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Tytut pracy:
,,Opracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem

Hydra attenuata i Brachydanio rerio”

Streszczenie:

Do oceny przydatnosci testdw na Hydra attenuata i Brachydanio rerio wybrano 34
substancji czynnych stosowanych w srodkach ochrony roslin i 2 substancje stosowane w
przemysle, o znanej toksycznosci i znanym wptywie na rozwdj przedporodowy u zwierzat
laboratoryjnych i cztowieka. Substancje podzielono na trzy grupy o réznym wptywie na
proces rozwoju: grupa 1 — silne teratogeny, grupa 2 — toksyczne dla procesu rozwoju wraz
z toksycznoscig matczyng, grupa 3 — nie wptywajace toksycznie na proces rozwoju. Dla
kazdego zwigzku wykonano na hydrach testy toksycznosci ostrej i testy na regeneracje,
ktdre byty podstawg do wyznaczenia dla kazdego zwigzku wspodtczynnika toksycznosci TI
okreslajgcego stopien wptywu toksycznego na proces rozwoju. Embriony danio
pregowanego narazano badanymi substancjami, ktérych stezenia dobierano w taki sposéb
aby najnizsze stezenie nie powodowato objawéw toksycznosci, a najwyisze stezenie
wywotywato $miertelnos¢. W rozwijajgcych sie embrionach obserwowano wszelkie
nieprawidtowosci, ktére pojawiaty sie w trakcie rozwoju. Wyniki otrzymane w testach na
hydrach i embrionach dla poszczegdlnych substancji poréwnywano ze znanym dziataniem
tych substancji na proces rozwoju u ssakow. Dokonano oceny otrzymanych wynikéw dla
poszczegdlnych grup oraz dla catego opracowywanego testu. Dodatkowo dla szybkiej oceny
otrzymywanych wynikédw w opracowywanej metodzie wprowadzono system punktowy
stuzacy do oceny badanych substancji i ich szybkiej klasyfikacji pod wzgledem wptywu na

proces rozwoju.

Stowa kluczowe:

Hydra attenuata, embriony Brachydanio rerio, test przesiewowy, metody alternatywne
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Thesis title:
"Development and validation of an alternative method for teratogenicity test with the use

of Hydra attenuata and Brachydanio rerio”

Abstract:

To evaluate the suitability of the tests for Hydra attenuata and Brachydanio rerio, 34 active
substances used in plant protection products and 2 substances used in industry with known
toxicity and known effects on antenatal development in laboratory animals and humans
were selected. The substances were divided into three groups with different impact on the
development process: group 1 - strong teratogens, group 2 - toxic to the development
process along with maternal toxicity, group 3 - not toxic to the development process. Acute
toxicity tests and regeneration tests were performed on hydrates for each compound,
which were the basis for determining the TI toxicity index for each compound, which
determines the degree of toxic influence on the development process. The zebrafish
embryos were exposed to the tested substances, the concentrations of which were
selected in such a way that the lowest concentration did not cause toxicity symptoms, and
the highest concentration caused death. Any abnormalities that occurred during
development were observed in the developing embryos. The results obtained in tests on
hydras and embryos for individual substances were compared with the known effects of
these substances on the mammals development process. The obtained results were
assessed for individual groups and for the entire developed test. Additionally, for the
quicker evaluation of the obtained results, the developed method introduces a scoring
system for the evaluation of test substances and their quicker classification in terms of their

impact on the development process.

Keywords:

Hydra attenuata, Brachydanio rerio embryos, screening test, alternative methods
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Wykaz skrétéw i oznaczen

OS - test toksycznosci ostrej wykonywany na hydrach

REG - test regeneracji fragmentéw gastralnych wykonywany na hydrach

LCso— stezenie ktore powoduje $Smiertelnos¢ potowy osobnikow (mg/L)

ECso — stezenie w ktérym potowa osobnikéw jest w petni rozwinieta (mg/L)

