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Pestycydy – współczesne zagrożenie
Pestycydy to związki chemiczne, które można skla-

syfikować ze względu na ich właściwości: fizyczne, 
chemiczne, spektrum działania oraz bezpieczeństwo 
– klasy toksyczności ostrej (10, 40). Pierwotnie zakła-
dano, że stosowanie pestycydów nie będzie wiązało się 
ze szkodliwością dla człowieka, zwierząt oraz środowi-
ska naturalnego. Jednakże ich wieloletnie stosowanie 
ujawniło negatywne skutki odziaływania tych związ-
ków na organizmy żywe (10, 41). Pestycydy łatwo 
rozprzestrzeniają się w ekosystemie, w wyniku dzia-
łania takich czynników, jak wiatr czy deszcz. Podczas 
rozpylania nad terenami rolniczymi pestycydowych 
środków chemicznych, ulegają one wraz z  prądami 
powietrza przemieszczeniu na odległe tereny, stano-
wiąc jedno z najpoważniejszych zagrożeń dla środo-
wiska, zwierząt oraz ludzi (10, 11, 41). W badaniach 
nad wpływem działania metyksochloru – pestycydu 
z  grupy chlorowanych węglowodorów, na funkcje 
rozrodcze samców szczurów wykazano, że związek 
ten może powodować nasilenie stresu oksydacyjnego, 
peroksydacji lipidów oraz obniżenie aktywności enzy-
mów przeciwutleniających (24). W wyniku działania 

pestycydów zwiększa się ilość wolnych rodników 
w organizmie, która wyzwala zmiany w metabolizmie 
różnych związków w  tym DNA, doprowadzając do 
jego uszkodzeń. Zmiany te mogą prowadzić do róż-
nych chorób neurodegeneracyjnych, takich jak choroby 
Alzheimera czy Parkinsona (13). Ekspozycja organi-
zmu na pestycydy może doprowadzić do uszkodzenia 
narządów, w szczególności tych o budowie miąższo-
wej, powodować upośledzenie funkcjonowania układu 
nerwowego, odpornościowego, jak również przyczynić 
się do wystąpienia mutacji w materiale genetycznym 
komórek (13, 41). Organizmy żyjące w środowisku 
wodnym są stale narażone na zanieczyszczenia do-
cierające z  terenów uprawnych lub przemysłowych. 
W wyniku źle zaprojektowanych składowisk odpadów 
czy systemów melioracyjnych lub nieodpowiednie-
go stosowania środków ochrony roślin na terenach 
uprawnych, pestycydy przedostają się do środowiska 
wodnego. W tabeli przedstawiono najczęściej wystę-
pujące pestycydy w środowisku wodnym. Pestycydy 
ulegają bioakumulacji nie tylko w organizmie ryb, ale 
również małży i pozostałych bezkręgowców żyjących 
w środowisku wodnym (9). Indukowany przez pesty-
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cydy stres oksydacyjny, a także obniżenie aktywności 
enzymów chroniących przed nim przyczyniły się do 
zwiększenia peroksydacji lipidów błon komórkowych 
wątroby u ryb (27, 34). W mózgu ryb pod wpływem 
działania chlorpyrifosu – pestycydu fosforoorganiczne-
go – zaobserwowano zmniejszenie aktywności enzymu 
acetylocholinoesterazy odpowiedzialnego za rozkład 
neuroprzekaźnika – acetylocholiny na cholinę i resztę 
kwasu octowego. Przyczynić się to może do zaburzenia 
kaskady reakcji na poziomie ośrodkowych i obwodo-
wych układów neurohormonalnych, co może spowo-
dować nieprawidłowe zachowania behawioralne (35). 
Rybie zarodki, które były narażone na ekspozycję pe-
stycydów, później osiągały dojrzałość płciową, a także 
wykazywały zaburzenia w działaniu szlaków sygna-
łowych związanych z  reprodukcją (27). Wykazano, 
że pestycydy działają teratogennie na zarodki ryb, 
powodując ich deformację, a  także przyczyniają się 
do dużej śmiertelności narybku (27). W doświadczeniu 
przeprowadzonym przez Mhadhbi i Beiras (28) badano 
wpływ insektycydów (chlorpyrifos, dieldryna, diazi-
non, pirymifos metylowy) oraz herbicydów (alachlor, 
atrazyna, diuron) na rozwój zarodkowy oraz larwalny 
ryb z  gatunku turbot (Psetta maxima). Wykazano, 
że badane insektycydy oraz herbicydy powodowały 
znaczy wzrost śmiertelności zarodków ryb. Ponadto, 
zaobserwowano wystąpienie wad morfologicznych 
u zarodków oraz larw ryb, w szczególności były to 
deformacje szkieletu, obrzęk osierdzia oraz zmiany 
w budowie woreczka żółtkowego (28).

