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C.20. ROZMNAZANIE ROZWIELITKI (Daphnia magna sp.)
1. METODA
1.1. Wprowadzenie

Glownym celem ninigjszej metody jest ocena wplywu substancji chemicznych na wydajnos¢ rozmnazania
Daphnia magna.

1.2. Definicje i jednostki

1. Zwierzeta rodzicielskie: te samice Daphnia obecne na poczatku testu, ktorych wydajno$¢ reprodukcyjna jest
celem badan.

2. Potomstwo: miode osobniki Daphnia wytworzone przez zwierzeta rodzicielskie w czasie testu.

3. Najnizsze stezenie efektywne (LOEC): najnizsze stgzenie badanej substancji, wktorym obserwuje si¢
statystycznie istotny wplyw substancji na rozmnazanie i Smiertelno$¢ osobnikow rodzicielskich (przy p<0,05)
w poréwnaniu z kontrola w okreslonym czasie narazenia. Jednak wszystkie badane st¢zenia powyzej wartosci
LOEC musza mie¢ szkodliwe skutki w réwnym lub wigkszym stopniu, niz ten obserwowany w stgzeniu LOEC.
Gdy te dwa warunki nie moga by¢ speinione, nalezy poda¢ peine wyjasnienie, jak wyznaczono warto§¢ LOEC
(i stad NOEC).

4. Stezenie bez obserwowanego efektu (NOEC): badane bezposrednio stgzenie ponizej wartosci LOEC, ktore
w poréwnaniu z kontrolg nie ma statystycznie istotnego wpltywu (p<0,05) w okreslonym czasie narazenia.

5. CE,: stezenie badanej substancji rozpuszczonej w wodzie, ktére powoduje x% redukcje rozrodczosci Daphnia
magna w okreslonym czasie narazenia.

6. Szybko$é przyrostu: miara wzrostu populacji, ktéra taczy ze sobg wydajnos¢ reprodukeying i $miertelnosé
zalezng od wieku " ?* ¥ W populacjach bedacych wréwnowadze bedzie wynosi¢ zero. W populacjach
wzrastajacych bedzie dodatnia, a malejacych ujemna. W tym drugim przypadku w koncu prowadzi to do
wyginigcia populacji.

7. Prog detekcji: najnizsze stezenie, ktore moze by¢ wykryte, ale nie ilosciowo.

8. Prég oznaczenia: najnizsze stgzenie, ktére moze by¢ oznaczone ilosciowo.

9. Smiertelnosé: zwierze jest uwazane za martwe, gdy jest nieruchome, tj. gdy nie jest w stanie ptywa¢ lub jesli
nie porusza przydatkami lub odwlokiem w czasie 15 sekund po delikatnym poruszeniu naczynia testowego
(jezeli stosuje si¢ inng definicjg, to musi to zostaé podane wraz z odniesieniem do pi$miennictwa).

1.3. Zasada badania

Miode samice Daphnia (zwierzgta rodzicielskie), na poczatku badania mlodsze niz 24 godziny, sa narazane na
badana substancje dodana do wody w odpowiednim zakresie st¢zen. Czas trwania badania wynosi 21 dni. Pod
koniec badania szacuje si¢ catkowita liczbe Zzywych mlodych osobnikéw przypadajacych na osobnika
rodzicielskiego, ktory przezyt do konca testu. To oznacza, ze osobniki miodociane, ktore padly podczas badania,
nie sa brane pod uwage w obliczeniach. Wydajno$¢ reprodukcji zwierzat rodzicielskich moze by¢ wyrazona
w inny sposob (np. liczba zywego potomstwa przypadajgca na osobnika na dzien, od pierwszego dnia, w ktorym
zaobserwowano potomstwo), ale powinno to by¢ podane wraz z catkowita liczba miodych wydanych przez
rodzica zywego pod koniec badania. Wydajno$¢ reprodukcji zwierzat narazanych na badang substancj¢ jest
poréwnywana z ta z grupy kontrolnej, w celu okreslenia najnizszego stezenia efektywnego (LOEC) oraz stgzenia
bez obserwowanego efektu (NOEC). Ponadto, o ile jest to mozliwe, dane analizuje si¢ przy uzyciu modelu
regresji, w celu oszacowania stgzenia, ktére spowodowatoby x% redukcje w wydajnosci reprodukcji; tj. wartos¢
CEX (np.: CES(), CEZ() lub CE)()).

Nalezy takze podaé przezywalnos¢ osobnikow rodzicielskich i czas wytworzenia pierwszego wylegu. Moga by¢
badane réwniez inne czynniki zwiazane z substancja, a wptywajace na parametry takie, jak wzrost (np. diugos¢)
oraz szybko$¢ wzrostu, jezeli to mozliwe.

» Wilson, E.O. and Bossert, W.H. (1971). A Primer of Population Biology. Sinauer Associates Inc. Publishers.

2 Poole, R.W. (1974). An Introduction to Quantitative Ecology. Mc Graw Hill Series in Population Biology, New
York, p 532.

3 Meyer, J.S., Ingersoll, C.G,, McDonald, L.L. and Boyce, M.S. (1986). Estimating uncertainty in population
growth rates: Jackknife vs bootstrap techiques. Ecology, 67, 1156-1166.
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1.4. Informacje o badanej substancji

Dostgpne powinny by¢ wyniki badania toksycznosci ostrej na Daphnia magna (metoda: ,, Toksycznosé ostra (dla
rozwielitek-Daphnia sp.”). Wynik ten moze by¢é uzyteczny przy wyborze wlasciwego zakresu stezef
w badaniach rozmnazania. Rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz prgznos¢ par badanej substancji powinny by¢ znane
oraz dostgpna powinna by¢ takze wiarygodna metoda analityczna w celu ilosciowego oznaczania tej substancii
w roztworach testowych wraz z progiem oznaczania i wydajno$cia odzysku.

Do informacji, ktore moga by¢ uzyteczne w ustalaniu warunkéw badanych, zalicza si¢ wzor strukturalny,
czysto$¢ substancji, trwalos¢ na $wietle, trwalo$¢ w warunkach testowych, pKa, P, 1wyniki badania
biodegradacji (Metoda C.4.).

L.5. Ocena wiarygodno$ci badania

Aby badanie bylo uznane za wazne, nastgpujace kryteria powinny by¢ spelnione w grupie kontrolne;j:
- $miertelno$¢ zwierzat rodzicielskich (samice Daphnia) nie przekracza 20% pod koniec testu,
- $rednia liczba zywych mlodych przypadajaca na doroste przezywajace zwierze pod koniec testu
wynosi 260.

1.6. Opis metody
1.6.1. Wyposazenie

Naczynia i inne urzadzenia, ktére wchodza w kontakt z roztworem badanym, powinny by¢ w calosci wykonane
ze szkla lub innego materialu obojgtnego chemicznie. Zwykle naczyniami testowymi sa zlewki szklane.
Ponadto wymagany bedzie nastepujacy sprzet:
- tlenomierz (z mikroelektroda lub inny odpowiedni dla pomiaréw tlenu w probkach o malej
objetosci),
- odpowiednie wyposazenie do kontroli temperatury,
- pH-metr,
- wyposazenie do oznaczania twardo$ci wody,
- wyposazenie do oznaczania catkowitego wegla organicznego (CWO) w wodzie lub do oznaczania
chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT),
- odpowiednie wyposazenie do kontroli czasu o$wietlenia i pomiaréw natgZenia $wiatla.

