniach, chromu 27 i 42 Aig/dm"Cr™+
observ/owano nienormalny rozwdj zarodkéw i ich eliminacje z
komér legowych przy stosunkowo niskiej przezywalnosci orga-
nizméw tj. odpowiednio 63,3 i1 43,3 % . W stezeniu 62 ng/dm"Cr6*
a wiec najwyzszym w tym eksperymencie, przy 30,0 % ich prze-

zywalnosci nie stwierdzono rozmnazania do kornca eksperymentu.

Analiza wp4ywu chromu Cr na reprodukcje pokolenia
G.varsoviensis na podstawie przyjetego wskaznika reprodukcji
wykazata brak jego wptywu tylko w najnizszym stezeniu 18 /ig/
dnrGr +# Swiadczyta o tym $rednia liczebno$é osobnikéw miodych
w legu zblizona do kontroli 1 wynoszgca ok. 10. W wyzszych

(1.

stezeniach chromu Cr stwierdzono zak#6cenia w procesie

reprodukcji /Zeliminacja zdegenerowanych zarodkow/ lub jego brak.
Test z osobnikami miodymi w klasie wielkosci 4-5 mm

Wyniki eksperymentu, ktdérego celem bydo uzyskanie pokolenia
F~A  od osobnikéw rodzicielskich P“ eksponowanych na dziatanie
chromu Cr6+ od b. wczesnego stadium wzrostu tj. 4-5 mm

przedstawiono w tabeli 2la oraz na rys. 12, 13.

Analiza wp+ywu chromu Cr wykazata, ze procentowy ddziat
legéw o okreslonej, liczebnosci osobnikow mdodych pokolenia F°
oraz Srednia liczebnos¢ osobnikdéw w legu w najnizszym steze-
niu 16 AigZdm"Cr6+ bydty zblizone do proéby kontrolnej.
Otrzymano wydacz/nie legi o liczebnosci 8-13 osobnikéw oraz
Srednig liczebnos¢ osobnikow w 4egu ok. 10.

W wyzszych stezeniach tj. 24, 35» 53 1 81 jagZ/dm"Cr~+

uzyskano wysoki, jednak malejacy procentowy udziat legéw



mest chroniczny - reprodukcja pokolenia rodzicielskiego

G.varsoviensis

labela 21a

Stezenie wyjsciowe chromu - 180 zUg/dnAr6* ; g=Ir
I10S¢ zwierzat w kazdym stezeniu - 40
w klasie wielkosci 4-5 mm

N

P e a— T

Czas trwania eksperymentu — 160 dni
Stezeni { Dane reprodukcji JPrzezywalno
/20/da - UL el o= — 1
_ /ag/dar Liczba liczba} [Kiczebno$é YOgélna jjLiczba }
>I> . samic legéw T osobnikéw jliczba "osobni- 1 %
) z mdodych w }uzyska- likdv po
[K20r207 1Crb* jajami ‘I{ (VAL *y/ oy [jg'aldagozz«l{%
_ . r _ Josobni- uniu testu
! I' ) |3Md-  min.-{kowx/ i
r j| Inia -max. 'm+odych 3 |
— o
i 1 1 , . . .
J_ >10 } 80 10Q% sSmiertelnosC przed osiggniecienm
1 540 L 120 dojrzatosci piciowej
1 250 81 7,00 5-10 21 15 57,5
: 1 f
1 150 55 7,55 6-10 44 L 25 62,5
ﬁ( (1] (13 I_
{ 100 55 6,42 4-10 45 28 70,0
| _
u I 24 10 10 6,50 4-8 65 35 02.5
) h ) i b — L J - " - -
45 I 16 10 10 9,70 8-11 97 57 92.5
' L f - = V [ —
0,0 f
Kontrola 11 11 9,72 9-12 107 ll 55 87.1

X pokolenie Fj



TEST CHRONICZNY
REPRODUKCJA G varsoviensis - osobniki rodzicielskie

miode w klasie wielkos$ci 4-5 mm
stezen;e chromu
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Rys. 12. Wystepowanie legéw G varsoviensis o okreSlonej
liczebnos$ci osobnikow miodych w badanych
stezeniach chromu Cr6+



TEST CHRONICZNY

REPRODUKCJA G.varsoviensis-osobniki rodzicielskieP'
mtode w klasie wielkosci 4-5mm
POKOLENIE H

ICH

liczebno$¢ osobnikéw

0o

miodych w legu

1— -h-—-l'- 1 [ [ r —1
0,0 20 [0 60 80 100 180

stezenie chromu yug/dm3 Cr6+

Srednia

Rys.13. Srednia liczebno$¢ osobnikéw miodych w I~gu
G varsoviensis w badanych stezeniach chromu Cr6+



- 67 -

o liczebnosci mniejszej niz w kontroli tj. 4-8 osobnikéw.
Wynosi+ on odpowiednio: 100, 86, 83 i 67 %= Srednia liczebnosé
osobnikow w legu byda nizsza niz w kontroli i wynosid4a odpo-

wiednio : ok. 6,6,7 i 7 osobnikow.

Na podstawie przeprowadzonych, obserwacji pokolenia rodzi-
cielskiego F’ stwierdzono, ze czas po uptywie ktdérego zaobser-
wowano pierwszy przypadek prekopulacji w prdébach z zawartoscia
chromu Cr6+ w omawianym zakresie stezen i w kontroli by#
zblizony 1 wynosit ok. 125 - 129 dni, natomiast czas rozwoju
kietzy w komorach legowych samie / tzw. BDT / ok. 16-17 dni.

Przezywalnos¢ G.varsoviansis po zakonczeniu eksperymentu
ksztattowata sie nastepujgco. W obu najnizszych stezeniach
tJ. 16 1 24 ng/dm3Cr byta zblizona do proby kontrolnej i
wynosita odpowiednio 92,5 i 82,5 %. Odnotowa¢ nalezy, ze w
stezeniu 24 yUg/drrCr otrzymano 100 % dominacje legow
0 zmniejszonej liczebnosci osobnikow pokolenia w stosunku
do proéby kontrolnej tj. 4-8.

W wyzszych stezeniach chromu tj. 35» 53 1 81 ng/dm3Cr6+
obserwowano obnizenie przezywalnosci testowanych organizméw
odpowiednio do 70,0 ; 62,5; 1 37,5 %e

W najwyzszych stezeniach chromu tj. 120 1 180Aig/dm30r6+

wystgpida 100 % Smiertelnos¢ kiedzy przed osiggnieciem
dojrzatosci, pltciowej™ -,

Analiza wp4ywu chromu Cr na reprodukcje pokolenia
rodzicielskiego P* G.varsoviensis, intoksykowanego od stadium
wzrostu 4-5 mm,na podstawie przyjetego wskaznika reprodukcji
wykazata brak jego oddziatywania w steZenfu’16 Mg/deCr6+-

Swiadczyta o tym Srednia liczebno$é osobnikéw w legu zblizona
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do kontroli 1 wynoszgca ok. 10.

W wyzszych steZenféch od 24 do 81 >ug/ﬁ??€rg+zanotowano
nizszg w poréwnaniu do proéby kontrolnej wartos¢ tego wskaznika
wynoszgcg od 6 do 7”osobnikéw, co bydo oznakg szkodliwego

wpdywu chromu Cr”~+ na reprodukcje.

Badania reprodukcji pokolenia f}§ uzyskanego od osobnikéw
rodzicielskich P1 poddanych oddziatywaniu chromu Cr”~4' od
b. wczesnego stadium wzrostu tj. 4-5 mm przeprowadzono w
zakresie stezen od 16 do 53 jug/ZdnrCr w 260-dniowym ekspe-
rymencie /tabela 21b, rys. 14, 15/. 7/ykazaty one, ze tylko
W najnizszym stezeniu chromu Cr”' otrzymano samice z jajami,
a nastepnie mfode osobniki pokolenia N pokoleniu tym *
stwierdzono wystepowanie wydgcznie legobw o liczebnosci 8-12
osobnikéw 1 Srednig liczebnos¢ osobnikow legu ok. 10, po“dobnie

jak w kontroli.

W stezeniu 24 Aig/deGr6+ zaobserwowano 3 przypadki uwol-
nienia zdegenerowanych zarodkéw przed przewidywanym czasem
rozwoju, zas$ w probach o stezaniu 55 i1 53 Aig/Z/dm"Cr6+ nie

stwierdzono procesu rozmnazania do korica trwania eksperymentu.

Pierwszy przypadek prekopulacji stwierdzono w stezeniach
16 1 24 ug/Zdm~Cr”™i1 w kontrolit w zblizonym czasie tj. po uptywie

205-210 dni.

Czas rozwoju kietzy w komat ach legowych samic w stezeniu
16 AigZdm™Cr™+ by+ zblizony do kontroli 1 wynosi4 ok.16-17 dni.
Przezywa#nos¢ testowanych organizméw po zakonczeniu ekspe-
rymentu ksztattowata sie nastepujgco. Juz w stezeniu 16™1g/dm™Cr64

byta nizsza niz w kontroli, co nie wptywato jJednak na prawidtowy
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Test chroniczny - reprodukcja pokolenia G.varsoviensis
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rozrod. W dalszym ciggu w wyzszych stezeniach Cr6+ obserwo-
wano spadek przezywalnosci, przy czym w najwyzszym stezeniu

53 /ig/dm Cr wystgpita znaczna - 76,7 % Smiertelnosé
organizméw w pofowie czasu trwania eksperymentu. WSrdéd pozo-
statych przy zyciu osobnikédw nie zaobserwowano procesu rozmna-
zania.

Analiza wp4ywu chromu Cr na reprodukcje pokolenia
G.varsoviensis na podstawie wskaznika reprodukcji wykazata
brak jego oddziatywania tylko w stezeniu 16 jug/drAr6*.
Srednia liczebno$é osobnikéw w legu w tym stezeniu byda

zblizona do kontroli i wynosita ok. 10.

W wyzszych stezeniach chromu Cr6+ stwierdzono nieprawidfowy
rozwéj zarodkéw w komorach legowych samic lub brak rozmnazania.
Towarzyszyta temu rowniez znaczna sSmiertelnos¢ testowanych
organizmoéw.

W podsumowaniu przeprowadzonych doswiadczen z osobnikami
eksponowanymi na dziatanie chromu Cr™+ od stadium wzrostu
okreslonego klasg wielkosci 8-9 mm i1 4-5 mm podkresli¢ nalezy,
ze w eksperymentach tych tylko w najnizszych stezeniach tj.
odpowiednio 18 1 16 jug/ZdnrCr uzyskano zywe mtode osobniki
pokolenia i > _Srednia liczebno$é¢ osobnikéw w legu w obu
stezeniach bydta zblizona do préby kontrolneje
Stezenie 16 «g/dm~Cr”™+ uznano jako maksymalne tolerowane
stezenie chromu Cr6+, NIB--ZAKELOCAJACB BXPBOIWKC/ pokolenia FA
uzyskanego od osobnikéw rodzicielskich P® intoksykowanych
najdduzej tj. od stadium 4-5 mm.