LCs0(OS) — wartos¢ LCso obliczona dla toksycznosci ostrej

LCso(REG) — wartos¢ LCso obliczona dla regeneracji

ECs0(OS) — wartos¢ ECso obliczona dla toksycznosci ostrej

ECso(REG) — warto$é ECso obliczona dla regeneraciji

Tl — wspotczynnik toksycznosci dla rozwoju wyrazony jako stosunek stezenia LCso(OS) do
stezenia LCso(REG) lub ECs0(OS) do ECso(REG)

TI(LCso) — wspotczynnik toksycznosci na rozwdj okreslany na podstawie wartosci LCso

TI(ECso) — wspotczynnik toksycznosci na rozwdj okreslany na podstawie wartosci ECso

H1 — warto$¢ punktowa przypisywana na podstawie wielkosci wspétczynnika TI(LCso)

H2 — warto$¢ punktowa przypisywana na podstawie wielkosci wspétczynnika TI(ECso)

LCO - stezenie w ktorym stwierdza sie pierwsze objawy u embrionéw

LCE - stezenie w ktorym stwierdza sie Smiertelno$¢ co najmniej potowy embrionow

R — wartos¢ rozpietosci bedgca ilorazem stezenia wywotujgcego smiertelnos¢ co najmniej
potowy embrionéw w 96 godzinie i stezenia wywotujgcego pierwsze objawy toksycznosci.
R=LCE/LCO

PR — wartos¢ punktowa przypisywana na podstawie wartosci rozpietosci R

W — zmiany okreslane jako zmiany rozwojowe u embrionéw, obejmujgce deformacje, skrocenie
ciata, deformacje ptetwy, skrzywienia, skrzywienia ogona, zaburzenia oczu

PW — wartos¢ punktowa przypisywana na podstawie zmian W
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1. Wprowadzenie

Stosowanie zwigzkéw chemicznych w zyciu i dziatalnosci cztowieka wymaga
poznania ich potencjalnych skutkéw toksykologicznych i ekotoksykologicznych.
Obszarem umozliwiajgcym szerokie zrozumienie wptywu stosowanych zwigzkow
chemicznych na zdrowie i $rodowisko sg stale rozwijajgce badania toksykologiczne
i ekotoksykologiczne.

Wedtug danych Eurostatu w Unii Europejskiej w roku 2020 zuzycie wszystkich
zwigzkow chemicznych wynosito 288,9 miliona ton, z czego 216,9 miliona ton
zaklasyfikowano jako niebezpieczne dla zdrowia, a 79,8 miliona ton jako niebezpieczne
dla Srodowiska. W rekordowym roku 2007 zuzycie catkowite zwigzkéw chemicznych
wynosito 334,1 milionéw ton, z czego 251,7 milionéw ton byto niebezpieczne dla zdrowia,
a 90,7 miliona ton — niebezpieczne dla srodowiska (Eurostat, 2022a). Wedtug tego
samego zrédta tgcznie w 32 krajach Europy dla ktorych uzyskano dane (dane obejmujg
tez Turcje) w roku 2020 tgczna sprzedaz pestycyddw przekroczyta 404 tysigce ton
(Eurostat, 2022a). W celu ochrony ludzi i Srodowiska naturalnego przed mozliwymi
zagrozeniami postepowanie z substancjami chemicznymi jest obwarowane
szczegoOtowymi przepisami, ktére naktadajg obowigzek przeprowadzanie badan, miedzy
innymi takze na zwierzetach laboratoryjnych dla zwigzkéw chemicznych w celach ich
rejestracji. W Unii Europejskiej polityke dotyczgca roznych substancji chemicznych
reguluje Rozporzgdzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
18 grudnia 2006 r. w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych
ograniczen w zakresie chemikalidw i utworzenia Europejskiej Agenciji
Chemikaliéw, zwane w skrocie rozporzgdzeniem REACH (EU, 2008). W Polsce
obowigzujgcym aktem prawnym jest Ustawa z dnia 25 lutego 2011 r. o substancjach
chemicznych i ich mieszaninach z pdzniejszymi zmianami. Potrzeba wykonywania
badan pod katem bezpieczenstwa u ludzi i Srodowiska, wynikajgca z przepiséw prawa,
wymaga uzywania do tych celdéw zwierzat laboratoryjnych. Wedtug raportu NIK w Polsce
w roku 2015 w doswiadczeniach wykorzystano 174.456 zwierzat, a liczba wydanych
Przez Lokalne Komisje Etyczne pozwolenn na wykonywanie doswiadczen
z wykorzystaniem zwierzat wynosita 1397 (NIK, 2016). W UE liczba ta wynosita wedtug
danych z 2011 roku 11,481 tys. (NIK, 2016). W czotdwce Europy sg Wielka Brytania,
Niemcy i Francja, gdzie wykorzystano odpowiednio: 2.586 tys.; 2.044 tys. i 1.901 tys.
zwierzat (Eurostat, 2022b). Nalezy zaznaczy¢, ze dane dla UE i jej krajéw czlonkowskich
sg najpetniejsze ze wzgledu na wymaog precyzyjnej sprawozdawczosci, ktéra narzucita