1.6.2. Badany organizm

Gatunkiem badanym, ktéry ma by¢ stosowany, jest Daphnia magna Straus. Stosowane moga byé takze inne
gatunki Daphnia pod warunkiem, ze spelniaja one stosowne kryteria wiarygodnosci badania (kryterium
wiarygodnosci odnoszace si¢ do wydajnosci reprodukcji w kontroli powinno by¢ wiasciwe dla danego gatunku
Daphnia). Jesli stosowany jest inny gatunek Daphnia, to musi on by¢ dokladnie opisany, a jego zastosowanie
uzasadnione.

Jesli to mozliwe, klon powinien zostaé zidentyfikowany na podstawie genotypu. Badania " wykazaly, ze
wydajnosé reprodukcyjna Klonu A (ktory pochodzit z IRCHA we Francji)  stale speinia kryterium éredniej
liczby zywych miodych przypadajacych na doroste przezywajace zwierzg¢ pod koniec testu 260, jesli jest
hodowany w warunkach opisanych w niniejszej metodzie. Jednakze inne klony sa tez mozliwe do
zaakceptowania pod warunkiem, ze wykaze si¢ spelienie kryteriow wiarygodnosci testu przez t¢ hodowle
Daphnia.

Na poczatku badania zwierzgta powinny by¢ mlodsze niz 24 godziny i nie moga pochodzi¢ z pierwszego miotu.
Powinny one wywodzi¢ si¢ ze zdrowej hodowli (fj. nie wykazywa¢ oznak stresu, takich jak wysoka
$miertelnos¢, obecno$¢ samcow i efipidw, opodZnienie w wytworzeniu pierwszego miotu, odbarwienie zwierzat
itp.). Zwierzeta badane musza by¢ przetrzymywane w warunkach hodowlanych ($wiatlo, temperatura, woda
standardowa, karmienie oraz ilo§¢ zwierzat na jednostke objetosci) podobnych do tych, jakie maja by¢

D OECD Test Guidelines Programme. Report of the Workshop on the Daphnia magna Pilot Ring Test, Sheffield
University, U.K., 20-21 March 1993.

) Baird, D.J.; Barber, 1; Bradley, M.C.; Soares AM.VM. and Calow, P. (1991). A comparative study of
genotype sensitivity to acute toxic stress using clones of Daphnia magna Straus. Ecotox. and Environ. Safety,
21, 257-265.
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zastosowane w badaniu. Jezeli woda standardowa, ktéra ma by¢ uzyta w tescie, jest inna od tej stosowanej
w rutynowe]j hodowli Daphnia, to nalezy do dobrej praktyki przed badaniem zastosowaé 3 tygodniowy okres
aklimatyzacji (tj. jedno pokolenie), aby unikna¢ stresu zwierzat rodzicielskich.

1.6.3. Woda standardowa

Zaleca sig, aby w badaniach stosowaé w peini opisana wode standardowa. To pozwala uniknaé stosowania
dodatkéw (np. wodorosty, wyciag glebowy itp.), ktére sa trudne do scharakteryzowania, oraz poprawia
mozliwosci standaryzacji miedzy laboratoriami. Odkryto, ze dla tego celu odpowiednie sa wody Elendt M4 "
i M7 (rozdzial: Analiza catkowitego wegla organicznego (CWO) i wytworzenie nomograméw dla zawartosci
CWO w karmie glonowej). Jednakze inne rodzaje wody standardowej (np. 29y sa moztiwe do zaakceptowania
pod warunkiem, ze zostanie wykazane spetnienie kryteriéw wiarygodnosci badania przez Daphnia.

Jezeli stosuje si¢ wode standardowa, ktéra zawiera nieokreslone dodatki, to powinny by¢ one jasno okreslone i w
raporcie konicowym powinna by¢ podana informacja co do skladu, szczegélnie w odniesieniu do zawartoéci
wegla, poniewaz moze on wplywa¢ na Zywienie. Zaleca sig, aby okresli¢ calkowita zawarto§¢ wegla
organicznego (CWO) i/lub chemiczne zapotrzebowanie na tlen (ChZT) dodatkéw organicznych oraz oszacowac
wpltyw na CWO/ChZT stosowane] wody standardowej. Ponadto zaleca sig, aby poziom CWO w wodzie
standardowej (tj. przed dodaniem glonow) byt ponizej wartosci 2 mg/dm® ¥

Podczas badania substancji zawierajacych metale wazne jest, aby mie¢ na uwadze, ze wihasciwosci wody
standardowej (np. twardo$¢, mozliwosé chelatowania) moga mie¢ wplyw na toksyczno$é badanej substancji.
Z tego powodu pozadana jest woda w pefni zdefiniowana. Jednakze na dzien dzisiejszy jedynymi w peni
zdefiniowanymi wodami, o ktérych wiadomo, ze sg odpowiednie dla dtugotrwatej hodowli Daphnia, sa Elendt
M4 i M7. Obydwie zawieraja zwiazek chelatujacy EDTA. Prace wykazaly *, ze , wyrazna toksyczno$é" kadmu
jest ogdlnie nizsza, gdy badanie rozmnazania jest wykonywane w wodzie M4 i M7, niz w wodach, ktore nie
zawieraja EDTA. Z tego powodu M4 1 M7 nie sg zalecane do badania substancji zawierajacych metale, a inne
wody standardowe zawierajace znane zwiazki chelatujace takze nie powinny by¢ wykorzystywane. Dla
substancji zawierajacych metale mozna zastosowa¢ inne wody standardowe takie, jak na przyklad
rekonstytuowana woda ASTM ®, ktéra nie zawiera EDTA, z dodanym wyciagiem glonéw morskich ”. To
polaczenie wody ASTM i wyciagu glonéw morskich jest takze odpowiednie dla dlugotrwalej hodowli i badania
Daphnia magna ¥, chociaz wciaz wywiera ono niewielki wptyw chelatujacy z powodu skladnika organicznego
w dodanym wyciagu glonéw morskich.

Stezenie rozpuszczonego tlenu powinno wynosié powyzej 3 mg/dm’ na poczatku i w trakcie badania.
Warto$¢ pH powinna zawiera¢ si¢ w zakresie 6,0-9,0 1nie powinna rézni¢ si¢ o wigcej niz 1,5 jednostki
w jakimkolwiek badaniu. Zalecana jest twardos¢ powyzej 140 mg/dm’® (jako CaCO;). Badania na tym poziomie
i wyzszym wykazuja wydajnosé reprodukcyjna zgodna z kryteriami waznosci * 1%,

Y Elendt, B.-P. (1990). Selenium deficiency in Crustacea; An ultrastructural approach to antennal damage in
Daphnia magna Straus. Protoplasma, 154, 25-33.

) EPA (1993). Methods for Measuring the Acute Toxicity of Effluents and Receiving Waters to Freshwater and
Marine Organisms. (Fourth ed.). EPA/600/4-90/027F. C.I. Weber (ed), USEPA, Cincinnati, Ohio.