Z otrzymanych wynrkéw badan nad wpdywem chromu Cr

w podanych zakresach stezen na reprodukcje G.varsoviensis
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mozna wnioskowa¢, ze chrom Crwpd4ywa na zmniejszanie

liczebnosci rozwijajacych sie zarodkow w komorach legowych

samic. W przypadku reprodukcji osobnikéw rodzicielskich P
intoksykowanyeh od stadium wzrostu 8-9 mm obserwoi4ano spadek
Sredniej liczebnosci osobnikéw mbodych w legu w miare wzrostu
stezen, poczawszy od stezenia 42 ng/dm~Cr6+, natomiast przy
wzroscie do 94 mg/dm™Cr6+ uzyskano nieprawiddowy rozwdj

i eliminacje zdegenerowanych zarodkéw kiedzy pokolenia F»
/tabela 20a, rys. 9/« U osobnikéw rodzicielskich P* podda-
nyeh oddziatywaniu chromu Cr6+ najdduzej tj. od stadium 4-5mm
spadek Sredniej liczebnosci mfodych w legu pokolenia £
zaznaczyt sie juz od stezenia 24 eug/dm”Cro&4* /tabela 21a ?

rys. 13/.

Dalsza intoksykacja chromem CrO+ uzyskanych pokolen

1 F* wykazata podczas i1ch reprodukcji wystepowanie nie-
prawidtowego rozwoju i eliminacje zdegenerowanych zarodkéw
w jeszcze nizszych stezeniach niz podczas rozrodu pokolen
rodzicielskich P 1 P1 tj. odpowiednio 27 1 24 jug/dm”Cr6+
/ tabela 20b, 21b, rys. 11, 15/.

Mechanizm eliminacji zdegenerowanych zarodkédw zwigzany
by4 z procesem zrzucania wylinek. Oproéznienie komér legowych
odbywato sie jednorazowo catkowicie podczas linienia w czasie
dfuzszym lub krétszym niz okresSlony BJG?, lub Kkilkakrotnie
partiami po kilka zarodkéw / Fot. 5»6 /. Stwierdzono takze,
ze wyglad uwolnionych zarodkow wskazywat na wewnetrzng defor-
macje i degeneracje,ze sadzi¢ nalezy powodowato to pozostanie
organizméw na etapie rozwoju réwnoznacznym z brakiem moiiwosci

podjecia przez nich funkcji zyciowych.



3.3.3. Wspétczynnik stosowalnosci

Na podstawie uzyskanych wynikow MAFCg / test
chroniczny / 1 LC30-96h. /test ostry/ Wgznaczono wspot-
czynnik stosowalnosci AF, ktéry wynosi 0,03 i 0,05
odpowiednio dla dorostych i mtodych osobnikéw
G.varsoviensis.

Wspétczynnik AF = 0,05 zaleca sie do praktycznego
stosowania przy okreslaniu stezenia bezpiecznego

chromu Cr6+ dla Innych gatunkéw Gammarus, nie pod-
dawanych eksperymentom chronicznym. Stezenie bezpieczne

w takich przypadkach.oblicza sie z iloczynu wartosci

LC50-96 1 zalecanego wspoétczynnika.
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4. PODSUMOWANIE 1 DYSKUSJA

Z uwagi na staly wzrost zanieczyszczenia woéd powierz-
chniowych spowodowany odprowadzaniem Sciekow przez zaktady
przemystowe niezbedne jJest wprowadzanie metod do oceny
szkodliwego wpdywu zwigzkéw chemicznych na biocenozy wodne.
W Polsce istnieja trzy Polskie Normy metodyczne /73,74,75/.
Pozwalajg one na ocene stopnia toksycznosci zanieczyszczen
w stosunku do organizméw wodnych tj. ryb Lebistes reticulatus,
skorupiakéow Daphnia magna i glonéw Chlorella sp. na
podstawie testow ostrych. Kryterium oceny szkodliwego
oddziatywania jest Smier¢ organizméw w krotkim czasie

tJ. 96 godzin.

Nalezy podkresli¢, ze zalecane organizmy testowe nie
odpowiadajg w pedni wymaganiom stawianym przez US BPA
/za Buikema 1 wsp. 19/ya ocena szkodliwosci zanieczyszczen

na podstawie efektu letalnego nie jest w pedni miarodajna.

W ostatnich latach na Swiecie obserwuje sie szczegolny
wzrost zainteresowan badaniami toksycznosci chronicznej,
ktére znajdujg zastosowanie w kompleksowych systemach
decyzyjnych wykorzystywanych do ustalania stezen bezpiecz-
nych zwigzkéw chemicznych dopuszczalnych do wéd. Badania
te stanowig wazny element w ocenie stopnia zagrozenia
Srodowiska wodnego*1Systemy takie opracowano w USA, BFN,
Anglii, Japonii 1 Francji /za Cairns 20 /.

" W kraju brak jest opracowanych metod okreslania tok-
sycznosci chronicznej, ktore wykorzystujg reakcje fFizjolo-

giczne organizmow do oceny toksycznego wpdywu.
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W niniejszej pracy wykonano badania nad wptywem chromu
Cr6+ na aktywnos¢ pokarmowg i reprodukcje Gammarus
varsoviensis Jazdz. Wyniki tych badan wykorzystano do
opracowania metody wyznaczania stezen bezpiecznych zanie-

czyszczeh odprowadzanych do wéd.

Wybér chromu Cr6+ zostat podyktowany jego czestym wy-
stepowaniem w Sciekach przemysdowych, a takze duzg tok-
sycznoscig. Wykorzystywany w wielu gateziach przemystu
/samochodowy, metalurgiczny, chemiczny, garbarski/ moze
on wystepowa¢ w Sciekach miejskich od czesci mg do Kilku
mgZdm~Cr~+ zas w niektdérych Sciekach przemysdowych do
kilku g /34/. Uwaza sie?ze chrom Cr6+ w postaci dwuchro-
mianéw wywotuje efekt kancerogenny w ukdtadzie oddechowym
ludzi narazonych na ddugotrwaty kontakt. Wykazano takze
mutagenny wpd4yw dwuchromianéw na mikroorganizmy. Stwier-
dzono, ze dwuchromian potasu w stezeniu 0,3 mg/dr? wywotuje

aberracje chromosomalne w komérkach embrionalnych zwierzat

statocieplnych /39/.

Z przeprowadzonych badan w Srodowisku wodnym wynika, ze
Scieki zawierajgce ok. 0,5 mg/drrCrb+ wywieraty toksyczny
wpdyw na rosliny i zwierzeta wodne. Nawet obnizenie
stezenia do 0,2 mg/dm;)'Cr6+ nie zmniejszato efektu toksycz-
nego /59/< Wg innych autoréw Moore a 1 riamamoorthy’ego /64/
hamowanie wzrostu roslin wodnych nastepuje w stezeniach
od 0,5 do 5 mg/Z/dm~Cr6+, cho¢ w niektdérych przypadkach
dwuchromian potasu moze stymulowa¢ wzrost roslinnosci wodnej.
Dostepne dane odnosnie wielkosci stezen letalnych chromu

CL,

Cr dotyczag gtownie roéznych gatunkédw ryb i1 sg okreslone



po uptywie 96 godzin« Wartosci te sg przewaznie rzedu
kflkudziesiecfh mg/dm3Cr6+ zaleznie od gatunku ryb /1,12/.
Olson /za Metals in Environment 59/ znacznie wczesniej
stwierdzit, ze stezenie 0,2 mg/dm™CrSpowodowato 53 %
Smiertelnos¢ ryb Gncorhynchus tchawytcha podczas 12 tygod-
niowej ekspozycji, a poczatkowy efekt toksyczny wystagpit-

po uptywie 4-5 tygodni. Stad nasuwa sie wniosek, ze toksycz-
nos¢ chromu Cr nie moze by¢ oceniana na podstawie testow
ostrych, dla ktérych przewidziany czas obserwacji wynosi

96 godzin. Uzasadnia to takze jego wybdér do badan prowadzo-
nych metodg testu chronicznego w niniejszej pracy.

ug Moore“a i1 Bamamoorthy ego /64/ chroniczne oddziatywanie
chromu Cr™+ zwigzane jest z obnizeniem wzrostu 1 rozmiaréw
ciata oraz ze znacznym zmniejszeniem czestotliwosci repro-

dukcji1 zwierzat,

W Polsce przepisy prawne okreslaja dopuszczalne stezenia
chromu cr™=* dla Srodladowych wéd powierzchniowych. Stezenia
te wynoszg: dla 1 klasy czystosci - 0,05 mg/daﬁCr6+, zas
dla Il 1 111 klasy - 0,1 mg/dm3Cr6+ 1 ponizej /110/.

Weddug zalecen kwiatowej Organizacji Zdrowia /WHO-197V
zawartos¢ chromu Cr™+ w wodzie do picia nie moze by¢ wyzsza
od 0,05 mg/Zdm™Cr™4 /59/.

Organizm™iestowymw niniejszej pracy byt przedstawiciel
skorupiakéw /Crustacea, Amphipoda/ - kiedz Gammarus varso-
viensis Jazdz. Zostat opisany przez Jazdzewskiego /45/jako
nowy gatunek dla fauny polskiej. Wyboru organizmu dokonano
na podstawie kryteridéw zalecanych przez US SPA /za Buikema

I wsp. 19/. W uzasadnieniu nalezy podkresli¢, ze jest on
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bezkregowcem reprezentatywnym dla rzek 1 Jezior, stanowi
wazne ogniwo 4ancucha troficznego pednigc role destrhenta
materii organicznej pochodzenia auto-i allochtonicznego
/44, 4A™/* Odznacza sie duzg wrazliwosScia i1 jest fatwy w
hodowlit w warunkach laboratoryjnych.

z 7

Ponadto mozliwosSC wykorzystania szerokiego zakresu danych
dotyczacych biologii i fizjologii réznych gatunkéw Gammarus
ma takze istotne znaczenie dla prowadzenia badan toksykolog
gicznych / 11,35,42,52,%$3,67,79,90,94,103,105/*
Z przegladu literatury sSwiatowej / 6,7,8,9,15,28,46,65/
wynika, ze rodzaj Gammarus jest stosowany przez roznych
autoréw jako organizm testowy w badaniach zaréwno toksycz-
nosci ostrej jak i1 chronicznej. Wyniki bada# toksycznosci
ostrej udowodnidty, ze Gammarus fasciatus 1 Gammarus pseudo-
limnaeus sg dobrymi organizmami testowymi, o duzej wrazli-
wosci 1 specyficznej reakcji na zwigzki toksyczne /15, 28,
46, 65/. -

Do realizacji postawionego celu zakres pracy obejmowat

badania hodowlane G.varsoviensis w warunkach laboratoryjnych

n L - - . . 6+
oraz badania toksycznosci ostrej 1 chronicznej chromu Cr

Badania hodowlane prowadzono starajac sie zapewnic
naturalne warunki bytowania kiedzy w Srodowisku wodnym.
Do naczyn wprowadzano uzdatniong wode w biofiltrze, pokarm
w postaci lisci oraz kamienie w charakterze podtoza. Utrzy-
mywano temperature optymalng dla ich rozwoju tj. 18 + 1°C
oraz zapewniano 16 godzinne oswietlenie pomieszczenia
Swietlowkami o natezeniu 1500 Ix w ciagu doby. W czasie

hodowli wykonywano obserwacje intensywnosSci zerowania
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organizméw, przebiegu procesu rozmnazania z uwzglednieniem
BDT /brood development time / tj. czasu rozwoju Kiedzy w

komorach, legowych samic oraz liczebnosci osobnikéw miodych
w legach od samic réznych klas wielkosci. Ponadto okreslano

okres dojscia do dojrzatosci piciowej i dtugos¢ zycia Kiekza.