dyrektywa Parlamentu Europejskiego z 22 wrzesnia 2010 roku (UE, 2010). Jednym
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Z istotnych sposobow na ograniczenie liczby zwierzat laboratoryjnych jest poszukiwanie
i wdrazanie alternatywnych metod badawczych.

Waznym obszarem toksykologii jest badanie wptywu na reprodukcje i rozwoj
przedporodowy dla ktérego tradycyjnym narzedziem badawczym sg klasyczne testy z
wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych. Ich wykorzystywanie w badaniach od lat
wzbudza watpliwosci natury etycznej, co wymusza poszukiwanie i opracowywanie
alternatywnych metod badawczych redukujacych liczbe wykorzystywanych zwierzat.
Opracowanie nowych, alternatywnych testéw badania toksycznosci oraz wptywu na
rozwoj jest niezwykle wazne takze w naukach srodowiskowych, w tym inzynierii
srodowiska. Podczas zabiegdw remediacyjnych, w wyniku zastosowanych procedur
i technologii powstajg pochodne zanieczyszczen, ktérych potencjat toksycznosci,
genotoksycznosci czy tez wptyw na rozwdj, powinien zosta¢ oceniony. Trzeba mie¢
réwniez swiadomos$¢ tego, ze w srodowisku zaréwno wodnym jak i glebowym znajdujg
sie rdoznorodne zanieczyszczenia, ktére mogg oddziatywaé ze sobg tworzgc nowe
zwigzki o potencjalnie szkodliwym charakterze. Z punktu widzenia oceny ryzyka
srodowiskowego istotna jest jak najbardziej petna informacja o charakterze
zanieczyszczenia, ktéra powinna réwniez obejmowac¢ wptyw na stadia miodociane
organizméw i ich rozwéj. Dlatego tak istotne wydaje sie opracowanie alternatywnych

testéw do przesiewowej oceny probek srodowiskowych.

W prezentowanej pracy podjeto probe zastosowania w testach alternatywnych Hydra
attenuata i Danio rerio (danio pregowany). Oba te gatunki sg zwierzetami od lat
wykorzystywanymi w laboratoriach jako organizmy modelowe (Quinn i in., 2008; Quinn
iin., 2012; Tylzanowski i in., 2017; Korzeniowski i in., 2014). Hydra stosowana jest
powszechnie w badaniach ekotoksykologicznych jako wskaznik zanieczyszczenia wod
(Napiorkowski i in., 2008; Pachura-Bouchet i in., 2006). Danio pregowany, a takze jego
embriony sg coraz czesciej wykorzystywane w badaniach medycznych nad chorobami,
procesami starzenia czy rozwoju (Liu i in., 2019; Parng i in., 2002; Zhao i in., 2015).
Przeprowadzone badania miaty na celu oszacowanie przydatnosci obu gatunkéw do
oceny toksycznosci rozwojowej. Ich efektem jest opracowanie metody ktéra umozliwia
wprowadzenie badan na tych organizmach jako badan alternatywnych dla badania

toksycznosci rozwoju przedporodowego u szczurdw i krélikdw.