% Vigano, L. (1991). Suitability of commercially available spring waters as standard medium for culturing
Daphnia magna. Bull. Environ. Contam. Toxicol., 47, 775-782.

4 ASTM. (1988) Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests with Fishes, Macroinvertebrates, and
Amphibians. E729-88a. American Society for Testing and Materials, Philadelphia, PA. 20 pp.

> OECD Environmental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment No. 6. Report of the
Final Ring Test of the Daphnia magna Reproduction Test. Paris 1997.

® ASTM. (1988) Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests with Fishes, Macroinvertebrates, and
Amphibians. E729-88a. American Society for Testing and Materials, Philadelphia, PA. 20 pp.

" Baird, D.J.; Soares A.M.V.M.; Girling, A.; Barber, I.; Bradley M.C. and Calow, P. (1989). The long-term
maintenance of Daphnia magna Straus for use in ecotoxicological tests; problems and prospects. In:
Proceedings of the 1% European Conference on Ecotoxicology. Copenhagen 1988. (H. Lokke, H. Tyle and F.
Bro-Rasmussen. Eds.) pp. 144-148.

¥ OECD Environmental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment No. 6. Report of the
Final Ring Test of the Daphnia magna Reproduction Test. Paris 1997.

9 Parkhurst, B.R.; Forte, J.L.. and Wright, GP. (1981) Reproducibility of a life-cycle toxicity test with Daphnia
magna. Bull. Environ. Contam. and Toxicol., 26: 1-8.

19 Cowgill, U.M. and Milazzo, D.P. (1990) The sensitivity of two cladoceran to water quality variables: salinity
and hardness. Arch. Hydrobiol., 120(2): 185-196.
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ANALIZA CALKOWITEGO WEGLA ORGANICZNEGO (CWO)I WYTWORZENIE
NOMOGRAMOW DLA ZAWARTOSCI CWO W KARMIE GLONOWEJ

Zawarto$¢ wegla organicznego w karmie glonowej nie b¢dzie mierzona bezposrednio, ale na podstawie korelacji

(tj. nomogramoéw) z miarami surowymi takimi, jak liczba komérek glonéw lub absorbancja swiatta.

CWO powinien by¢ raczej oznaczony metoda oksydacji w wysokiej temperaturze niz metoda UV lub
nadsiarczanowa. ” (Wskazéwki w: The Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen

Demand and Related Determinands 1979, HMSO 1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB).

Dla wytworzenia nomogramu glony oddziela si¢ od pozywki wzrostowej przez odwirowanie i ponowne
zawieszenie w wodzie destylowanej. Pomiar parametru surowego i st¢zenia CWO w kazdej prébce powinien byé
dokonany trzykrotnie. Analizowana powinna by¢ takze czysta woda destylowana istezenie CWO
wywnioskowane na podstawie probki glonowe;).

Nomogramy powinny by¢ liniowe w wymaganym zakresie stezen wegla. Przyklady przedstawiono ponizej.

PoniZzsze nomogramy nie powinny by¢ stosowane do przeksztalcen; niezbgdnym jest, aby laboratoria
przygotowaly swoje wlasne nomogramy.

mg/l suchej masy stezonej karmy glonowej
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Y The Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands
1979, HMSO 1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB.
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PRZYGOTOWANIE W PEENI ZDEFINIOWANEJ WODY STANDARDOWEJ

ELENDT M71 M4

Aklimatyzacja do wody standardowej Elendt M7 i M4

Niektére laboratoria do$wiadczyly trudnosci przy bezposrednim przeniesieniu Daphnia do wody M4 Y i M7.
Osiagni¢to jednak pozytywne wyniki, gdy zastosowano stopniowa aklimatyzacje, tj. rozpoczynajac od wiasnej
wody, przez 30% wodg Elendt, nastgpnie 60% i w ostatecznie100% Elendt. Okres aklimatyzacji moze wynosi¢

nawet jeden miesigc.

Y OECD Test Guidelines Programme. Report of the Workshop on the Daphnia magna Pilot Ring Test, Sheffield
University, UK., 20-21 March 1993.
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PRZYGOTOWANIE

Elementy §ladowe

Najpierw przygotowywane sa oddzielnie roztwory wyjsciowe (I) poszczegolnych elementow sladowych w
wodzie o odpowiedniej czystosci, tj. dejonizowanej, destylowanej lub po odwrotnej osmozie. Z tych rdznych
roztworow wyjsciowych (I) przygotowywany jest drugi pojedynczy roztwor wyjsciowy (II), ktéry zawiera
wszystkie elementy $ladowe (roztwor faczony), tj.:

Aby przygotowa¢ polaczony roztwor il,
Roztwory wyjsciowe (1) | llos¢ dodana do Stgzenie (w dodaj nastgpujacg ilos¢ roztworu [ do
{pojedyncza substancia) | wody (mg/dm®) | odniesieniu do M4) wody (¢cm*/dm?)
M4 M7
H,BO, 57 190 20 000-krotne 1,0 0,25
MnCl,*4 H,0O 7210 20 000-krotne 1,0 0,25
LiCl 6120 20 000-krotne 1,0 0,25
RbCl 1420 20 000-krotne 1,0 0,25
SrCly*6 H,0 3040 20 000-krotne 1,0 0,25
NaBr 320 20 000-krotne 1,0 0,25
Na,MoO,*2 H,0 1260 20 000-krotne 1,0 0,25
CuCl,*2 H,0 335 20 000-krotne 1,0 0,25
ZnCl, 260 20 000-krotne 1,0 1,0
CoCly*6 H,0 200 20 000-krotne 1,0 1,0
KJ 65 20 000-krotne 1,0 1,0
Na;SeO; 43.8 20 000-krotne 1,0 1,0
NH,VO; 11.5 20 000-krotne 1,0 1,0
Na,EDTA*2 H,0 5000 2000-krotne - —
FeSO.*7 H,O 1991 2000-krotne — —
Roztwory Na,EDTA oraz FeSO,; sa przygotowane oddzielnie, zlane razem i natychmiast sterylizowane w
autoklawie. To daje:
21 Fe-EDTA | | 1000-krotne [ 20,0 | 5,0
Woda M4 i M7
M4 i M7 s przygotowywane przy zastosowaniu roztworu wyj$ciowego 11, makroelementéw oraz witamin:
Hos¢ roztworu wyjsciowego
B [fos¢ dodana do Stezenie (w dotggé Z{alrjl LZ%(;:;V“
wody (mg/dm®) odniesieniu do M4) (cm/dm?)
M4 M7
Roztwér wyjsciowy 11
(polaczone elementy 20-krotne 50 50
$ladowe)
Makroelementy roztwordw wyjsciowych (pojedyncza substancja)
CaCl, x 2 H,0 293 800 1 000-krotne 1,0 1,0
MgSO, x 7 H,0 246 600 2 000-krotne 0,5 0,5
KCl 58 000 10 000-krotne 0,1 0,1
NaHCO, 64 800 1 000-krotne 1,0 1,0
Na,$i0; x 9 H,0 50 000 5 000-krotne 0,2 0.2
NaNO, 2 740 10 000-krotne 0,1 0,1
KH,PO, 1430 10 000-krotne 0,1 0,1
K;HPO4 1 840 10 000-krotne 0,1 0,1
Laczony roztwdr witamin - 10 000-krotne 0,1 0,1
Potaczony roztwér witamin jest przygotowany przez dodanie 3 witamin do 1 litra wody, jak
przedstawiono ponizej:
Wodorochiorek tiaminy 750 10000-krotne - -
Cyjanokobalamina (B,,) 10 10000-krotne - -
Biotyna 7,5 10000-krotne - —