Zastosowanie testu kometkowego w ocenie stopnia 
uszkodzenia struktury DNA organizmów wodnych 

spowodowanego działaniem pestycydów
Test kometkowy to jedna z metod badawczych wy-

korzystująca techniki elektroforetyczne, która umoż-
liwia badanie uszkodzeń struktury DNA. Metoda ta 
została wprowadzona w  latach 70. ubiegłego wieku 
i  od tego czasu uległa wielu modyfikacjom, dzięki 
którym ciągle cieszy się sporym zainteresowaniem 
w środowisku naukowym. Ponadto, względnie niskie 
koszty związane z tą metodą oraz krótki czas uzyskania 

wyników przemawiają za jej dalszym stoso-
waniem w  badaniach (7). Wykorzystywana 
jest w badaniach nad mechanizmami powsta-
wania uszkodzeń oraz naprawy struktury DNA 
w komórkach jak: leukocyty (33), limfocyty 
(40), jądrzaste erytrocyty (2), spermato-
cyty (37) oraz inne jądrzaste komórki (7). 
O stopniu uszkodzenia struktury DNA przez 
czynniki toksyczne informuje analiza tzw. 
komety, której „ogon” powstaje w  wyniku 
przemieszczenia się fragmentów nici DNA 
w żelu agarozowym w wyniku rozdziału elek-
troforetycznego, zaś „głowę” komety stanowi 
unieruchomiona komórka przed lizą (15, 16). 
Do oceny poziomu uszkodzeń DNA niezbędne 

jest użycie programu komputerowego służącego do 
analizy obrazu, dzięki któremu mierzona jest długość 
„ogona”, jak również ilość zawartego w nim DNA (22). 
W  ostatnich latach metoda ta została wykorzystana 
w  badaniach z  zakresu ochrony środowiska w  celu 
monitorowania występowania czynników fizycznych 
i chemicznych, głównie jako strategia oceny ryzyka 
ekotoksykologicznego (17, 23, 26, 29). Jednakże test 
kometkowy nie jest jedyną metodą stosowaną w celu 
oszacowania względnej toksyczności różnych szkodli-
wych związków na faunę i florę środowiska wodnego 
(2, 6, 21, 29, 36) oraz osadów dennych rzek i jezior 
(23). Należy do nich również zatwierdzony przez 
Europejskie Centrum Walidacji Metod Alternatywnych 
(ECVAM) test mikrojądrowy stanowiący alternatyw-
ną metodę testu aberracji chromosomowej (5, 21) 
oraz zgodny z wytycznymi Organizacji Współpracy 
Gospodarczej i  Rozwoju (OECD) test toksyczności 
ostrej dla ryb (39). Przykładem badania nad oceną ge-
notoksyczności pestycydów u organizmów środowiska 
wodnego, w którym wykorzystano test kometkowy, 
jest doświadczenie przeprowadzone przez Cavasa 
i współautorów (3). Badali oni wpływ cytogenetyczny 
i genotoksyczny glifosatu będącego głównym składni-
kiem preparatu Roundup® względem erytrocytów ryb 
z gatunku karaś chiński (Carassius auratus L.). Glifosat  
jest nieselektywnym herbicydem wykorzystywanym 
w rolnictwie do hamowania wzrostu niepożądanych 
chwastów oraz roślin. Związek ten jest wysoce roz-
puszczalny w wodzie, przez co łatwo może przemiesz-
czać się wraz z wodami opadowymi z pól uprawnych 
do środowiska wodnego, stanowiąc duże zagrożenie 
dla zamieszkujących je organizmów. Ryby z  grupy 
kontrolnej negatywnej były utrzymywane w odchlo-
rowanej wodzie z kranu, zaś ryby z grupy kontrolnej 
pozytywnej traktowano cyklofosfamidem – związkiem 
chemicznym o  działaniu cytostatycznym, w  dawce 
5 mg/l. Ryby z grup doświadczalnych były narażone 
na glifosat w dawkach 5, 10 i 15 mg/l. Pobrano od ryb 
krew z żyły ogonowej do badań drugiego, czwartego 
oraz szóstego dnia po ekspozycji na glifosat. Rezultaty 
testu kometkowego wykazały wzrost częstotliwości 