Stwierdzono, ze dla zapewnienia optymalnych warunkow
hodowl1 G.varsoviensis tj. utrzymujacych wysoka przezywal-
nos¢, kondycje i1 prawiddowy rozwéj organizmédw niezbedna
jest woda wodociggowa uzdatniona w biofiltrze, ktéra cha-
rakteryzuje sie wartosciami wskaznikéw w granicach: odczy-
nem pH 7,1-7,8 ; zawartosciag tlenu rozpuszczonego 8,5-9,0
mg/dir£o2 i1 BZicj 0,80-1,50 mg/dm*02; twardoscig ogdélng
5,8 - 5,2 mvalaZdm”; zawartoscig wapnia 58,6 - 72,6 mg/dm™Ca
i brakiem chloru. Na podkreslenie zastuguje nieskomplikowany
spos6b uzdatniania wody w biofiltrze, co zapewnia #atwosc¢
jej uzyskania w ilosciach niezbednych na potrzeby hodowli

i badan doswiadczalnych.

Jako pokarm wytypowano liscie wigzu Ulnus campestris
L.em_.Huds. moczone okoto 14 dni w wodzie wodociggowej.,
uzupednienie diety stanowity okresowo podawane zielone
liscie Valisneria spiralis L..Stwierdzono, ze zaproponowany
rodzaj pokarmu jest pednowartosciowy dla podtrzymania
czynnosci zyciowych kiedzy, chetnie spozywany przez orga-
nizmy, d4atwo dostepny w okresie roku oraz sposéb jego

przygotowania jest prosty.

Dla zapewnienia optymalnych warunkoéw rozwoju G.varsoviensis

uznano ponadto: temperature 18+ 1°C, 16-godzinne osSwietlenie

0 natezeniu ok. 1500 Lx w ciagu doby z 8-godzinng przerwag
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nocng, warunki statyczne z jednoczesnym natlenieniem wody oraz
okresowe usuwanie nagromadzonych odchodéw zwierzat.

W wyniku przeprowadzonych badan hadowlanych stwierdzono,ze
G.varsoviensis jest dobrym obiektem do badan testowych.W uzasad-
nieniu jego wyboru nalezy podkresli¢ prosty sposob hodowli oraz
+atwos¢ uzyskania i przygotowania pokarmu. Stwierdzono,ze kiedze
sposrod trzech gatunkédw podawanych lBisci chetniej zerowaty na
lisciach wigzu Ulnus campestris 1 olchy Alnus glutinosa prefe-
rujagc liscie dtuzej moczone w wodzie. Dane te sa zgodne z
wynikami badann Willoughby’ego i1 Sutcliffe’a /105/ oraz
Sutcliffe’a 1 wsp. /94/.

Nieskomplikowany spos6b dokonywania obserwacji organizmu daje
mozliwos¢ zbierania informacji dotyczacych zespotu symptomato-
logicznego reakcji oraz procesow Fizjologicznych g#éwnie odzy-
wiania 1 rozmnazania. Czas rozwoju G.varsoviensis w komorach
legowych samic tzw. BDT wynoszgacy w temperaturze 18 + 1°C.
ok.16-17 dni,przedstawiat sie podobnie jak dla G.pulex /72,103/.
Zas okres dojsScia do dojrzatosci plciowej wynosit ok.6-7 miesiecy
i byt dduzszy od okreslonego dla G.pulex /35/. Okres zycia
G.varsoviensis wynosit ok. 1,5 roku, cho¢ moze by¢ réwniez
dduzszy. Liczebnos$¢ osobnikéw mfodych w legu zalezna by4a od
wieku 1 wielkosSci ciata samicy i1 wahata sie od 5 /7$ 9 mm/do 69
/£ 14-15 mm/osobnikow. Przedstawiata sie ona Srednio dla samic
w klasach wielkosci w nastepujacy sposoOb:££ 9mm- ok.8j ££10-11mm
- 0k.13 ;711-12 mm - ok.20; ¥£12-13 mm ok.31 ; ££13-14 mm ok.36;
££14-15 mm - ok.54 osobnikéw. Powyzsze dane zblizone sg do

uzyskanych przez Jazdzewskiego 744/ dla G.varsoviensis z rzeki

Biebrzy. - - i
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Nalezy stwierdzi¢, ze informacje uzyskane w doswiadcze-
niach hodowlanych byty przydatne do oceny szkodliwego wp4ywu
zwigzkéw chemicznych w badaniach toksycznosci ostrej i

chronicznej.

Badania toksycznosci ostrej wykonywano w warunkach sta-
tycznych stosujgc doroste 1 mhode osobniki G.varsoviensis
w klasach wielkosci 11-12 mm i1 3-4 mm. Zakresy stezen
chromu wynosity odpowiednio od 44,22 do ,0,15 mg/dn?’Cr6+
i od 44,22 do 0,07 mg/deCr6+- Podczas badan okreslano
zachowanie kiedzy w poczatkowej fazie reakcji, zespot
objawow symptornatologicznych u osobnikédw przezywajacych test

oraz objawy Smiertelne. Wyniki testéw podano Jako LC50-24,
48 1 96h.

W obecnosci chromu Cr G.varsoviensis zachowywat sie w
sposob swoisty wykazujac wzrost aktywnosci lokomotorycznej
w poczatkowej fTazie reakcji. Podobny efekt obserwowat
Arthur 1 Leonard /8/ prowadzgc badania z Gammarus pseudo-
limnaeus w obecnosci miedzi Cu<i+. W dalszym przebiegu procesu
intoksykacji chromem Cr™* obserwowano u (. varsoviensis
zespot symptomatologiczny objawéw obejmujacy zaburzenia
koordynacji ruchowej, réwnowagi i zmniejszong reaktywnosé
na bodziec okreslany Jako porazenie.

Ustalone w wyniku testow ostrych wartosci LC50-24,48
i 96h dla G.varsoviensis w klasie wielkosci 11-12 mm

3-4 mm wynosity odpowiednio: 4,74; 1,505 0,58 mg/dm™Cr~*

1 1,20; 0,89 1 0,33 mg/dm™Cr6+.

Z analizy przytoczonych wartosci LC5Q wynika, ze osobniki

mitode z klasy wielkosci 3-4 mm odznaczaty sie wiekszg
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wrazliwoscig anizeli doroste z klasy wielkosci 11-12 nun.
Podobne wyniki uzyskat Emery /28/ poddajac dziataniu

krezolu doroste 1 mftode osobniki Gammarus fasciatus.Znale-
zione w dostepnej literaturze dane odnosnie wielkosci

stezen letalnych chromu Cr dotyczg gtownie rdéznych gatun-
kéw ryb i sa okreslone po uptywie 96 godzin. Wartosci te
ksztattuja sie roznie w zaleznosci od gatunku ryb i sg
przewaznie rzedu kilkudziesieciu mg/Z/dm Cr }a wiec sg wyzsze

od uzyskanych wartosci dla G,varsovionsis /1, 12/;

Wartosci LC50-24h dla dorostych 1 mfodych osobnikéw
kietza postuzyty do ustalenia zakreséw stezen chromu Cr/+
stosowanych w badaniach chronicznych. Ponadto wartosci
LC50~96h wykorzystano w dalszym przebiegu badan do wyzna-
czenia wspodczynnika stosowalnosci A, ktory pozwoli na
okreslanie stezen bezpiecznych chromu Cr + dla innych
gatunkow Gammarus w zakresie ddugotrwatego oddziatywania,
jakkolwiek organizmy te nie beda poddawane badaniom metodag

testéw chronicznych;

Badania toksycznosci chronicznej chromu Gr™+ prowadzono
w celu okresSlenia jego wpdywu na aktywnos$S¢ pokarmowg i
reprodukcje G.varsoviensis. Doswiadczenia wykonywano w
warunkach dynamicznych przy zastosowaniu specjalnie skon-
struowanego urzadzenia sktadajagcego sie z kilkunastu komor
odpowiednio do potrzeb eksperymentdéw. Zapewniano,podobnie
jak w hodowli,staty dostep tlenu, statg temperature oraz
pokarm w postaci odpowiednio spreparowanych lisci. Do urzg-

dzenia doprowadzano system ciggdtym roztwory wodne toksy (canta
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w zakresach stezen przewidzianych do badania aktywnosSci

pokarmowej 1 reprodukcji.

Eksperymenty w celu oznaczenia aktywnosci pokarmowej
przeprowadzono przy uzyciu osobnikéw dorosd4ych /11-12 mm,
9-10 mm/, bedacych na granicy dojrzatosci piciowej /8-9raw/
i mbodych /2-3 mm, 4-5 mm, 6-7 mm/. Zakresy stezen chromu
dla osobnikéw dorostych i1 bedacych na granicy dojrzatosci
wynosity od 18 do 210_jug/deCr6+,'zaé dla mdodych od 16 do
180 Aig/dm5Cr6+ .

Przeprowadzono szes¢ 32-dniowych eksperymentédw podczas ktdrych
okreslano ogolng i1los¢ pobranego pokarmu przegkm&%gobnika,
Sredni przyrost ciezaru jego ciata i1 na tej podstawie wyzna-
czano wspodczynnik pokarmowy. Zmiany aktywnosSci pokarmowej

u zwierzat poddanych oddziatywaniu chromu Cr6+ okreslano

na podstawie spadku lub wzrostu wspoédczynnika pokarmowego

w stosunku do kontroli.

Koncowy wynik testow z aktywnoscig pokarmowg prezentowano
w postaci MATC”, ktére nie powodowato zmian aktywnosSci

pokarmowej u osobnikéw badanej klasy wielkosci.

Na podstawie uzyskanych wynikow szesciu eksperymentow
chronicznych okreslono wpdyw chromu Cr6+ na aktywnos¢ pokar-
mowg kiedzy roznych klas wielkosci.

W testach z organizmami dorostymi wykazano brak istotnego
wpdywu stezen chromu od 18 do 94_jug/dm3Cr6+- Procentowe
wartosci wppoédczynnika pokarmowego w stosunku do kontroli

byty ujemne lub dodatnie 1 wynosity ponizej 5,0 co

oznacza wg przyjetego zatozenia brak wptywu chromu Cr =
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W wyzszych stezeniach tj. 140 1 210 jug/Zdm™Cr”™+ wykazano,
ze chrom Cr6+ wptywat stymulujgco na aktywnos¢ pokarmowg
kietzy, ale przy jednoczesnej duzej ich Smiertelnosci.
Procentowe wartosci wspodczynnika pokarmowego w stosunku
do kontroli bydy ujemne 1 wyzsze od 30»0 %, Stymulujacy
wp4yw chromu Crﬁ' lub brak jago oddziatywania stwierdzono

u osobnikéw dorostych obu badanych klas wielkoSci.

W badaniach z organizmami bedacymi na® granicy dojrzatosci
ptciowej nie stwierdzono podobnie jak w przypadku organizmow
dorostych jego wpdywu w stezeniach od 18 do 94 Aig/dn%Cr65-
na co wskazywaty ujemne lub dodatnie procentowe wartosSci
wspotczynnika pokarmowego w stosunku do kontroli.Byty one
nizsze od 3» < U wyzszych stezeniach tje 140 1 210 Aig/dm™Cr™4
stwierdzono przeciwnie niz u osobnikéw dorostych hamowanie
aktywnosci pokarmowej oraz duzg "'Smiertelnos¢ testowanych
organizméw. Swiadczydy o tym dodatnie procentowe wartosci

wspotczynnika w stosunku do kontroli,, ktére wynosity

powyzej 30,0 %,

W doswiadczeniach z organizmami mfodymiktdorych uzyto
kietze trzech klas wielkosci, u osobnikéw najmniejszych
/2-3 mm/ zaobserwowano brak wpdywu na aktywnos¢ pokarmowa
w zakresie stezen od 16 do 35 Aig/dm3Cr6+, natomiast u
osobnikéw z klasy wielkosci 4-5 1 6-7 mm w zakresie stezen
od 16 do 81 AigZdm™Cr™N. We wszystkich przypadkach procentowe
wartosci wspodczynnika pokarmowego bydy ujemne badz dodatnie
1 nie przekraczaty 5|Q %. W dalszych stezeniach dochodzacych
do 180 Aig/dm™Cr6+ procentowe wartosci wspotczynnika wskazy-

waty na hamowanie aktywnosci pokarmowej .