Polaczony roztwér witamin przechowuje si¢ zamrozony w matych porcjach. Witaminy dodaje si¢ tuz przed

uzyciem wody standardowej

Aby unikna¢ wytracenia soli podczas przygotowywania wody standardowej, odpowjednie objetosci roztwordw
wyjéciowych nalezy doda¢ do 500800 cm’ wody dejonizowanej, a nastepnie dopetni¢ do 1dm’.
Pierwsza publikacja na temat wody M4 znajduje si¢ w Elendt, B.P. (1990). Selenium deficiency in Crustacea; an
ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Straus. Protoplasma, 154, 25-33.
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1.6.4. Badane roztwory

Badane roztwory w wybranych stg¢zeniach sa zazwyczaj przygotowywane przez rozcienczanie roztworu
wyjsciowego. Roztwory wyjsciowe powinny by¢ przygotowane przez rozpuszczenie substancji w wodzie
standardowe;.

W niektorych przypadkach wymagane moze by¢ zastosowanie rozpuszczalnikow organicznych lub substancji
dyspergujacych, w celu utworzenia odpowiednio st¢zonego roztworu wyjsciowego, jednak nalezy poczynié
wszelkie starania, aby unikna¢ takich materialéw. Przykiadami odpowiednich rozpuszczalnikéw sg aceton,
etanol, metanol, dimetyloformamid i glikol trojetylenowy. Przykladami odpowiednich dyspergatoréw sa
Cremophor RH40, metyloceluloza (0,01%) oraz HCO-40. W kazdym przypadku stgzenie badanej substancji
w roztworach testowych nie powinno przekraczaé¢ progu rozpuszczalno$ci w wodzie standardowe;.
Rozpuszczalniki stosuje sie wcelu wytworzenia roztworu wyjsciowego, ktéry moze by¢é wprowadzany
bezposrednio do wody. Wymienione rozpuszczalniki nie bedg toksyczne 1 nie beda zwigkszaly rozpuszczalnosci
substancji w wodzie, jesli bgda podawane w zalecanym koncowym stgzeniu rozpuszczalnika w wodzie (tj.
<0,1 em’/dm’).

Substancje dyspergujace moga by¢ pomocne w dokladnym podawaniu roztwordéw i dyspersji. Wymienione
dyspergatory nie beda toksyczne inie beda zwigkszaly rozpuszczalnosci substancji w wodzie, jesli beda
stosowane w zalecanym koncowym stezeniu w wodzie (<0,1 cm®/dm?).

1.7. Model do$wiadczenia

Wszelkie dzialania powinny by¢ wykonywane w naczyniach testowych, a dalsze postgpowanie z naczyniami
testowymi powinno by¢é wykonywane w kolejnosci losowej. Zaniechanie takiego postepowania moze
spowodowal odstgpstwa, ktore moglyby by¢ interpretowane jako wplyw stezenia. W szczegolnosei, jezeli
jednostki doswiadczalne sa zadawane zgodnie z kolejnoscia stezen lub powtérzed, to wplywy zwiazane
z czasem, takie jak zmeczenie operatora lub inne bledy, moga prowadzi¢ do wigkszych efektow w wyzszych
stgzeniach. Ponadto, jesli wyniki badania moga podlega¢ wpltywom warunkéw poczatkowych lub
$rodowiskowych, takich jak umiejscowienie w laboratorium, to nalezy wzia¢ pod uwage zblokowanie badania.

1.8. Sposéb postepowania

1.8.1. Warunki narazenia

1.8.1.1. Czas trwania

Czas trwania badania wynosi 21 dni.
1.8.1.2. Obcigzenie

Zwierzeta rodzicielskie sa przetrzymywane osobno po jednym na naczynie testowe z 50-100 cm’ wody
standardowej w kazdym z nich.

Czasami konieczne moga by¢ wieksze objetosci, aby sprosta¢ wymogom procedury analitycznej stosowanej do
oznaczania stezenia substancji, chociaz dozwolone jest takze wykonanie analizy chemicznej w zbiorczej partii
powtorzen. Jezeli stosowane sg objetosci wigksze niz 100 cm’, to moze zaistnie¢ koniecznosé zwiekszenia ilosci
pozywienia dla Daphnia tak, aby zapewni¢ odpowiednia jego dostgpnos¢ izgodnosé z kryteriami
wiarygodnosci. Dla testow przeplywowych, z powoddw technicznych, pod uwage moga by¢ brane inne uktady
(np. cztery grupy po 10 zwierzat w wigkszej objetosci), ale takie zmiany nalezy przedstawié¢ w raporcie
koncowym.

1.8.1.3. Liczba zwierzat

W przypadku testow semistatycznych stosuje si¢ przynajmniej 10 osobnikéw przetrzymywanych pojedynczo dla
kazdego stezenia i przynajmniej 10 osobnikéw przetrzymywanych pojedynczo w kontroli.

Wykazano, ze w przypadku testow przeptywowych 40 zwierzat podzielonych na cztery grupy po 10 zwierzat
w kazdym stezeniu jest odpowiednie D Mniejsza liczba organizméw badanych moze byé stosowana, ale

Y OECD Test Guidelines Programme. Report of the Workshop on the Daphnia magna Pilot Ring Test, Sheffield
University, U.K., 20-21 March 1993.
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zalecane jest minimum 20 zwierzat na steZenie, podzielonych na dwa lub wigcej powtorzen zréwna liczby
zwierzat (np. cztery powtorzenia, kazde z pigcioma dafniami). Nalezy zauwazyé, ze w badaniach, gdzie
zZwierzeta sa przetrzymywane w grupach, nie bedzie mozliwe wyrazenie wydajnosci reprodukcyjnej jako
catkowitej liczby zyjacych miodych osobnikéw przypadajacych na zywego osobnika rodzicielskiego pod koniec
testu, jesli osobniki rodzicielskie padna. W tych przypadkach wydajnos¢ reprodukcyjna powinna by¢ wyrazona
jako ,,catkowita liczba zyjacego potomstwa wytworzonego przez osobnika rodzicielskiego obecnego na poczatku
testu".

1.8.1.4. Karmienie

W testach semistatycznych karmienie powinno by¢ dokonywane najlepiej codziennie, ale co najmniej trzy razy
na tydzien (tj. wraz zwymiang wody standardowej). Odstgpstwa od tej procedury (np. dla testow
przepltywowych) powinny by¢ opisane w raporcie koncowym.