2. Wykorzystanie zwierzat laboratoryjnych w badaniach naukowych

Cztowiek od lat, w réznych obszarach swojej dziatalnosci, wykorzystywat do

swych celéw zwierzeta. Jednym z takich obszaréw z punktu widzenia zdrowia
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i bezpieczenstwa jest toksykologia i ekotoksykologia, gdzie zwierzeta laboratoryjne sg
standardowo stosowane od wielu lat. Szczegdlnie w obszarze toksykologii, zwierzeta i
wyniki testdw na nich przeprowadzanych sg cennym zrodiem informacji z racji
mozliwosci ekstrapolacji wynikéw na cziowieka. O wielkiej roli zwierzgt swiadczg
globalne dane o liczbie ich wykorzystania w badaniach. Wedtug oficjalnych szacunkéw
na catym swiecie suma zwierzat wykorzystanych do celéw naukowych przekroczyta 192
miliony (Taylor i in., 2019). Do czotéwki krajéw wykorzystujgcych najwiecej zwierzat
nalezg: Chiny gdzie wykorzystano w 2015 ponad 20 milionéw zwierzat, Japonia — ponad
15 milionéw i USA — ponad 14,5 miliona zwierzgt. Stosunek cztowieka do zwierzat
zmieniat sie na przestrzeni lat wraz z rozwojem nauki i coraz lepszego zrozumienia
otaczajgcego swiata. Kilka ostatnich dziesiecioleci przyniosto znaczgcg poprawe
w obszarze humanitarnego wykorzystywania i traktowania zwierzgt w trakcie réznego

rodzaju eksperymentow.

3. Historia wykorzystywania zwierzat w badaniach, zasada 3R

Pierwsze wzmianki o stosowaniu zwierzgt do badah pochodzg juz ze
starozytnosci. Okoto 500 lat przed naszg erg pojawily sie pierwsze opisy sekcji
przeprowadzanych na zywych zwierzetach. Pierwsze eksperymenty przeprowadzali
Arystoteles, Herofilus i Erazystratus badajac funkcje zywych organizméw (Sharp, 2004;
Guerrini, 2003). Rzymski lekarz i filozof Galen (130-200 n.e.) przeprowadzat wiwisekcje
zwierzat w celu poznania ludzkiej anatomii, fizjologii, patologii i farmakologii (Hajar,
2011). Obserwacje i teorie, ktére opracowat ten rzymski uczony byty uznawane w catej
Europie przez kolejne 1500 lat.

Sredniowiecze mozna uznaé za okres, w ktérym anatomia i fizjologia nie lezaty
w kregu zainteresowan owczesnych uczonych i dopiero w XVII wieku zaczeto ponownie
przeprowadzaé¢ eksperymenty na zwierzetach. Na uwage w szczegodlnosci zastugujg
prace francuskiego filozofa René Descartes (Kartezjusza), ktéry badajgc bodzce
w uktadzie nerwowym, przeprowadzat eksperymenty na zywych krélikach i rybach
(Singer, 2009; Schlager, 2000). Z kolei angielski lekarz William Harvey odkryt krew
krazacg w sercu zywego zwierzecia (Franco, 2013; Ribatti, 2009). W tym okresie
powszechnie panowat poglad, ze zwierzeta nie mogg odczuwac bolu i cierpienia, nie
mogg tez mysleC co bezposrednio wigze sie z niemoznoscig Swiadomego
doswiadczania negatywnych bodzcéw. Taki poglad dominowat az do XIX wieku, kiedy
na skutek coraz bardziej popularnej adopcji zwierzat domowych wzrosto
zainteresowanie ruchem antywiwisekcji, w konsekwencji czego zatozono w Anglii

Towarzystwo Ochrony Zwierzat Podlegajgcych Wiwisekcji w 1875 roku. W kolejnych
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latach powstawaty w Europie podobne grupy i towarzystwa (Sharp 2004; Franco 2013).
Ruch przeciwko wiwisekcji stat sie na tyle silny i wptywowy, ze w 1876 roku w Wielkiej
Brytanii ustanowiono pierwszy akt prawny kontrolujgcy wykorzystywanie zwierzgt w
badaniach: Ustawa o okrucienstwie wobec zwierzat (Rogers, 2007).