Analiza ww. danych w odniesieniu do wszystkich organizméw
badanych klas wielkosci wykazata stymulujacy wp4yw chromu
w stezeniach 140 i1 210 ng/Z/dm5Cr6+ wydgcznie u osobnikéw
dorostych. W stezeniach tych stwierdzono hamowanie aktyw-
nosci pokarmowej u osobnikédw bedacych na granicy dojrzatosci
ptciowej. Zjawisko to wystgpito réwniez u osobnikédw mdodych
niezaleznie od klasy wielkosciblecz w stezeniach nizszych
bowiem w 120 i 180 Aig/dm3Cr6+. Ponadto w klasie-najmniejsze j
b j 2-3 nw zaobserwowano rowniez hamowanie aktywnosci pokar-—

mowej w znacznie mniejszych stezeniach tj. 53 1 81 ng/dm™Cr6+.

Zakresy stezen chromu Cr6+,w ktdérych nie stwierdzono
jego wptywu postuzyty do ustalenia maksymalnego stezenia
nie zak#dcajgcego aktywnosci pokarmowej tzw. MATCN w odnie-
sieniu do wszystkich badanych organizméw tj. dorostych,
bedacych na granicy dojrzatosci plciowej oraz mtodych.
~a podstawie analizy uzyskanych wartosci MATCN uznano jako
stezenie bezpieczne chromu Cr6+,stezenie nie zakddcajgce
aktywnosci pokarmowej osobnikéw najbardziej wrazliwych ze
wszystkich badanych klas wielkosci tj. 2-3 mm. Wynosido

ono 35 ;ug/Zdm™Cr6+.

Analizujac zastosowanie aktywnosci pokarmowej jako para-
metru pomiarowego w testach chronicznych nalezy podkreslic
jego przydatnos¢ do okreslania stezen wywierajacych hamujacy
lub stymulujacy wpdyw na badang czynnos¢ fizjologicznag
organizmu. Wydaje sie to szczegdlnie pozyteczne z punktu
widzenia zbierania danych do oceny zagrozenia organizmow

wodnych wskutek odprowadzania zwiagzkéw toksycznych do woéd.
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Zaproponowana metoda pomiaru w tym zakresie pozwala na
ocene wpdywu toksykanta w stosunku do organizméw réznych
klas wielkosci. Daje to poglad na ich wrazliwos¢ w odpo-
wiednich klasach wielkosci tj. stadiach wzrostu.

Uzyskane wyniki badan byty takze podstawg do wyboru trzech
klas wielkosci organizméw zalecanych do stosowania w bada-
niach aktywnosci pokarmowej z substancjami o zblizonych
wtasciwosciach do chromu Cr6+. Wytypowane klasy wielkosSci
odpowiednio dla organizméw dorostych,bedgcych na granicy
dojrzatosci i1 mtodych sg nastepujgce s 11-12 mm, 8-9mm,

i 2-3 mm. 1!

W podsumowaniu badan aktywnosci pokarmowej G.varsoviensis
nalezy podkresli¢ brak danych w literaturze, ktére postuzyty-
by do dyskusji uzyskanych wynikéw z osiggnieciami innych
autoréw. Dotyczy to zaréwno wytypowanego w niniejszej pracy
organizmu testowego - G.varsoviensis jak i1 przyjetego
kryterium oceny szkodliwego wpdywu toksykanta w badaniach
aktywnosci pokarmowej tj. wspodczynnika pokarmowego.
Wspodczynnik ten zastosowano po raz pierwszy w niniejszej
pracy do oceny efektywnosci wykorzystywania pokarmu przez
G.varsoviensis podczas przebiegu procesu jego intoksykacji
chromem Cr6$;»Nale2y podkresli¢, ze jest on stosowany od
wielu lat w rybactwie do ocen.y efektywnosci wykorzystania
pokarmu przez ryby oraz do uzyskania zaplanowanego przyrostu
ich biomasy.

if dalszym etapie badan chronicznych wykonano eksperymenty,
ktorych celem bydo okresSlenie wpdywu chromu Gr™+ na repro-

dukcje G.varsoviensis. Badania prowadzono z osobnikami dwéch
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klas wielkosci tj. 0-9 wu bedacymi na granicy dojrzatosci
ptciowej 1 4-5 mm tj. mbodymi, ktére stanowidty pokolenia
rodzicielskie F1 ? 7, W wyniku idh. reprodukcji uzyskano
pokolenia 1  w 160-dniowych eksperymentach. 77 dalszym
przebiegu doswiadczen tj. w okresie 260 dni otrzymano

odpowiednio pokolenia Fg i Fg

Podczas przebiegu eksperymentéw z pokoleniami rodziciel-
skimi P 1 ?° kiedzy obu klas wielkosci oraz pokoleniami
F 1 Bg 7w kazdym badanym stezeniu chromu Cr okreslano:
czas pojawienia sie jaj w komorach legowych samic, liczbe
samic z obecnoscia jaj w komorach legowych i liczbe legdéw.
A ponadto oznaczano: czas rozwoju kiedzy w komorach legowych
samic obejmujacy okres od pojawienia sie jaj do uwolnienia
pierwszych mdodych osobnikow tzw. Bl , liczebnos¢ osobnikow
mtodych w legu i ogdélng liczebnos¢ uzyskanych mtodych
osobnikéw. Podczas nieprawidfowego rozwoju kiedzy notowano
iloS¢ przypadkdéw wczesniejszego lub pézniejszego uwolnimia

zdegenerowanych®™ zarodkow anizeli wyznaczony czas BDT.

Jako kryterium oceny toksycznego wp4ywu chromu Cr
przyjeto wystepowanie legow o okreslonej liczebnosci osob-
nikoéw mdodych oraz wskaznik reprodukcji tj. Srednig liczeb-
nos¢ osobnikéw mfodych w legu. Spadek wartosci wskaznika
w poréwnaniu z probg kontrolng oraz zakd#6cenia w rozwoju
kietzy obejmujgce eliminacje zdegenerowanych zarodkéw z komér

legowych sSwiadczyty o szkodliwym wpdywie chromu.

W wyniku testédw z reprodukcja okreslono maksymalne
tolerowane stezenia chromu Cr , ktore nie wywodywaty zmian

w reprodukcji pokolen i Fjj uzyskanych od osobnikéw
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rodzicielskich intoksykowanych od stadium wzrostu okreslonego
klasg wielkosci 8-9 mm 1 4-5 mm tzw. MATCq.

Analiza uzyskanych wynikéw reprodukcji pokolenia rodziciel-
skiego P tj.w klasie wielkosci 8-9 mm doprowadzid4a do naste-
pujacych uogolnien. Na podstawie wystepowania legow pokolenia
o liczebnosci 10-14 osobnikow nie stwierdzono wpdywu chromu w
stezeniach 18 i 27 Aig/dnrCr . Swiadczy réwniez o tym Srednia
liczebnos¢ osobnikéow mdodych w legu zblizona do kontroli tj.
ok. 11. Wp4yw chromu uwidoczni+ sie w stezeniach 42 m 62 Aig/dmgcf?
przy ktérych zaobserv;owano 90 1 86% udziat legéw a liczebnosci
nizszej anizeli w kontroli tj. 7-10 osobnikéw. Srednia liczebnos$é
osobnikéw w legu byta takze nizsza i1 wynosida ok.9« Natomiast
w stezeniach 94 1 140 ng/dm3Crg+ wystgpity: znaczna-60,0 1 75»0%
Smiertelnos¢ testowanych organizméw oraz zakdtdécenia w repro-
dukcji pozostatych przy zyciu tj. eliminacja zdegenerowanych
zarodkéw z komér legowych lub brak rozmnazania.W stezeniu
210 Aig/Zdm™Cr™* zanotowano wysoka sSmiertelnos¢ kiedzy przed

osiggnieciem dojrzatosci piciowej.

W pokoleniu P2 ,tylko w najnizszym z badanego zakresu stezen
tj. 18 jug/dm™Cr6+ nie zaobserwowano wpdywu chromu Cr6+. Stwier-
dzono 100% dominacje legow o liczebnosci 8-11 osobnikéw oraz
Srednig liczebnos¢ osobnikéw w legu ok. 10. Dane te sg zblizone

do proby kontrolnej.

3
Wyzsze stepenia chromu tj. 2?, 42 1 62 ng/Z/dm spowodowaty
eliminacje zdegenerowanych zarodkéw z komér legowych samic
lub brak reprodukcji.Towarzyszyt temu wzrost Smiertelnosci

testowanych organizmow odpowiednio od 36,7 do 70,0 %.
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Wp4yw chromu Cr6+ zaobserwowano takze podczas badan
reprodukcji pokolenia rodzicielskiego P* tj.w klasie
wielkosci 4-5 mm.

Z wystepowania legow pokolenia f!j o liczebnosci 8-13
osobnikéw mtodych wynika, ze tylko w stezeniu 16 ng/dm~Cr6*
nie zaobserwowano oddziatywania chromu Cr6+ .“Wyzsze steze-
nia tj. 24,35» 53 1 81 A1g/dmCr6* powodowaty znaczne zmniej-
szenie liczebnosci osobnikow mdodych w legach. Udziat legdéw
o liczebnosci 4-8 osobnikéw ksztattowat sie odpowiednio od
100 do 67 %= Srednia liczebnos¢ osobnikéw w legu byta takze
nizsza anizeli w kontrolt 1 wynosita ok. 6 1 7. Znaczng
Smiertelnosc testowanyph organizméow stwierdzono w steze-
niach 35, 53, 8I¥;?T?;§ 30 do 63 %, natomiast w najwyzszym
stezeniu — 100% Smiertelnos¢ organizméw wystgpita przed

osiggnieciem dojrzatosci piciowej.

Oddziatywanie chromu na pokolenie F> nie uwidocznito
sie tylko w najnizszym stezaniu tj. 16 ng/drrCr6+. Uzyskano
legi kietzy wytgcznie o liczebnosci 8-12 osobnikéw, Srednia
liczebnos¢ osobnikow mdodych w legu byda jak w kontroli

tJ. ok. 10.