Tab. 1. Wykaz najczęściej występujących pestycydów w wodach po-
wierzchniowych rzek i jezior

Nazwa Wzór chemiczny Rodzaj Źródło

Atrazyna C8H14ClN5 herbicyd (12, 19)

Bifentryna C23H22CIF3O2 insekcyd (35)

Cyproconazol C15H18CIN3O fungicyd (35)

Dichlorodifenylotrichloroetan – DDT C14H9Cl5 insekcyd (8, 18)

Endosulfan C9H6Cl6O3S insekcyd (18)

Fluometuron C10H11F3N2O herbicyd (30, 32)

Prometryna C10H19N5S herbicyd (30, 32)

Propiconazol C15H17Cl2N3O2 fungicyd (1, 30)

Tebuconazol C16H22ClN3O fungicyd (30, 4)



Med. Weter. 2021, 77 (4), 189-192 191

pęknięć mikrojąder i nici DNA u ryb z grup doświad-
czalnych w  porównaniu z  rybami grupy kontrolnej 
(3). Cavas (2) w swoich kolejnych badaniach z wy-
korzystaniem testu kometkowego skupił się na ocenie 
toksycznego wpływu 98% atrazyny oraz komercyjnego 
herbicydu Gesaprim® zawierającego w swoim składzie 
atrazynę o stężeniu 500 mg/ml na obwodowe erytrocy-
ty ryb z gatunku karaś chiński (Carassius auratus L.). 
Zastosował trzy stężenia badanych substancji, kolejno 
5, 10 i  15 µg/l. Wykazał on, że wraz ze wzrostem 
stężenia w wodzie herbicydu zawierającego atrazynę 
oraz wydłużeniem czasu ekspozycji następuje wzrost 
częstotliwości pęknięć mikrojądra oraz nici DNA 
erytrocytów obwodowych, w porównaniu do zastoso-
wania czystej atrazyny (2). W zaproponowanym przez 
Sharma (36) doświadczeniu wykonanym na rybach 
z gatunku bagr kobaltowy (Mystus vittatus) wykazano 
negatywny wpływ endosulfanu należącego do grupy 
insektycydów chloroorganicznych na organizmy ryb 
oraz potwierdzono przydatność testu kometkowego do 
badań laboratoryjnych in vivo. W tym doświadczeniu 
wykorzystano różne stężenia endosulfanu (0,20 µg/l, 
0,25 µg/l i 0,50 µg/l), którymi traktowano pobrane od 
ryb komórki skrzeli, nerek oraz erytrocytów. Wyniki 
badań wykazały, że wszystkie użyte stężenia endosul-
fanu wpływają negatywnie na strukturę DNA komórek 
ryb, jednak największy stopień uszkodzenia struktury 
DNA występuje pierwszego dnia ekspozycji (36).

Procedury testu – możliwości i ograniczenia
Prawidłowe otrzymanie wyników badań z wykorzy-

staniem testu kometkowego uzależnione jest od prze-
prowadzenia poszczególnych etapów, przygotowania 
próbki badanej, sprzętu oraz odczynników. Zazwyczaj 
test kometkowy przeprowadza się zgodnie z procedu-
rą zaproponowaną przez Hartmann oraz Speit (14), 
Klaude i wsp. (20) oraz Singha i współautorów (38), 
jednak procedura ta może podlegać modyfikacjom. 
Początkowy etap testu jest bardzo istotny, ponieważ 
nieprawidłowe przygotowanie szkiełek mikroskopo-
wych może powodować brak trwałego przylegania 
warstwy nałożonej na nie agarozy o normalnej tempe-
raturze topnienia. Szkiełka powinny być prawidłowo 
oczyszczone za pomocą 98% roztworu metanolu lub 
etanolu, a następnie opalone nad płomieniem palnika. 
Powszechnie wykorzystuje się dwie metody nakła-
dania agarozy. Pierwsza polega na nałożeniu kropli 
agarozy na szkiełko mikroskopowe i roztarciu jej za 
pomocą szybkiego ruchu wykonanego drugim szkieł-
kiem mikroskopowym. Druga metoda jest łatwiejsza 
do wykonania, polega ona na zanurzeniu szkiełka 
w zlewce wypełnionej ciekłą agarozą o temperaturze 
37°C, która umieszczona jest w  łaźni wodnej o  tej 
samej temperaturze. Po zanurzeniu szkiełka mikrosko-
powego jego dolną stronę przeciera się ligniną w celu 
oczyszczenia. Tak przygotowane szkiełka odkłada 
się do cieplarki o temperaturze 30°C na około 6 go-