Podczas badania dieta osobnikow rodzicielskich powinna skladaé si¢ z zywych komorek nastgpujacych glonéw:
Chlorella sp., Selenastrum capricornutum (teraz Pseudokirchneriella subcapitata Dy i Scenedesmus subspicatus.
Dostarczany pokarm powinien opiera¢ si¢ na ilosci wegla organicznego (C) przypadajacego na kazdego
osobnika rodzicielskiego. Badania ® wykazaly, ze dla Daphnia magna wystarczajace sa stezenia
pomigdzy 0,1 i 0,2 mg C/Daphnia/dzien, aby osiagna¢ liczbg potomstwa wymagang przez kryteria
wiarygodnos$ci badania. Ta racja moze by¢ podawana w stalej ilosci przez okres trwania badania lub mniejsza
ilos¢ pokarmu stosowana jest na poczatku i nastgpnie zwigkszana podczas do$wiadczenia, biorac pod uwage
wzrost osobnikow rodzicielskich. W tym przypadku ilos¢ pokarmu nadal powinna si¢ zawiera¢ w zalecanym
zakresie 0,1-0,2 mg C/Daphnia/dzien przez caly czas.

Jezeli dla ustalenia wlasciwej ilosci pokarmu stosowane sa miary zastgpcze, takie jak liczba komoérek glonéw lub
absorbancja (dla dogodnosci, poniewaz pomiar zawarto$ci wegla jest czasochtonny), to kazde laboratorium musi
stworzy¢ swéj wlasny nomogram wigzacy miarg zastgpcza z zawartoscia wegla w zawiesinie glonow (rozdziat:
Analiza calkowitego wegla organicznego (CWO) i wytworzenie nomograméw dla zawartosci CWO w karmie
glonowej). Nomogramy powinny by¢ sprawdzane, co najmniej raz do roku lub czgsciej, jesli warunki hodowli
glonéw ulegly zmianie. Stwierdzono, ze absorbancja jest lepsza miara zastgpcza dla zawartosci wegla niz liczba
komérek *.

Daphnia powinna by¢ karmiona stgzona zawiesing glondw, by zmniejszy¢ objetos¢ pozywki glondéw
przenoszonej do naczyn do$wiadczalnych. Stgzenie glondw mozna osiagna¢ przez odwirowanie i ponowne
przeprowadzenie w zawiesing w wodzie destylowanej, dejonizowanej lub wodzie standardowej Daphnia.

1.8.1.5. Swiatlo

16 godzin $wiatta o natgzeniu nieprzekraczajacym 15-20 uExm?xs™.

1.8.1.6. Temperatura

Temperatura wody standardowej powinna zawiera¢ si¢ w zakresic 18-22°C. Jednakze w jakimkolwiek
do$wiadczeniu temperatura nie powinna, jesli to mozliwe, rézni¢ si¢ o wigcej niz 2°C w obrgbie tego zakresu
(np. 18-20°C, 19-21°C lub 20-22°C). Wiasciwym moze okazaé si¢ dodatkowe naczynie testowe dla celow
kontrolowania temperatury.

1.8.1.7. Napowietrzanie

Naczynia testowe nie powinny by¢ napowietrzane podczas doswiadczenia.

1.8.2. Badane st¢zenia

Zazwyczaj stosuje si¢ co najmniej pig¢ stezen wciagu geometrycznym réznigcych sig o wspdiczynnik
nieprzekraczajacy wartoéci 3,2. Stosowana powinna by¢ wiasciwa ilos¢ powtérzen dla kazdego badanego

D Korshikov (1990) Pseudokirchneriella subcapitata Hindak, F-1990. Biologice Prace, 36, 209.

) Sims, I.R., Watson, S. and Holmes, D. (1993) Toward a standard Daphnia juvenile production test. Environ.
Toxicol. and Chem., 12, 2053-2058.

3 Sims, 1. (1993) Measuring the growth of phytoplankton: the relationship between total organic carbon with
three commonly used parameters of algal growth. Arch. Hydrobiol., 128, 459-466.
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stezenia. Jezeli stosuje si¢ mniej niz pie¢ st¢zen, nalezy podaé uzasadnienie tego faktu. Substancji nie nalezy

testowaé powyzej jej progu rozpuszczalnosci w wodzie standardowe;.

Ustalajac zakres st¢zefi, nalezy mie¢ na uwadze, co nastgpuje:

1) jezeli celem jest uzyskanie wartosci LOEC/NOEC, to najnizsze stgzenie musi by¢ na tyle niskie, aby
plodno$¢ w tym stezeniu nie byta znaczaco nizsza niz w kontroli. Jezeli tak nie jest, to do$wiadczenie bedzie
musialo by¢ powtdrzone z obnizonym najnizszym stgzeniem;

2) jezeli celem jest otrzymanie wartoéci LOEC/NOEC, to najwyzsze badane stgzenie musi by¢ na tyle wysokie,
aby plodno$¢ w tym stgzeniu byla znaczaco nizsza od tej w kontroli. Jezeli tak nie jest, to doswiadczenie
bedzie musialo by¢ powtdérzone z podwyzszonym najwyzszym st¢Zeniem,

3) jezeli dla rozrodczosci szacowana jest warto$¢ CE,, to zaleca sig¢, by stosowana byla wystarczajaca liczba
stezen, aby zdefiniowa¢ CE, z odpowiednim przedziatem ufno$ci. Jezeli dla rozrodczosci ustalane jest CEs,
to zaleca sig, aby najwyzsze badane stgzenie bylo wigksze niz to CEsy. W innym przypadku, chociaz wciaz
mozliwe bedzie oszacowanie CEsy, przedzial ufnosci bgdzie bardzo szeroki iuniemozliwi zadowalajace
oszacowanie wspolmiernosci dopasowanego modelu;

4) w zakres ustalonych stezen nie powinny wchodzi¢ stgzenia, ktore maja statystycznie istotny wplyw na
przezywalnos¢ dorostych osobnikéw, poniewaz to zmieni istotg testu z badania rozmnazania na polaczone
testy reprodukcji 1 $miertelno$ci wymagajace o wiele bardziej zlozonej analizy statystyczne;j.

Wiedza na temat toksycznosci badanej substancji (np. ztestu ostrego 1/lub z badan wstepnych ustalajacych
zakres st¢zef) powinna pomoc w wyborze wlasciwych stezen badanych.

Tam, gdzie stosuje si¢ rozpuszczalnik lub dyspergator, aby wspoméc wprowadzenie preparatu do roztwordw
badanych, to jego konicowe stezenie w naczyniach testowych nie powinno by¢ wigksze niz 0,1 em¥/dm’ i
powinno by¢ takie samo we wszystkich naczyniach testowych.

1.8.3. Kontrole

Oprocz serii testowej powinna byé takze prowadzona jedna seria kontrolna w wodzie standardowej, a takze
jedna seria kontrolna zawierajaca rozpuszezalnik lub dyspergator, jezeli jest stosowany. Rozpuszczalnik lub
dyspergator powinien by¢ w takim samym stg¢zeniu jak w naczyniach zawierajacych badana substancje.
Stosowana powinna by¢ odpowiednia liczba powtorzen.