W wyzszych, badanych stezeniach chromu tj. 24, 35,
53Aig/dar°|’rCr6+ stwierdzono uwalnianie siv zdegenerowanych
zarodkoéw i1 brak reprodukcji do konca badan. Frzezywalnosc
testowanych organizméw byda niska.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze chrom Cr6f oddziatywat
szkodliwie na proces reprodukcji pokolen rodzicielskich ? i pl
w rozwazanych klasach wielkosci oraz uzyskanych pokolen

Fj 1 £f§ G.varsoviensis poczagwszy od stezen odpowiednio
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42 1 24/1g/dm™Cr™+ oraz 27 1 24 jug/dm™Cr™+ . W przypadku
reprodukcji osobnikow rodzicielskich P i ?° w omawianych

wyzej stezeniach wskaznik reprodukcji /tj .Srednia liczeb-
nos¢ osobnikéw w legu/ obnizyt sie w stosunku do jego wartosci
w kontroli odpowiednio o ok. 2 1 4. Ponadto w przypadku
pokolenia rodzicielskiego P obserwowano zakddcenia repro-
dukcji tj. degeneracje zarodkéw i ich eliminacje z komér
legowych samic w stezeniu 94yug/dm”~Cr”™+ . Natomiast podczas
reprodukcji pokolen i1 Pij wskaznik reprodukcji by4

zblizony do kontroli tylko w najnizszych stezeniach tj.18

3Cr6+- Zas w pozostatych badanych stezeniach

1 16 jug/dm
tjJ. odpowiednio 27, 42, 62jUg/dmCr6+ 1 24,35,53 jag/dm™Cr6*
obserwowano zak+6benfawreprodukcji objawiajgce sie degene-
racjg zarodkéw i1 ich eliminacja z komor legowych lub bra#?
rozmnazania. Stwierdzono takze wysokg Smiertelnos¢ testo-
wanych organizméw. Tak wiec,chrom Cr™+powodowat zmniejsze-
nie liczebnosci rozwijajacych sie zarodkéw w komorach
legowych samic pokolen rodzicielskich P i kietzy obu
klas wielkosci oraz wywotywat zaktdcenia w rozwoju zarodkéow
podczas reprodukcji pokolen 1 Py bedac przyczyng ich
degeneracji 1 eliminacji.

” wyniku badan reprodukcji jako stezenie bezpieczne
chromu Cr6+ uznano 16jag/dn}Cr + tj. maksymalne tolerowano
stezenie™nie zakdo6cajace reprodukcji pokolenia pj, uzyska-
nego od osobnikéw rodzicielskich P* intoksykowanych naj-
dduzej tj, od b. wczesnego stadium okreslonego klasag

wielkosci 4-5 mm,”
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Porownujac wyniki badan wkasnych z G.varsoviensis z
wynikami innych autoréw z Gammarus pseudolimnaeus,nalezy
podkresli¢ réznice w sposobie oceny toksycznego wpdywu
zwigzkow chemicznych na reprodukcje tych organizméw.Autorzy
ci /7,9,66,68/ stosuja jako kryterium oceny ogolng liczeb-
nos¢ uzyskanych mtodych osobnikéw G.pseudolimnaeus;natomiast
nie uwzgledniajg liczby legow, liczebnosci osobnikéw w legu
oraz czasu rozwoju kietzy w komorach legowych samic tjoBDT.
Wydaje sie, ze ten sposéb podejscia nie daje pogladu na
mechanizm oddziatywania toksykanta na proces reprodukcji.
Okreslenie ogoélnej liczebnosci uzyskanych mdodych osobnikow
nie wyjasnia z ilu legobw pochodzg oraz przyczyn zmniejszania
sie ich liczebnosci. Jak wynika z niniejszej pracy zmniej-
szona og6lna liczebnos¢ otrzymanych mdodych osobnikédw moze
by¢ spowodowana oddziatywaniem toksykanta na rozwdj zarodkoéw
jak réwniez mniejsza i1loscig legow. Ponadto liczebnosc¢
uzyskanych mfodych osobnikéw zalezy od wielkosci samic.
Dlatego w badaniach reprodukcji wazny jest dobdr samic
w zblizonych klasach wielkosci w przypadku stosowania doros-
4+ych osobnikéw. Stwierdzono takze, ze przyczyng braku zywych
modych organizméw moze by¢ destrukcyjny wpdyw toksykanta
na zarodki, ktére sg uwalniane po czasie dtuzszym lub
krotszym niz okreslony czas BA?. Dlatego w ocenie toksycz-
nego wpiywu istotne jest okreslenie czasu rozwoju kietzy
w komorach legowych samic w przypadkach prawidfowej jak 1
zak+6conej reprodukcji. Jak wykazano w niniejszej pracy
przyjety wskaznik reprodukcji tj, Srednia liczebnosé
osobnikédw mfodych w legu jest bardziej miarodajny w ocenie

toksycznego oddziatywania niz ogélna liczebnos¢ uzyskanych
modych osobnikéw.
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Z pordéwnania wartosci stezenia bezpiecznego chromu Cr™+
okreslonego na podstawie badan aktywnosci pokarmowej
tJ. 35 Aig/Zdm™Cr6+ 1 reprodukcji tj.l1l6/i1g/dm™ v;ynika, ze
proces rozmnazania jest czulszym parametrem fizjologicznym
niz aktywnos¢ pokarmowa. Prawiddowy rozrod pokolenia F°
uzyskanego od osobnikéw rodzicielskich P1 intoksykowanych
najdduzej tj. od b. wczesnego stadium wzrostu 4-5 mm miat
miejsce w nizszych stezeniach chromu Cr niz niezaktbécona
aktywnos¢ pokarmowa osobnikow najwrazliwszej klasy wielkosci
tJ. 2-3 mm. Biorac pod uwage uzyskane wyniki, celowe jest
stosowanie testu z reprodukcjg do wyznaczania stezenia
bezpiecznego jako czulszego parametru®f-izjologicrzn™go anizeli

aktywnos¢ pokarmowa.

Uznana w niniejszej pracy na podstawie testu z repro- "
4 X X fi«
dukcja G.varsoviensis wartos¢ 16 jug/durCr za stezenie

bezpieczne chromu cr jest ok.j3-krotnie 1 6-krotnie nizsza

od wielkosSci dopuszczalnego zanieczyszczenia chromem CrC
Srodladowych woéd powierzchniowych odpowiednio dla | oraz

Il i 111 Kklasy/:zystosci okreslonego w Zak, Nr 1 do Bozp.

Bady Min. z dn”™ 29.11.1975 poz, 214 /110/. Uzyskane wyniki
wyraznie wskazuja na koniecznos¢ uwzgledniania paraketrow
fizjologicznych organizméw przy ustalaniu dopuszczalnych
stezen zanieczyszczen w wodach powierzchniowych. Wartosci
ustalone tg droga powinny stuzy¢ do weryfikacji metod badaw-
czych 1 przepisow obowigzujacych w zakresie ochrony wéd.;
Nalezy podkresli¢, ze podejScie takie jest reprezentowane

przez autoréw, ktérzy uznajg za konieczne wprowadzenie

ujednoliconych systeméw oceny zagrozenia Srodowiska wodnego.
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W podsumowaniu niniejszej pracy nalezy takze podkreslic
mozliwoS¢ praktycznego wykorzystania wartosci LC50-96h
/test ostry / 1 MATCg /test chroniczny/ do wyznaczania
wspotczynnika stosowalnosci AF. Wspédczynnik ten moze
znalez¢ zastosowanie do wyznaczania stezenia bezpiecznego
chromu Cr6+ dla innych gatunkéw Gammarus nie poddawanych
testom chronicznym. W takich przypadkach stezenie bezpieczn$
wyznacza sie wydacznie na podstawie testu ostrego, z i1lo-
czynu wartosci LC50-96h t wspédczynnika stosowalnosci AF.
Zalecana w niniejszej pracy wartos¢ AF = 0,05 jest zblizona
do podawanych przez Water Quality Criteria of 1972 /101/
wartosci AF dla ryb Pimephales promelas i Salmo gairdneri

odpowiednio 0,05 1 0,04.



5.

-/NIOSKI

5.1» Gammarus varsoviensis Jazdz = jest przedstawicielem

5.2.

rodziny Gammaridae szczegétowo opracowanej w zakresie
biologii 1 Ffizjologii. Zostat wytypowany jako organizm
testowy do badan toksycznosci ostrej 1 chronicznej chromu
Cr6+ poniewaz spedniat wiekszosS¢ wymagan stawianych testo
biontom przez US SPA w szczegdélnosci z uwagi na: reprezen
tatywnosc¢, 4atwos¢ w hodowli i1 wrazliwos¢. Jest
szczegb6lnie przydatny do testéw chronicznych za wzgledu
na mozliwoS¢ obserwacji procesu rozmnazania w przypadkach
prawiddowego jak 1 zak#dconego rozrodu oraz krotki czas

rozwoju w komorach legowych .samic. -

Okreslono optymalne parametry hodowli laboratoryjnej

iG"_varsoviensis w warunkach statycznych: $Srodowisko byto-

wania - woda wodociggowa po uzdatnieniu w biofiltrze,

pokarm - spreparowane liscie wigzu Ulnus campestris

L.em.Huds. oraz okresowo podawane liscie Valisneria

spiralis L.,temperatura - 18 + 1°C, 16 godzinne osSwiet-

lenie pomieszczenia Swietldéwkami o natezeniu ok, 1500 Ix.

W tych warunkach rozwdj kiedza charakteryzowat sie

nastepujaco

- czas rozwoju w komorach legowych samic tzw,- PPT
wynosi+ ok. 16-17 dni,

-okres dojscia do dojrzatosci piciowej trwat ok.6-7 m-cy,

- ddugosé zycia wynosita ok. 1,5 roku,

- liczebno$¢ osobnikéw miodych w legu ksztaktowata sie
zaleznie od wielkosci ciata samicy od 5/? 9 mm/do 69

/9 14-15 mm/ osobnikdw.
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5.3* G.varsoviensis okazat sie czudym bioindykatorem do oceny

5.4.

5.4.1.

toksycznosci ostrej chromu Cr6+. Podczas krotkotrwatej
ekspozycji wykazywat wzrost aktywnosci lokomotorycznej

w poczatkowej fazie reakcji. Osobniki miode byty bardziej
wrazliwe anizeli doroste. Wartosci LC5Q-24, 48 i 96h
okreslone dla osobnikéw dorostych w klasie wielkosci
11-12 mm oraz mdodych w klasie wielkosci 3-4 mm wynosity
odpowiednio: 4*74; 1,50; 0,58 mg/diitAr6*moraz 1,20;
0,89* 0,33 mg/dm™Cr6+.

Jako kryteria oceny toksycznosci chronicznej chromu Cr6+
wytypowano parametry fizjologiczne G.varsoviensis tj.

aktywnos¢ pokarmowg i1 reprodukcje.