dzin, lub pozostawia na 24 godziny w temperaturze 
pokojowej w celu wysuszenia. Następnie wcześniej 
pobrany materiał badawczy mieszany jest z  agaro-
zą o  niskiej temperaturze topnienia i  nakładany na 
szkiełka mikroskopowe pokryte zastygniętą agarozą. 
Tak przygotowane próbki są umieszczane w zlewce 
zawierającej roztwór lizujący (2,5 M NaCl, 100 mM 
EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100) o  pH = 10. 
Liza przeprowadzana jest w temperaturze 4°C, przez 
minimum 2 godziny do maksymalnie 24 godzin, w za-
leżności od wielkości badanego materiału. Kolejno 
przeprowadza się elektroforezę (300 mA; 0,8 V/cm) 
w  temperaturze 4°C, przez 30 minut. Zalecane jest 
przed rozpoczęciem elektroforezy pozostawienie 
szkiełek wraz z  badanym materiałem w  roztworze  
do elektrolizy (300 mM NaOH; 1 mM EDTA) 
o pH = 10, przez 30 minut. Po elektroforezie prób-
ki płukane są w  roztworze neutralizującym (0,4 M 
Tris, stężony HCl, podwójnie destylowana woda) 
o pH = 7,5. Test kometkowy powinien być wykonywa-
ny w warunkach z ograniczonym dostępem do światła, 
ponieważ światło słoneczne powoduje uszkodzenie 
materiału genetycznego. Do wizualizacji materiału 
genetycznego wykorzystuje się takie barwniki jak 
DAPI, SYBR Green, bromek etydyny oraz azotan 
srebra, które nakłada się na szkiełka z  materiałem 
badawczym i ogląda pod mikroskopem epifluorescen-
cyjnym lub mikroskopem świetlnym w zależności od 
użytego barwnika (14, 15, 20, 22, 38). Do analizy za-
wartości procentowej DNA w kometach wykorzystuje 
się szeroko dostępne programy komputerowe takie jak 
darmowy program do analizy zdjęć CASPlab (http://
casplab.com/) (15, 22).

Podsumowanie
Mimo wielu ograniczeń prawnych oraz wprowadze-

nia programów dotyczących zmniejszenia stosowania 
pestycydów w rolnictwie na terenach państw człon-
kowskich Unii Europejskiej, problem związany z po-
zostałości pestycydów stosowanych w XXI w. jest na-
dal obecny. Niesie on duże zagrożenie dla wszystkich 
gatunków zwierząt, powodując uszkodzenia narządów 
miąższowych, układu nerwowego, odpornościowego 
oraz hormonalnego. Pestycydy mają dużą zdolność do 
bioakumulacji w tkankach zwierząt, w szczególności 
w tkance tłuszczowej, dlatego obecnie prowadzonych 
jest wiele badań z wykorzystaniem różnych metod ana-
lizy chemicznej w celu określenia ilości pozostałości 
pestycydów w tkankach oraz wpływu tych związków 
na organizmy żywe (25). W ocenie toksyczności spo-
wodowanej pozostałościami pestycydów w łańcuchu 
troficznym skuteczne okazało się wykorzystanie testu 
kometkowego. Test ten okazał się szybką oraz czułą 
metodą służącą do identyfikacji uszkodzeń struktury 
DNA. Dodatkowo test kometkowy cieszy się dużym 
zainteresowaniem nie tylko w badaniach nad oceną 
genotoksyczności pestycydów, ale również wpływem 
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obecności innych zanieczyszczeń zawartych w  osa-
dach dennych rzek i jezior na organizmy wodne (6, 23), 
dlatego wykorzystanie testu kometkowego w  bada-
niach z zakresu ekotoksykologii oraz biomonitoringu 
środowiska wodnego jako metoda badawcza wydaje 
się niezbędna (21, 31).
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