W dobrze prowadzonym badaniu, wspéiczynnik zmiennosci $redniej liczby zyjacych milodych osobnikéw
przypadajacych na osobnika rodzicielskiego w kontroli/kontrolach powinien wynosi¢ <25% i by¢ podawany
w raporcie w testach, gdzie zwierzeta przetrzymuje sie pojedynczo.

1.8.4. Wymiana badanych roztwordéw

Czestotliwo$¢ wymiany badanych roztworéw bedzie zaleze¢ od trwalosci badanej substancji, ale powinna ona
nastgpowaé przynajmniej trzy razy wtygodniu. Jezeli ze wstepnych badan trwalo$ci wynika, Ze stezenie
substancji nie jest trwale (tj. poza zakresem 80-120% nominalnego lub spadajace ponizej 80% pomierzonego
stezenia poczatkowego) przez maksymalny okres migdzy wymianami (tj. 3 dni), to nalezy wzia¢ pod uwage
czestsza wymiane badanych roztworéw lub zastosowanie testu przeptywowego.

Gdy wtestach semistatycznych wymieniane s3 badane roztwory, przygotowywana jest druga seria naczyn
testowych i osobniki rodzicielskie sg do niej przenoszone za pomoca na przyklad pipety szklanej o odpowiedniej
$rednicy. Objetos$¢ wody przenoszonej wraz z rozwielitka powinna by¢ zminimalizowana.

1.8.5. Obserwacje

Wyniki obserwacji poczynionych podczas badania powinny by¢ zapisywane na arkuszach danych (rozdzialy:
Przykiadowy arkusz danych dia wymiany roztwordw, monitorowania danych fizycznych/chemicznych,
karmienia, rozmnazania Daphnia oraz $miertelnosci dorostych osobnikéw, Przyktadowy arkusz danych do
zapisywania wynikow analiz chemicznych). Jesli pozadane sa inne pomiary, wymagane moga by¢ dodatkowe
obserwacje.
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1.8.6. Potomstwo

Potomstwo wydane przez kazde zwierzg rodzicielskie powinno by¢ usuwane i liczone codziennie od momentu
pojawienia si¢ pierwszych osobnikéw, aby zapobiec spozywaniu przez nie pokarmu przeznaczonego dla
osobnikéw dorostych. Dla celow niniejszej metody nalezy liczy¢ jedynie zyjace potomstwo, jednakze obecno$é
poronionych jaj lub potomstwa martwego takze nalezy zanotowac.

1.8.7. Smiertelnogé

Smiertelno$¢ wéréd osobnikéw rodzicielskich powinna by¢ kontrolowana codziennie, co najmniej w tym samym
czasie, co liczenie potomstwa,

1.8.8. Inne parametry

Chociaz niniejsza metoda ma za zadanie oszacowa¢ wplyw na rozmnazanie, to mozliwym jest, by inne efekty
takze mogly zostaé wystarczajaco opisane i poddane analizie statystycznej. Wysoce pozadane sa pomiary
wzrostu, poniewaz dostarczajg one informacji co do mozliwych efektéw subletalnych, ktére moga by¢ bardziej
uzyteczne niz same pomiary rozrodczo$ci; pod koniec testu zalecany jest pomiar diugosci osobnikéw
rodzicielskich (tj. dtugos¢ ciala z wylaczeniem kolca analnego). Do innych parametréw, ktére mozna zmierzy¢
lub obliczy¢, zalicza sig: czas wydania pierwszego potomstwa (i nastgpnych potomkow), liczbg irozmiar
potomstwa na zwierze, liczbg potomstwa poronionego, obecno$¢ samcéw lub efipiow, a takze szybko$¢
przyrostu populacji.

1.8.9. Czestotliwo$¢ pomiaréw i oznaczen analitycznych

Stgzenie tlenu, temperatura, twardo$¢ iwarto$ci pH powinny byé mierzone co najmniej raz w tygodniu,
w starych i $wiezych roztworach badanych, w kontroli/kontrolach i najwyzszym stg¢zeniu substancji.

Podczas do$wiadczenia st¢zenia badanej substancji s oznaczane w regularnych odstgpach.

W testach semistatycznych, gdzie nalezy si¢ spodziewaé, ze stezenie substancji pozostanie w zakresie +20%
st¢zenia nominalnego (tj. w zakresie 80-120%), zaleca sig, jako minimum, analizowaé¢ najwyzsze i najnizsze
stezenia $wiezo przygotowane i po zastosowaniu wymiany podczas pierwszego tygodnia testu (tj. analizy
powinny by¢ wykonane na probce ztego samego roztworu S$wiezo przygotowanego i pierwszego
z zastosowaniem wymiany). Te oznaczenia powinny by¢ powtorzone, co najmniej w odstgpach tygodniowych.

W przypadku testéw, gdzie stgzenie badanej substancji moze nie pozostaé w zakresie +20% ste¢Zenia
nominalnego, konieczne jest analizowanie wszystkich stgzen (§wiezo przygotowanych z zastosowaniem
wymiany). Jednakze dla tych testéw, gdzie zmierzone poczatkowe stgzenie substancji badanej nie znajdowalo sig
w zakresie +20% stezenia nominalnego, ale istnieja wystarczajace dowody, Ze te stezenia poczatkowe sa
powtarzalne i trwale (tj. w zakresie 80-120% stezen poczatkowych), oznaczenia chemiczne mozna zredukowac
w2 i 3 tygodniu do najwyzszego inajnizszego stgzenia substancji. We wszystkich przypadkach oznaczanie
stezen substancji badanej przed zastosowaniem wymiany musza by¢ wykonane tylko w jednym powtdrzeniu
z kazdego stezenia.

Jezeli stosowany jest test przepltywowy, to sposdb postepowania jest podobny do tego opisanego dla testu
semistatycznego (ale pomiar ,starych" roztworéw wtym przypadku nie jest mozliwy do zastosowania).
Jednakze doradza si¢ zwigkszy¢ liczbe analiz podczas pierwszego tygodnia (tj. trzy zestawy pomiaréw), aby
upewni¢ sie, Zze badane stezenia sg trwale. W tych typach badania powinna by¢ sprawdzana szybkos¢ przeplywu
substancji badanej i wody standardowej codziennie.

Jezeli istnieja dowody, ze stezenie substancji badanej zostato utrzymane w zakresie £20% stgzenia nominalnego
lub zmierzonego stgzenia poczatkowego podczas doswiadczenia, to wyniki moga opiera¢ si¢ na wartosciach
nominalnych lub poczatkowych. Jezeli odchylenie od stezenia nominalnego lub zmierzonego stgzenia
poczatkowego jest wigksze niz £20%, to wyniki powinny by¢ wyrazane jako czasowa $rednia wazona (rozdziat:
Obliczanie $redniej wazonej czasowo).
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2. WYNIKI I SPRAWOZDANIE KONCOWE
2.1. Analiza wynikéw

Celem niniejszego badania jest oznaczenie wplywu badanej substancji na catkowita liczbe zyjacego potomstwa
wytworzonego przez zywego pod koniec testu osobnika rodzicielskiego. Dla kazdego naczynia testowego (tj.
powtorzenia) nalezy obliczy¢ catkowita liczbg potomstwa przypadajaca na osobnika rodzicielskiego. Jezeli
w jakimkolwiek powtoérzeniu osobnik rodzicielski padnie podczas badania lub tez okaze si¢ samcem, to
powtorzenie to jest wykluczane z dalszej analizy. Analiza bgdzie wtedy opieraé si¢ na zredukowanej liczbie
powtorzen.