Zmiany aktywnosci pokarmowej G.varsoviensis okreslano
na podstawie spadku lub wzrostu wspotczynnika pokarmowego
w pordéwnaniu z probg kontrolng. Uzyskane procentowe,
wartosci tego wspotczynnika wskazywaty na zaktdcenia
aktywnosci pokarmowej w obecnosci chromu Cr6+ tj. na
hamowanie lub stymulacje tego procesu zaleznie od klasy
wielkosci organizmow /7 p.p- 111.5.5.1/. wartosci te

dla osobnikow z klasy wielkosci 2-5 mm, 8-9 mm i 11-12mm
wynosity odpowiednio* +14,3/* w stezeniu 55 ng/dm~Cr6* ,
+57,0 % - 140 Aig/Zdm™Cr6+ 1 -52,4 % - 140 jug/Zdm™Cr6+.
Maksymalne tolerowane stezenia chromu, nie zak#b6cajgce
aktywnosci pokarmowej organizmow wyzej wymienionych

klas wielkosci tzw, MATCN ksztattowaty sie odpowiednio:

35,94 1 94 ng/dm”"Cr™+ . Stwierdzono, ze sposrod badanych



5*%4*2 ,

5.5%*
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organizmow najbardziej wrazliwe na dziatanie chromu Cr6+

by+y osobniki w klasie wielkosci 2-3 mm*

Zmiany w reprodukcji G.varsoviensis pod wpdywem chromu
Cr~+ okreslano na podstawie spadku wskaznika reprodukcji
w porownaniu do jego wartosci w probie kontrolnej oraz
stwierdzenia nieprawiddowego rozwoju i1 eliminacji zdege-
nekowanyeh zarodkéw z komér legowych samic. Chrom
oddziatywat szkodliwie poczgwszy od stezenia 24 Aig/dm”Cr6+
na reprodukcje pokolenia rodzicielskiego ?°* w klasie
wielkosci 4-5 mm tj. intoksykowanego najdtuzej oraz

jego pokolenia F* =« W tym stezeniu w wyniku reprodukcji
pokolenia rodzicielskiego P* uzyskano zywe miode osobniki
pokolenia F¥ 3lecz w zmniejszonej ilosci o czym Swiadczy+
spadek wskaznika reprodukcji tj.;Sredniej liczebnosci
osobnikéw w legu o ok* 4, Natomiast podczas reprodukcji
pokolenia fY obserwowano degeneracje zarodkow 1 ich
eliminacje z komér legowych samic, co nie doprowadzido

do uzyskania pokolenia F~ = Stwierdzono, ze pokolenie fJj
byto bardziej wrazliwe od pokolenia rodzicielskiego P*.
Maksymalne tolerowane stezenie chromu, nie zak#b6cajgce
procesu reprodukcji pokolenia tzw. MATCg wynosito

16 ng/dm5Cr6+.

Z porownania wartosci maksymalnych tolerowanych stezen,
nie zak#ocajacych aktywnosci pokarmowej /Z?/IATCN / i
reprodukcji /MA.TC2 /odpowiednio 35 1 16 ,ug/Zdm™Cr/+

wynika, ze proces rozmnazania jest czulszym 1 bardziej



5.6.

5*7*

94 .

miarodajnym parametrem Fizjologicznym wykorzystywanym
do okreslania stezenia bezpiecznego chromu Cr6+ dla wéd

powierzchniowych.

Bioragc pod uwage wptyw chromu Cr na reprodukcje
G.varsoviensis ustalono, ze stezenie bezpieczne chromu
dla wéd powierzchniowych nie powinno przekraczac

16 ng/da;kr6+-»Wartoéé ta jest ok. 3-krotnie 1 6-krotnie
nizsza od wielkosci dopuszczalnego zanieczyszczenia
chromem Cr6+ Srédlgdowych woéd powierzchniowych odpowied-

nio dla I oraz Il i 111 klasy czystosci.

Na podstawie uzyskanych wynikéw MATC2 /test chroniczny/
1 LC50-96h /test ostry/ wyznaczono wspodczynnik stoso-
walnosci AF? = 0,03» ktory zaleca sie do praktycznego
stosowania przy okresSlaniu stezenia bezpiecznego chromu
Cr~+ dla innych gatunkéw Gammarus nie poddawanych
badaniom chronicznym. Stezenie bezpieczne w takich przy-
padkach mozna wyznacza¢ na podstawie testu ostrego,

z iloczynu wartosci L€50-96h 1 AF.

Najnowsze tendencje na Swiecie w dziedzinie ochrony
woéd przed zanieczyszczeniem wskazujg na koniecznosc
wprowadzania ujednoliconych systeméw oceny zagrozenia

Srodowiska wodnego, w ktérych wiodacg role spedniaja
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badania toksycznosci* W tym celu niezbedne sa opraco-
wania metodyczne, ktore pozwolidyby na zebranie danych
upowazniajacych do podejmowania decyzji dotyczgcych
wyznaczania dopuszczalnych stezen zanieczyszczenh
odprowadzanych do sSrodowiska. /¥ toku badan opracowano
metode testu toksycznosci chronicznej i wykazano jej
przydatnos¢ do oceny szkodliwego wpdywu chromu Cr6+ na

organizmy wodne w przedduzonym czasie dziatania.



— 96 -

6. PISMIENNICTWO

1. Adadman I.R.,Smith L.L.iFathead minnows /Pim/ephaias
promalas/ and goldfish, /Carassius auratus/ as standard
fish i1n bioassays and their raaction to potential
refarence toxicants. J.Fish. Ras. Bd Canada 1976,53,209

2. Annual Book of ASTM Standards. Conducting acuta toxicity
tast with fishas, macro™invertabratas and amphibians.
ASTM, Philadelphia, PA, 1980, E729-780

3. Aquatic Invartebrata Bioassays. ads. A.L. Buikama Jr,
J.Cairns Jr, ASTM Philadelphia P.A., 1980

4. Aquatic Life Advisory Committee of The Ohio Rivar
Vallay later Sanitation Commission. Aquatic life water
quality criteria. Pirst prograss report. Sau. Ind.
Wastes 1955, 27, 321-331

5. Arillo A,, Margiocco C., Melodia F.: The gill sialic
acid content as an indax of environmental stress in
rainbow traut, Salmo gairdnari Richardson. J. Fish.
Biol. 1979, 15, 405-410

6. Arthur J.W.: Chronic affacta of linear alkylata sulfonata
detergent on Gammarus pseudolimnaeus, Campeloma decisum
and Physa intagra. Water Res. 1970, 4, 251-257

7. Arthur J.W., Baton J.G.: Chloramina toxicity to tha
amphipod Gammarus pseudolimnaeus and the fathead
minnow /Pimephales promalas/. J. Fish. Ras. Bd
Canada 1971, 28, 1841-1845

8. Arthur J.W., Leonard S.N.s Fffacts of copper on Gammarus
pseudolimnaeus, Physa integra and Campeloma decisum
in soft water. J. Fish. Res. Bd Canada 1970, 27,
1277-1283.



- 97 -

9. Arthur J.W., Lemke A.E., Mattison V.R., Halligan B.J.s
Toxicity of sodium nitrilotriacetate /7 NTA / to the
fathead minnow and an amphipod iIn soft water.

Water Nag. 1974» 8» 187-195

10« Ausgewahlte Methoden der Wasseruntersuchung. Band I1I.
Biologische, mikrobiologische und toxikologische Methoden.

VEB Gustav Fischer Verlag Jena 1982, 579 PP

11. Barlocher F ., Eendrick B.: Fungi and food preference of
Gammarus pseudolimnaeus. Arch. Hydrobiol. 1973» 72,

501-516

12. Benoit D.A.: Toxic effects of hexavalent chromium on brook
trout /Salvelinus fontinalis / and rainbow trout /Salmo

gairdneri /. Water Bes. 1976, 10, 497

15. Biesinger K.S., Christensen G.M.: Effects of various
metals on survital, growth, reproduction and metabolism
of Daphnia magna. J.Fisfi . Res. Bd Canada 1972, 29,
1691-1700

14. Biologieal Field and Laboratory Methods for Measuring
the Quality of Surface Water and Effluents.
ed. C.J. Weber, Environmental Monitoring Series, US SPA

Cincinnati, Ohio, Bioassay 1973» 1-31

15. Bluzat R., Seuge J.: Effects of three insecticides
/lindane, fenthion, carboryl/: acute toxicity for four
species-of aquatic invertebrates; chronic toxicity iIn the

pulmonate Lymnea. J.Environ. Pollut. 1979» 18» 51-70

/streszcz.z ASFA 1979» 9» nr 1-22/



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

- 98 -
)
Bringman G., Kuhn R.: Vergleichende Wasser toxikologische
Untersuchungen mit Bakterien, Algen und Kleinkrebsen.

Gesundheits Ing. 1959» 4» 115-120

Bringman G. Kuhn R.: Wassertoxikologische Untersuchungen
mit Protozoen ala Testorganismen. Gesundheits Ing.

1959, 8, 239-242

Buikema A.L.Jr, Benfield E_.F.: Use of macroinvertebrate

life history information In toxicity tests. J. Fish.. Res.

Bd Canada 1979, 56, 321-328

Buikema A.L. Jr »Niederlehner B.R., Caims J.Jr
Biological Monitoring. Part 1V - Toxicity testing.

Water Res. 1982, 16, 239-262

Cairns J.Jr : Bstimating hazard.'" Bioscience 1980, 30,

101-107

Cairns J.Jr : Fres/hwater biological monitoring s
Keynote address. FresHiwater biological monitoring.
Proceedings of a Specialised Conference bald in Cardiff
U.K. 12-14 September 1984 ed.D Pascoe, R.W. Bdwards,
Pergamon Press 1984, 1-14

Czarnowska K.: Zmiany zawartosci metali ciezkich w glebach
i roslinach z terenu Warszawy jako wskaznik antropo-
genizac™i SrodowiskajZeszyty Naukowe SGGW AR w Warszawie,

Katedra Gleboznawstwa Rozprawy naukowe 106,Warszawa 1978,

71 pp



23.

24 .

23*

26.

27.

28.

29.

30.

- 99 -

Czarnowska K., Czerwinski Z., Pracz J., Gworek B.,
Kusinska A., Zagorski Z.: Wkasciwosci fizykochemiczne
gleb m. todzi oraz sk#ad chemiczny materiatu roslinnego

cz.lll maszynopis SGGW Akademia Rolnicza, Warszawa 1978

Czarnowska K., Gworek B.: Liscie lipy - Tilia euchlora-
jako biowskazniki zanieczyszczen Srodowiska miejskiego
/doniesienie/. Katedra Gleboznawstwa SCGG7/ — AR w Warszawie

1987 /w druku /

Dojlido J., Praszkiawicz A., Stomczynska B.: Acute
toxicity of petrochemical wastes from Mazovian Refining
and Petrochemical Plant on uquatic organisms.® Arch.

Ochrony Srodowiska 1978, 1, 39-56

Doudoroff P., Anderson B.G., Burdick G.E.»Galtsoff P.S.,
Hart W.B.»Patrick R., Strong E.R., Suber E.W.:Van dorn W.M.:
Bio-assay for the evaluation of acute toxicity of industrial

wastes to fish,. Sew. Ind.Wastes 1951, 23, 1380-1397

Eaton J.G.: Chronic malathion toxicity to the bluegill

/Lepomis macrochirus Rafinesque/. Water Res. 1976,4,673-684

Smery R.M.s The comparative acute toxicity of cresol to two

benthic crustaceans. Water Res. 1970,4, 485-491

Einhey D.J.: Statistical method in biological assay.

Hafner Publis/hing Conpany, New York 1952, 468-490

Groba J.»Trzcinska B.s Wp4yw wybranych insektycydow fosforo-
organicznych 1 kaybaminianowych na pstrgaga teczowego Salino

gairdneri R. Bromat.Chem.Toksykol. 1979,12,1, 33-38



31.

32*

33.

34.

35#

36.

37.