W XX wieku znacznie wzrosto znaczenie eksperymentdw naukowych
wykorzystujgcych zwierzeta laboratoryjne. Eksperymenty takie przeprowadzano od lat
40 XX wieku w ramach programéw kosmicznych, a takze w ramach programoéw
wojskowych dotyczgcych urazéw, ran postrzatowych czy oparzen (Londofo, 2013;
Franco, 2013).

W 1959 roku w Anglii opublikowano The Principles of Humane Experimental
Technique autorstwa zoologa Williama Russella i mikrobiologa Rexa Burcha. Ksigzka
przedstawita zasade ,Trzech R”, ktére to zasady definiujg sposéb humanitarnego
wykorzystywania zwierzat w badaniach: Zastgpienie (zastgpienie wykorzystywania
zwierzat alternatywnymi  metodami badawczymi), Ograniczenie (minimalizacja
wykorzystania zwierzat, gdy tylko jest to mozliwe) oraz Udoskonalenie (zmniejszenie
cierpienia i poprawa warunki zycia zwierzat) (Franco, 2013). ,Trzy R” stanowig obecnie
podstawe wielu miedzynarodowych przepisow dotyczacych dobrostanu zwierzat
(Ibrahim, 2006, Zurlo i in., 1996].

4. Teratologia od starozytnosci do nowoczesnej nauki

Teratologia jest to dziedzina zajmujgca sie wrodzonymi wadami, zaburzeniami
strukturalnymi, behawioralnymi oraz zaburzeniami funkcji i metabolizmu. Istnieje wiele
dowodow, swiadczgcych o zainteresowaniu wrodzonymi wadami rozwojowymi przez
caly czas rozwoju cywilizacji poczgwszy od starozytnosci. W danej epoce ludzie
opisywali obserwowane zjawisko zgodnie ze wspodtczesnym im stanem wiedzy,
rozumieniem swiata oraz zgodnie z wierzeniami religijnymi danego okresu (DeSesso,
2019).

Pierwsze wzmianki o pojawiajgcych sie wadach wrodzonych mozna znalez¢ juz 1750 lat
p.n.e. z czasow Hammurabiego. W starozytnosci panowato przekonanie, ze na
podstawie okreslonych wad wrodzonych mozna przewidywac przyszte wydarzenia. Byly
one tez inspiracjg do przedstawiania wizerunkéw roznych owczesnych bostw (DeSesso,
2019).

W $redniowieczu ludzkie ciato uwazano za nieczyste i wielokrotnie kobieta byta winna i
oskarzana za urodzenie wadliwego czy zdeformowanego ptodu (McCracken, 2003).
Wierzono, ze narodziny zdeformowanego niemowlecia jest karg od Boga za grzeszne

zycie rodzicow lub jest dzietem szatana.
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Od polowy XVII wieku zaczeto przeprowadza¢ obserwacje dotyczgce ludzkiego
organizmu, ktére jednak z braku odpowiednich narzedzi badawczych prowadzity do
btednych interpretacji obserwowanych zjawisk, jak np. koncepcja homunkulusow —
malenkich kompletnych osobnikéw ludzkich zyjgcych w gtéwkach plemnikéw (DeSesso,
2019).

Dopiero w latach dwudziestych XIX wieku przeprowadzone eksperymenty na jajach
kurzych polegajgce na wstrzykiwaniu do jaj réznych substanciji, staty sie podwaling do
naukowego zrozumienia mozliwych mechanizméw powstawania wad wrodzonych
(DeSesso, 2019).

Teratologia, jako nowoczesna nauka zajmujgca sie badaniem wad rozwojowych
wywotanych przez srodowisko powstata w latach 30 XX wieku, kiedy w serii
eksperymentow u potomstwa swin karmionych dietg ubogg w witamine A obserwowano
wystepowanie wad wrodzonych (Wachholz i in., 2021). W innych badaniach wykazano
tez podatnosé embriondw ssakéw na powstawanie zmian po narazeniu kongenerami
waznych biologiczne czgstek, jak np. aminokwas nasladujgcy azaseryne. Pojawity sie
tez udokumentowane przypadki wad wrodzonych u ludzi po zastosowaniu lekéw
(Finnell, 1999).