Dla oszacowania warto$ci LOEC i stad NOEC, dla wplywéw substancji chemicznej na wydajnosé reprodukcii,
koniecznym jest obliczenie $redniej wydajnosci reprodukcji w powtérzeniach dla kazdego stezenia i sumaryczne
czastkowe odchylenie standardowe, a mozna tego dokona¢, stosujac analize wariancji (ANOVA). Srednia dla
kazdego stezenia musi by¢ nastgpnie poréwnana ze srednia kontroli przy zastosowaniu odpowiedniej metody
poréwnan wielokrotnych. Uzyteczne moga by¢ testy Dunnett'a lub Williams'a ™ ?* ** ¥ Konieczne jest
sprawdzenie, czy zalozenie o jednorodnoéci wariancji ANOVA jest spelnione. Zaleca si¢ dokonanie tego raczej
w formie graficznej niz za pomoca testu *'; alternatywa jest przeprowadzenie testu Bartlett'a. Jezeli zatozenie to
nie jest spetnione, to nalezy wzia¢ pod uwage transformacj¢ danych, tak by ujednolici¢ wariancje przed
wykonaniem ANOVA, lub wykonanie wazonej ANOVA. Nalezy obliczy¢ i przedstawi¢ rozmiar wykrywalnego
za pomoca ANOVA efektu (tj. najmniejsza znaczaca roéznicg).

Dla oszacowania stgZenia, ktére powodowatoby 50% redukcj¢ wydajnosci reprodukeyjnej (tj. CEsp), do danych
powinna by¢ dopasowana odpowiednia krzywa, taka jak krzywa logistyczna wykreslona przy pomocy metod
statystycznych takich, jak metoda najmniejszych kwadratow. Krzywa moze by¢ sparametryzowana tak, by
warto$¢ CEs i jej blad standardowy mogly by¢ oszacowane bezposrednio. Utatwitoby to obliczenia przedziatu
ufnosci dla wartosci CEsq. Jezeli nie ma wystarczajacych powodéw, by stosowaé inny przedziat ufnosci, to
stosowany powinien by¢ dwustronny 95% przedziat ufnosci. Procedura dopasowania powinna dostarczy¢
sposobu do oszacowania znaczenia braku dopasowania. Mozna tego dokona¢ graficznie lub dzielac czastkowa
sume kwadratow na ,brak dopasowania” i ,skladniki bledu" oraz wykonanie testu znaczenia dla braku
dopasowania. W zwiazku z tym, ze stgzenia dajace wysoka plodno$¢ prawdopodobnie bgda miaty wyzsza
wariancje¢ liczby wytworzonych mlodych osobnikow niz te dajace nizszg ptodno$¢, nalezy uwzglednié znaczenie
obserwowanych wartosci, aby odzwierciedli¢ rézne wariancje w réznych grupach stgzen. Uzyteczne informacje
na ten temat mozna znalez¢ w pismiennictwie .

Podczas analizy danych w badaniach migdzylaboratoryjnych ® dopasowano krzywa logistyczna, stosujac
nastepujacy model (inne modele moga by¢ réwniez stosowane):

¢
Y = P
X
1+ —

Xo
gdzie:
Y - calkowita liczba miodych osobnikéw przypadajacych na zywego pod koniec testu osobnika

rodzicielskiego (obliczona dla kazdego naczynia),

X — stezenie badanej substancji,
¢ - spodziewana liczba mlodych, gdy x=0,
Xo — warto$é CEsy w populacji,
b - nachylenie.

" Dunnet C.W. (1955) A multiple comparisons procedure for comparing several treatments with control. J. Amer.
Statist. Assoc., 50, 1096-1121,

% Dunnet C.W. (1964) New tables for multiple comparison with control. Biometrics, 20, 482-491.

? Williams D.A. (1971) A test for differences between treatment means when several dose levels are compared
with zero dose control. Biometrics, 27: 103-117.

* Williams D.A. (1972) The comparison of several dose levels with zero dose control. Biometrics, 28: 510-531.

*) Draper, N.R. and Smith, H. (1981). Applied Regression Analysis, second edition. Wiley, New York.

9 OECD Environmental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment No. 6. Report of the
Final Ring Test of the Daphnia magna Reproduction Test. Paris 1997.
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Ten model bgdzie prawdopodobnie odpowiedni dla wigkszosci sytuacji, ale bgda tez badania, gdy nie bedzie on
wlasciwy. Nalezy sprawdzi¢ waznos¢ tego modelu, jak proponowano powyzeJ W niektorych przypadkach, gdzie
niskie stezenia daja efekt wzmozony, whasciwym bedzie model hormezy "

Inne stezenia efektywne, takie jak CE; lub CE,, takZze moga by¢ szacowane, chociaz lepszym rozwigzaniem jest
zastosowanie innej parametryzacji niz w modelu szacujacym wartos¢ CEs.

2.2. Sprawozdanie
W sprawozdaniu zamieszcza si¢, z uwzglednieniem zakresu badan, nastgpujace informacje:
1) badana substancja:
- posta¢ fizyczna i wazne wilasciwosci fizykochemiczne,
- identyfikacyjne dane chemiczne, wiaczajac czystos¢;
2) badany gatunek:

- klon (okres$lenie jego genotypu), dostawca lub zrodio pochodzenia (jesli znane) i stosowane warunki
hodowli; jes$li do badan stosowany jest gatunek inny niz Daphnia magna, nalezy to podaé i
usprawiedliwi¢;

3) warunki badania:

- stosowana procedura badawcza (np. test semistatyczny lub przeplywowy, objetos¢, ilos¢ zwierzat
Daphnia w litrze),

- czas os$wietlenia i natgzenie $wiatla,

- ukiad badania (np. liczba powtdrzen, liczba osobnikéw rodzicielskich przypadajaca na powtérzenie),

- szczegOly stosowanej wody standardowej,

- dodatki materiatu organicznego, wliczajac sklad, Zrédlo, metode przygotowania, CWQ/ChZT
roztworow wyjéciowych, szacunek koncowych CWO/ChZT w roztworach testowych, jesli
stosowano,

- szczegblowe informacje o karmieniu, wliczajac ilo$¢ (w mg C/Daphnia/dzien) i wykaz (np. rodzaj
pozywienia, z podaniem gatunku glonow i szczep jezeli jest znany, warunki hodowli),

- metoda przygotowywania badanych roztworéw i czgstotliwos¢ wymiany (nalezy takze podaé stezenie
rozpuszczalnika lub dyspergatora, w przypadku ich stosowania);

- wyniki z jakichkolwiek badan wstepnych dotyczace trwatosci badanej substancji,

- stezenia nominalne i wyniki wszystkich analiz szacujacych stezenie badanej substancji w naczyniach
testowych (rozdziat: Przyktadowy arkusz danych do zapisywania wynikéw analiz chemicznych);
poda¢ nalezy takze prog oznaczania 1 wydajno$¢ odzysku,