- 100 -

Halsband E.: Stoérungeschwelle und Fluchtlaktion bei
Fischen unter der Einwirkung von Abwassergiften,

Inf.f. Fischwirt. 1962, 1/2, 23-24

Hanssen D.J.: DDT and Malathion: effect on salinity
selection by mosquitofish. Trans .Am_Fish.. Society

1972,2, 346-349

Hart W._.B.,Doudoroff P., Greenbank J.: The Evaluation

of the Toxicity of Industrial Wastes, Chemicals and
Other Substances to Fresk water Fishes. Waste Control
Laboratory, Atlantic Befining Co,»Philadelphia, Pa,1945,
317 PP

Hermanowicz w., Dozanska W., Dojjlido J., Koziorowski B.:
Fizyczno-chemiczne badanie wody i Sciekéw,Arkady Warszawa

1976, 846 ss

Hynes H_N.B.:The reproductive cycle of some British

freshwater Gammaridae.J.Anim_Ecol. 1955, 24,352-387

Ishio S.i1 Behavior of fish exposed to toxic substances.
Advancas in water pollution research.Proceedings of the
b
2-end international Conference held i1n Tokyoi0O.Jaag,

Pergamon Press Book 1964, 19-40

ISO 6341-1982 V/"ater Quality - Beterraination of ths
inhibition of the mobility of Daphnia magna Straus

/Cladocera, Crustacea/



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44 .

-101

ISO /DIS 7346/1,2,3 - 1y84 Wate* Auality -Determination
of the acute lethal toxicity of substances to a fresh-
water fish /Brachydanio rerio/ Hamilton - Buchanon/,
Teleosteir, Cyprinidae - Palt 1: Static method, Part 2:

semi-static method, Part 3: flow-through method

ISO/TC 147 /SC5/WG5 N 83 - 1984 Draft method.Algal Growth
Inhibition Test. Determination of toxic effect/of Chemical
compounds /on the growth of a fres/hwater algae Scenedesmus

subspicatus Chodat

ISO/TC 147/3C 5/WG5- 1984 Draft method.Determination of
toxic effects /of Chemical compounds/ on the growth of

a marine diatom : Skeletonema costatum

IBO/TC 147/SC 5/MGr 3 N 33 - 1984 Draft method.Determination

of the acute toxicity with Poecilia reticulata

Iversen T_.M.,Jessen J.1 Life-cycle, drift and production
of Gammarus pulex L./Amphipoda/ in a Danish spring«

Preshwat._.Biol. 1977, 7, 287-296

Jackson H.W., RBrungs W.A.: Biomonitoring of industrial
effluents. Proc.21 st.Ind.Conf.Purdue University.,

Eng.Ext.Bull.1966, 121, 117 pp

Jazdzewski K.: Notatka o skorupiakach rzeki Biebrzy.

Zesz_Nauk. Ut ser.ll 1970, 40,47-55



- 102

45* Jazdzewski K.: Morfologia, tgksonomia 1 wystepowanie

46.

47.

48.

49.

50.

51*

w Polsce kietzy z rodzajéw Gammarus Eabr. i Chaetogammarus
Mart./Crustacea, Amphipoda/ Praca habilit. Acta Univ.

Lodziensis 1975» 185 ss

Judy R.D.Jr; The acute toxicity of copper to Gammarus
fasciatus Say, a freshwater amphipod.Bull. Snviron.

Contam.Toxicol 1979, 21, 219-224

Kaminski A.: Wielotestowa charakterystyka toksykodynamiczna
trucizn owadobdjczych na zwierzetach zimnokrwistych.

Zesz. Probi .Post_.Nauk RoIn.1964, 51, 137-140

Kaminski A.: Biologiczna analiza testowa Sladowych ilosci
trucizn esterazy cholinowej na hodowanych skorupiakach

wodnych.Wojsk.Inst_Hig.Bpid.Warszawa 1966, 19-49

Kaminski A.: The Use of Biological Tests for the Bxamination
of Pesticides. Pure and Applied Chemistry 1975» 42, 1-2
235-284

Kenaga B.P.: Aquatic test organisms and methods useful £or
assessment of chronic toxicity of Chemicals. Analyzing the
Hazard Evaluation Process ed.K.L. Dicksnn, A.W_Maki,
J.Cairns Jr »American Fisheries Society, Washington DC

1979, 101-111

Kingsburg R.W.S.M., Rees C.P.s Rapid biological methods
for continuous water quality monitoring.Effluent and

Water Treatment Journal 1978, 7, 319-551



52.

53*

34.

53*

36.

57,

58,

59,

Kinne 0.: Growth, moulting f-requancy, heart beat,number
of egga, and incubation time In Gammarus zaddachi exposed

to different environment. Crustaceana 1961,2, 26-36

Konecka-Batley K., Czarnowska K.»Czerwinski Z.»Janowska S
Kepka M., Pracz J., Russel S.: Uwarunkowania glebowe do
projektu zespotu osiedli mieszkaniowych w Biatotece
Dworskiej w Warszawie. Czdowiek 1 Srodowisko 1982, 6/3-4/

371-402

~Nabat R., Pequignot J., Chatelet A.: Action toxique du
cuivre sur las branchies de carpe /Cyprinus carpio/.

Annls.Limnol. 1974, 10, 109-114

Lemke A_.E., Mount D.l.: Some effects of alkyl benzene
sulfonate on the bluegill, Lepomis macrochirus. Frans.Am

Fish. Soc. 1963, 92, 372-378

tukjanienko W.I1.: Toksykologia ryb FWRiIL .Warszawa 1974,
315 s

Mc Kim J.M.: Evaluation of tests with early life stages
of fish for predicting long term toxicity.J.Fish_Res.
Bd Canada 1977, 34, 1148-1154

Mc Kim «T.X.,Benoit D.A.: Effects of Long-Term Exposures
to Copper on SurVival, Growth and Reprod/uction of Brook
Trout /Salvelinus fontinalis/ J.Fish. Res.Bd Canada

1976, 28, 655-662

Metals 1n the Environment .ed.H.A_Waldron,Academic Press

1980, 111-132



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

- 104

Mount D.I., Brungs W.A.: A. simplified dosing apparatus

fol fish, toxicology studies.VJater Res. 1967» 1» 21-29

Mount D.l., Stephan C.E.: A Method for Sstablishing

Acceptahle Toxicant Limits for Fish - Malatfion and
Butoxy-ethanalEster of 2,4-D. Trans.Am.Fish.Soc.1967»

96, 185-193

Mount D.l., Stephan C.E.: Chronic toxicity of copper to
the fathead minnow /Pimephales promelas Rafinesque/

in soft water .J.Fish.fies.Bd Canada 1969,26, 2449-2457

Moore J.W.: The role of algae in the diet of Asellus

aquaticus L. and Sammarus pulex L. J. Anim.ucol.

1975, 44,719-729

Moore J.W., Ramamoorthy S.: Heavy Metals in Natural Waters.
Applied Monitoring and Impact Assessment. Springer Verlag

1984, 268 pp

Muirhead-Thomson R.C.: Lethal and behavioural impact of
permethrin /NHDC143/ on selected stream macroinvertebrates.

Mosq, -News 1978:, 38, 185-190 /Streszcz. z A3FA 1979,9, nr 2/

Nebeker A.V., Puglisi F.A.: Effect of polychlorinated
biphenyls /PCB*s/ on survival and reproduction Daphnia,
Gammarus and Tonytarsus. Trans.Amer.Fish.Soc. 1974, 103

722-728

Nilsson L.M.: Incubation time, growth and mortality of the
amphipod Gammarus pulex under laboratory conditions.

Otkos 1977, 29, 93-98



68.

69.

70%*

71.

72.

73*

74.

75.

105 -

Oseid D.M.,Smith. L.L.: Chronic toxicity of hydrogen
sulfide to Gammarus pseudolimnaeus. Frans. Amar.Fish.

Soc. 1974, 103, 819-022

Pequignot J.,Labat R.,Chatelet A.: Action du sulfata de
cuivre sur®"les cellules a mucus da I1’alevin de truite

/Saimo irrideus/.J.j5urop."£oxieo;L. 1975, 8, 52-56

Pickering Q.H.s Chronic toxicity of nickel to the fathead

minnow.J.WPCF. 197446, 760-765

Pickering Q.H.,Gast M.H.: Acute and chronic toxicity of
cadmium to the fathead minnow /Pimephales promelas/J.Fish.

Res.Bd Canada 1972,29, 1099-1106

Pinkster S e,SmithH.Brandse-de long N.: The introduction
of the alien amphipod Gammarus tigrinus Saxton,1939,in the
Netherlands and 1ts competition with iIndigenous species.

Crustaceana Suppl.1974, 4» 91-105

Polska Norma PN-72C-04610 ark. 03. Woda i Scieki. Badania
toksycznosci zanieczyszczen dla organizméw wodnych.
Oznaczanie toksycznosci ostrej na rozwielitce duzej

/Daphnia magnha/. 1972

Polska Norma PN-72C-04610 ark. 04. Woda i Scieki. Badania
toksycznosci zanieczyszczen dla organizméw wodnych.
Oznaczanie toksycznosci ostrej na gupiku /Lebistes

reticulatus/, 1972

Polska Norma W-74C-04610 ark. 05. Woda i Scieki. Badania
toksycznosci zanieczyszczen dla organizméw wodnych.

Oznaczanie toksycznosci ostrej na glonie Chlorella, 1974



- 106

76. Prost M., Sopinska A.: Reakcja komérek sSluzowych karpia
/Cyprinus carpio L./ na dziatanie insektycydu jako
indykator biologiczny skazenia wody. Medycyna Wet.

1964, 40, 264-267

77* Prost.M., So.pinska A., Lutnicka H., Niezgoda J,,Jamroz M*:
Ustalenie indeksu komérek nabdonkowych oraz zmian w
skrzelach ryb pod wpdywem szkodliwych czynnikéw Srodowiska

wodnego. PR-7.01.07.05., Warszawa 1981» maszynopis, 16ss

78. Scherer R., Nowak 3.: Apparatus for recording avoidance

movements of fish.J.Fish. Bes.Bd Canada 1975, 50,1594-1596

79. Sexton S.W.: On the rearing and breeding of Gammarus 1in

laboratory conditions.J.Mar_Biol _Ass.U.K. 1928,1 5, 55-55

80. Sladefek Pjerdingstad E., Kawkes H.A.: Manual on
analysis for water pollution control,chapter 8: Biological
examination, WHO, Regional Office for Europe, Long-term
Programme in Environmental Pollution Control in Europe

1975, 280pp

81. Solski A.: Ocena herbicydéw dla celdéw rybackich. Zesz.

Nauk.OTPN 1968, 8, 61-126

82. Solski A.: Niektdére uwagi do metodyki oceny toksycznosci
herbicydoéw.Zesz .Nauk.WSR. Zootechnika Wroctaw 1968, 15»
75, 227-256

85. Solski A*: Metodyka badan biotoksykologicznych w Srodowisku

wodnym IMiGl, Wrocdaw 1977» maszynopis, 49ss



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

- 107 -

Solski A.: Metody okreslania toksycznosci pestycydow
w Srodowisku wodnym. Materiaty sesji naukowej “*¥phw
pestycydow na wody powierzchniowe”; PUJT,Warszawa 1970,

144-139

Spraque J.B.: Measurement of pollutant toxicity to fish
- I. Bioassay methods for acute toxicity. Water Bes.1969,

3, 793-821

Spraque J.B.; Measurement of pollitant toxicity to fish
-111. Sublethal effects and safe” concentration.Water

Bes. 1971, 5, 245-266

Spraque J.B.s Current status of sublethal tests of
pollutants on aquatic organisms. J.Fish; Bes.Bd.Canada

1976, 33, 1988-1993

Spraque J.B.: Drury D.F.: Avoidance reaction of salmonid
fish to reprasentative pollutants. Proceedings of the
4th 1nternational Conference held 1n Praque 1969. ed.

S.H.Jenkins, Pergamon Press,Oxford, New York, 1969,169-179

Standard Methods Por the Sxamination of _Vater and

Waste/water . APHA, AW/A, WFCF 14th ed.1975, 1193 pp

Steele D.H., Steele V.J.: The biology of Gammarus/Crustacea
Amphipoda/, i1n the northwestern Atlantic.VIl. The duration
of erabryonic development in five species at various

temperatures. Can.J.Zool.1973, 31, 995-999



- 108 -

91« Stephan C .5,,Mount D.1.: Use of Toxicity Test with Fish

92.

93.

94.

95.

96.

97.

in Water Pollution Control. Biological Methods for the

Assessment of Water Quality.ASTM 528, 1975» 164-177

ST S3V 5077-81 Ochrona priody.Gidrosfera.Trehovanija
k ochrane poverchnostnych 1 podzemnych vod ot zagraznenija

pesticidami 1981

Summerfeit H., Lswis W.M.: Pepulsion of green sunfish by

certain Chemicals. J._WPCF 1967»59» 2050-2058

Sutcliffe D.W. ,Carrick T.H., Willoughby L.G.: Effects
of diet, body size, ago and temperature on growth rates
in the amphipod Gammarus pulex.Freshwat. Biol. 1981,11
183-214

Symons 1.M.: Simple continuous flow, low and variable

rate pump.J.7/PCP 1963» 11» 1460-1485

Timmes A_.M., Kleerekoper H.s Locomotor response of goldfish
and largemouth bass to a copper-polluted mass of water >

in an open field. Wat.Hesour.Bes.1972, 8, 1574-1580.

Unificirovannyje metody issledovanija kacestva vod.

Cast: 11l1._Metody biologiceskogo analiza vod.lzdanie tret’e
Sovet Ekonomi6eskoj Vzaimpomo$éi. SovesOanie rukovoditelej
vodochozjajstvennych organov stran -clenov SSV.

Moskva 1976, 69-154



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

109 -

Unificirovannyje metody issledovanija kadestva vod.

Gast” 1. Metody chimideskogo analiza vod. t.2. Metody
atomno-absorbcjonnnj spektrofotometrii. lzdanie detvertoja
Sovet Skonomiceskoj v"zaimpomodOi. Soveddanie rukovoditelej
vodochozjagstvennych organou stran - clenov SMV

Moskva 1983, 126pp

Warner N.S.: Bio-assays for microchemical environmental
contaminants: with special reference to water supplies.

Bull. wWid. HIth.Org.. 1967, 36, 191-207

Warner B_E.,Peterson K.K., Borgman L.: Behavioural
pathology in fish: a quantitative study of sublethal

pesticide toxication.J.App.lcology 1966, 3, 223-247

Water Quality Crifceria of 1972. National Academy of
Sciences and National Academy of Sngineering.US SPA,

Washington N.C./SPA-B3-73--033/ 1973, 597PP

Weber S.: Grundriss der biologischen Statistik fiur

Naturwissenschaftler Landwirte und Mediziner Jena 1961

Welton J.3., Clarke R.f.: Laboratory studies on the
reproduction and growth of the amphipod Gammarus pulex/L_./

J. Anim.Ecol.1980, 49, 581-592

Williams K.,Green D.,Pascoe D.: Toxicity testing with
freshwater macroinvertehrates: methods and application

in environmental management.Freshwater biological monitorin,
Frocerdings of a Specialised Conference held in Cardiff U.K.
12-14 September 1984, ed.D.Pascoe,3.W."Edwards,Pergamon
Press 1984, 81-91



105.

106.

107.

108.

109.

110.

110

Willoughby L.G., Sutcliffe D.W.: Experiments on feeding

and growth ot the amphipod Gammarus pulex /L./ related

to its distribution in the River Duddon.Freshwat.Biol.

1976, 6, 577-586

Woltering D.M.: The growth response iIn fish chronic and
early life stage toxicity test: a critical review.Aquat.

Toxicol .1984, 5, 1-21 -

Wéjcik J.: Zastosowanie aparatu do pomiaru aktywnosSci
ruchowej organizméw wodnych w badaniach toksykologicznych

Wiadomosci Ekologiczne 1981, 27, 175-184

Wroblewski R.J.: Fizjologiczna i behawioralna charakte-
rystyka wp4ywu chlorofenvinphosu na ryby/lLebistes reti-
culatus Peters./. Praca doktorska. Instytut Ekologii PAN,
Zaktad Bioenergetyki Ekologicznej, Dziekandow LesSny

k/Warszawy 1977

Wuhrman K., Woker H.: Vergiftungen der aquatischen Fauna
durch Gewasserverunreinigungen. Werh.Int.Ver._Limnol.

1958, 13, 557-583 ,

Zatgcznik nr 1 do Rozporzadzenia Rady Ministrow z dnia
29 listopada 1975 r /poz. 214/. Wielkosci dopuszczalnych
zanieczyszczen sSrédladowych wéd powierzchniowych.

Dziennik Ustaw PRL 1975 ut 41%?poz. 214



TW

9*

10.

- 111

SPIS TAB3L

Zalety 1 wady testu ostrego prowadzonego w warunkach

statycznych 1 dynamicznych wg Buikema 1 wsp. 1982

. Wspétczynniki stosowalnosci uzyskane eksperymentalnie

wg Water Quality Criteria of 1972

Nest ostry - Smiertelnos¢ osobnikéw dorostych G.varsoviensis

w klasie wielkosSci 11-12 mm

"Yest ostry - Smiertelnos¢ osobnikéw mfodych G.varsoviensis

w klasie wielkosci 3-4 mm

Test chroniczny - aktywno$¢ pokarmowa osobnikoéw dorosdych

G.varsoviensis w klasie wielkosci 11-12 mm

lest chroniczny - przezy”atnos¢ osobnikéw dorostych

G.varsoviensis w klasie wielkosci 11-12 mm -

Test chroniczny - aktywno$¢ pokarmowa osobnikéw dorosdych

G.varsoviensis w klasie wielkosci 9-10 mm

Test chroniczny - przezywalnos¢ osobnikéw dorostych

G.varsoviensis w klasie wielkoSci 9-10 mm

Test chroniczny - wartosci wspoédczynnika pokarmowego
uzyskane dla osobnikéw dorostych G.varsoviensis w dwoéch

klasach wielkosSci

Test chroniczny - aktywnos¢ pokarmowa osobnikow

G.varsoviensis bedgcych na granicy dojrzatosci piciowej

w klasie wielkosci 8-9 mm
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12.

13.

14.

15.

16.

17«

18.

19.

20a.

20b.
21a.

21b.
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Test chroniczny - przezywalnosé osobnikéw G.varsoviensis
bedacych na granicy dojrzatosci pdciowej w klasie

wielkosSci 8-9 nim

last chroniczny - wartosci wspodczynnika pokarmowego
uzyskane dla osobnikéw G.varsoviensis bedacych na granicy

dojrzatosci piciowej w klasie wielkosci 8-9 nim

Test chroniczny - aktywnos¢ pokarmowa osobnikéw mdodych

G.varsoviensis w klasie wielkosci 2-3 mm

Tast chroniczny - przezywalnosé osobnikédw miodych

G.varsoviensis w klasie wielkoSci 2-3 mm

Test chroniczny - aktywnosS¢ pokarmowa osobnikédw mdodych

G.varsoviensis w klasie wielkosSci 4-5 mm

Test chroniczny - przezywalnos$é osobnikéw miodych

G.varsoviensis w klasie wielkosci 4-5 mm

Test chroniczny - aKtywnos$¢ pokarmowa osobnikédw mdodych

G.varsoviensis w klasie wielkoSci 6-7 mm

Test chroniczny - przezywalnosé osobnikéw mdodych
G.varsoviensis w klasie wielkosci 6-7 mm
Tgst chroniczny - wartosci wspodczynnika pokarmowego

uzyskane dla osobnikéw mbodych G.varsoviensis w trzech
klasach wielkosci

Tost chroniczny -reprodukcja pokolenia rodzicielskiego P
G.varsoviensis

Test chroniczny- reprodukcja pokolenia G.varsoviensis

Test chroniczny -reprodukcja pokolenia rodzicielskiego ?°
G.varsoviensis

Test chroniczny-reprodukcja pokolenia p§ G.varsoviensis
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SP1S BTSUNKOW

Schemat systemu decyzyjnego do oceny zagrozenia Srodowiska

wodnego wg Cairnsa 1980

Badanie trwatosci toksykanta wg Sterna i Walkera 1978

Schemat komory testowej

. Ogélna 1l1os¢ pobranego pokarmu, Sredni przyrost ciezaru

ciata oraz wspotczynnik pokarmowy dla G.varsoviensis

- osobniki doroste

Ogélna ilos¢ pobranego pokarmu, Sredni przyrost ciezaru
oiata oraz wspoétczynnik pokarmowy dla G.varsoviensis

- osobniki bedace na granicy dojrzatosci piciowej

Ogélna ilos¢ pobranego pokarmu, Sredni przyrost ciezaru
ciata orhz wspdétczynnik pokarmowy dla G.varsoviensis

- osobniki mfode

Wp4yw chromu Cr na aktywnosS¢ pokarmowa G.varsoviensis

na podstawie wspodczynnika pokarmowego

Pokolenie - wystepowanie legéw G.varsoviensis o0 okres-

lonej liczebnosci osobnikéw mbodych w badanych stezeniach

ehromu Cr

. Pokolenie - Srednia liczebnos¢ osobnikéw miodych

w legu G.varsoviensis w badanych stezeniach chromu Cr/+

Pokolenie F2 - wystepowanie legow G.varsoviensis o okres-

lonej liczebnosci osobnikéw miodych w badanych stezeniach

chromu Cr6+
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Pokolenie ?2 ~ Srednia liczebnos¢ osobnikéw mdodych

w legu G.varsoviensis w badanych stezeniach chromu ¢r6+

Pokolenie R - wystepowanie legbw G.varsoviensis o0 okres-
lonej liczebnosci osobnikéw modych w badanych stezeniach

chromu Cr

Pokolenie 1§ - Srednia liczebnos¢ osobnikédw mdodych

w legu G.varsoviensis w badanych stezeniach chromu Cr/™+

Pokolenie “ wystepowanie legbw G.varsoviensis o0 okres-
lonej liczebnosci osobnikéw mdodych w badanych stezeniach

chromu Cr

Pokolenie * Srednia liczebnos¢ osobnikéw miodych

w legu G.varsoviensis w badanych stezeniach chromu Cr6+.
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9. SPIS FOTOGRAFII

1. Biofiltr stuzacy do uzdatniania wody wodociggowej

2 . Zestaw do badan toksycznosci chronicznej - komory testowe

w gtebi, system dozujacy na pierwszym planie

5. Wylinka samicy G.varsoviensis wraz z czterema zdegenerowa-
nymi zarodkami - test chroniczny, reprodukcja pokolenia

rodzicielskiego P, stezenie 94 kig/dm™Cr6+

4. Zdegenerowane zarodki G.varsoviensis - test chroniczny,
reprodukcja pokolenia rodzicielskiego P, stezenie

94 >ug/dm™Cr™+

5. Wylinka samicy G.varsoviensis wraz z dwoma zdegenerowanymi
zarodkami-test chroniczny, reprodukcja pokolenia F™,

stezenie 27 jag/dm™Cr6+

6 . Samica G.varsoviensis po wylince z pozostatymi zarodkami
w komorze legowej - test chroniczny, reprodukcja pokolenia

], stezenie 27 >ug/dm™Cr™+ .