- jako$¢ wody w naczyniach doswiadczalnych (tj. wartos¢ pH, temperaturg i stgzenie rozpuszczonego
tlenu, wartos¢ CWO i/lub ChZT oraz twardo$¢ tam, gdzie to mozliwe) (rozdziat: Przyktadowy arkusz
danych do zapisywania wynikéw analiz chemicznych),

- kompletny zapis zyjacych mtodych osobnikow przypadajqcych na jednego osobnika rodzicielskiego
(rozdzial: Przykladowy arkusz danych do zapisywania wymiany roztworéw, monitorowania danych
fizycznych/chemicznych, karmienia, rozmnazania Daphnia oraz $miertelnosci dorostych),

- $miertelnosé wsrod osobnikow rodzicielskich idzier, w ktdrym nastapita (rozdziat: Przyktadowy
arkusz danych do zapisywania wymiany roztworéw, monitorowania danych fizycznych/chemicznych,
karmienia, rozmnazania Daphnia oraz $miertelnosci dorostych),

- wspotczynnik zmienno$ci dla ptodnosci w kontroli (oparty na catkowitej liczbie zyjacych miodych
osobnikéw przypadajacych na Zywego pod koniec testu osobnika rodzicielskiego),

- wykres calkowitej liczby zyjacych mlodych na Zywego pod koniec testu osobnika rodzicielskiego
wzgledem stezenia substanc)i testowej,

- najnizsze stezenie efektywne (LOEC) dla reprodukcji, wliczajac opis procedur statystycznych i

wskazanie, jaki rozmiar efektu mogt by¢ wykryty, oraz stezenie bez efektu dla reprodukcji; tam gdzie

wlasciwe, przedstawi¢ nalezy takze warto$ci LOEC/NOEC dla $miertelnodci osobnikéw
rodzicielskich,

tam gdzie to wlasciwe, nalezy przedstawi¢ warto$¢ ECx dla reprodukcji wraz z przedziatem ufnosci

i wykresem dopasowanego modelu stosowanego do obliczen, nachylenie krzywej dawka/odpowiedz

i jej odchylenie standardowe,

- inne obserwowane efekty biologiczne lub pomiary: nalezy przedstawi¢ jakiekolwiek inne
obserwowane lub mierzone efekty biologiczne (np. wzrost osobnikéw rodzicielskich), uwzgledniajac
jakiekolwiek usprawiedliwienie,

- wyjaénienia wszelkich odstgpstw od niniejszej metody.

D Brain, P. and Cousens, R. (1989). An equation to describe dose responses where there is stimulation of growth
at low doses. Weed Research, 29, 93-96.
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PRZYKEADOWY ARKUSZ DANYCH DO ZAPISYWANIA WYNIKOW ANALIZ CHEMICZNYCH

a) Oznaczone stezenia

Stez. Prabka tygodnia 1 Probka tygodnia 2 Probka tygodnia 3
nominalne swieza stara swieza stara swieza stara

b) Oznaczone stgzenia jako procent nominalnego

Stez. Prébka tygodnia | Prébka tygodnia 2 Prébka tygodnia 3
nominaline $wicza stara $wieza stara Swieza stara
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OBLICZENIE SREDNIE] WAZONEJ CZASOWO

Srednia wazona czasowo

Biorac pod uwage, ze stgzenie badanej substancji moze spada¢ w czasie migdzy wymianami roztworéw,
koniecznym jest ustalenie, jakie stgzenie powinno zostaé wybrane jako reprezentatywne dla zakresu stezen
do$wiadczanych przez rodzicielskie osobniki Daphnia. Wybér ten powinien opieraé¢ sic na zalozeniach
biologicznych i statystycznych. Na przykiad, jesli rozmnazanie podlega najwiekszym wplywom przez stezenia
szczytowe, to wtedy stosowane powinno by¢ stezenie maksymalne. Natomiast, jezeli pod uwage brany jest efekt
diugoterminowy lub akumulowanie substancji toksycznej i uznany za wazniejszy, to wtedy srednie stezenie ma
wigksze znaczenie. W tym przypadku wlasciwg $rednia do zastosowania jest srednia wazona czasowo, poniewaz
bierze ona pod uwage zmiennos¢ chwilowego stezenia w czasie.

AN
N

Dni
Rysunek 1. Przyklad $redniej wazonej czasowo

Rysunek | przedstawia przyklad (uproszczonego) testu trwajacego siedem dni z wymiang roztworéw w dniu 0, 2
14.

Cienka zygzakowata linia przedstawia stezenie w danym punkcie czasowym. Zaklada sig, ze spadek st¢zenia
nastepuje wedlug procesu rozkladu wykladniczego.

Szes$¢ punktdéw przedstawia obserwowane stezenia zmierzone na poczatku i na koncu kazdego okresu wymiany.
Gruba ciagla linia wskazuje pozycje $redniej wazonej czasowo.

Srednia wazona czasowo jest obliczana w taki sposob, ze powierzchnia pod $rednig wazong czasowo jest rowna
powierzchni pod krzywa stgzenia. Obliczenie powyzszego przyktadu podano w Tabeli 1.

TABELA 1. Obliczenie Sredniej wazonej czasowo

Wymiana Nr | Dni | Stezenie 0 | Stezenie | Ln (Stgz. 0) | Ln (Stgz. 1) Powierzchnia

1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767

2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544

3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781

Suma dni: 7 Sumaryczna powierzchnia: 50,092
Srednia wazona czasowo: 7,156

Dni sg liczba dni w okresie wymiany.

Steienie 0 jest zmierzonym stgzeniem na poczatku kazdego okresu wymiany.
Stezenie 1 jest zmierzonym stezeniem pod koniec kazdego okresu wymiany.
Ln (Stgz. 0) to logarytm naturalny stezenia 0.

Ln (Stez. 1) to logarytm naturalny stgzenia 1.
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Powierzchnia jest powierzchnia pod krzywa wykladnicza dla kazdego okresu wymiany. Oblicza si¢ nastgpujaco:

Powierzchnia = Stez. 0 — Stez 1 X Dni
Ln(Stgz. 0) — Ln(Stez. 1)

Srednia wazona czasowo (Srednia WC) jest sumaryczna powierzchnia podzielona przez sume dni.
Dla niniejszego testu ta tabela bytaby przedtuzona do 21 dni.

Jezeli obserwacje czynione sa tylko na poczatku i na koficu okresu wymiany, to nie jest mozliwe potwierdzenie,
ze proces rozkiadu przebiega wykladniczo. Inna krzywa spowodowataby inne wyniki w obliczeniach
powierzchni. Jednakze wykladnicza krzywa rozkladu jest godna zaufania iprawdopodobnie jest najlepsza
krzywa, jaka mozna zastosowac pod nieobecnos¢ innych informacji.

Jezeli za pomoca analizy chemicznej nie zdola si¢ oznaczy¢ jakiejkolwiek substancji pod koniec okresu
wymiany, nie jest mozliwe ustalenie, jak szybko substancja zanika z roztworu, oraz niemozliwe jest otrzymanie
wiarygodnej powierzchni pod krzywa i obliczenie $redniej wazonej czasowo.