Wydarzenia zwigzane ze stosowaniem talidomidu w latach 60 staty sie impulsem do
catkowitej zmiany wymagan w stosunku do lekow wprowadzanych na rynek. Talidomid
jest przyktadem leku o bardzo matej toksycznosci dla dorostych i bardzo duzej

toksycznosci dla zarodkéw (DeSesso, 2019, Surowiec i in., 2015, Vianna i in., 2013).

4.1. Rozwdj badan toksycznosci rozwojowej w czasach nowozytnych

W 1956 roku na rynek zostat wprowadzony talidomid jako lek dostepny bez
recepty o dziataniu nasennym i uspokajajgcym. Byt pozbawiony dziatania depresyjnego
na ukfad oddechowy i koordynacje ruchowa. Uwazano, ze jest pozbawiony dziatan
ubocznych, dlatego polecano go do leczenia nudnosci u ciezarnych Kkobiet.
Wprowadzono ten lek na rynek bez wczesniejszego przeprowadzenia dobrze
potwierdzonych testéw jego szkodliwosci (Surowiec i in., 2015). Z jego stosowaniem
wigze sie wystgpienie w Europie, Australii i Japonii blisko 10 000 przypadkow urodzen
dzieci z bardzo ciezkg wada rozwojowg — fokomelig (Kim i in., 2011). Dodatkowo lek ten
wywotuje wady serca, wewnetrzne i zewnetrzne nieprawidtowos$ci rozwoju ucha i oka
(Miller i in., 1999). Mechanizm wywotywania wad wrodzonych przez talidomid nie byt
poczatkowo jasny. Jeszcze w kwietniu 1962 roku zatozyciel Theratology Society, Josef
Warkany, poddawat w watpliwos¢ zaleznosci obserwowanych wad od podawanego leku,

gdyz eksperymenty przeprowadzane na szczurach nie wykazaty indukcji zmian
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teratogennych przez talidomid. Dodatkowo niektdore kobiety zazywajgce talidomid
urodzity dzieci wolne od wad (Warkany, 1988).

Z punktu widzenia rozwoju teratologii i badan na toksycznoscig rozwoju
przedporodowego tragedia talomidowa byta momentem zwrotnym. Wyciggniete z tego
wydarzenia wnioski doprowadzity do przyjecia odpowiednich wymagan dla produktéw
farmaceutycznych przed wprowadzeniem ich do uzytku. Standardem stato sie
przeprowadzanie testéw toksycznosci rozwojowej na dwoch gatunkach, z ktérych jeden
nie jest gryzoniem (Kim i in., 2011). Nalezy jednak podkresli¢, ze analiza wykonanych
do tej pory kilkudziesieciu badan toksycznosci rozwojowej na szczurach i krolikach
wskazuje na podobng wrazliwos¢ obu gatunkow. Jedynie w przypadku niektérych badan
jeden z gatunkéw okazywat sie bardziej wrazliwy na badang substancje niz drugi
gatunek (Janer i in., 2008). W 1966 roku Amerykanska Agencja Lekéw i Zywnosci (FDA)
zalecita podstawowy panel badan dla okreslenia toksycznosci rozwojowej i reprodukciji,
ktory sktada sie z badania ptodnosci i rozrodu, teratogennosci oraz toksycznosci
okotoporodowej. Wytyczne te sg obowigzujgce do dzisiaj i przeprowadzane sg
obowigzkowo obok testow toksycznosci ostrej, podprzewlekiej i przewlektej (Kim i in.,
2011). Na bazie tych zalecen, OECD opracowata, obowigzujgce i stale aktualizowane,
odpowiednie wytyczne: dla badania toksycznoéci rozwoju przedporodowego (OECD,
2018b), dla badania wptywu na rozréd w doswiadczeniu dwupokoleniowym (OECD,

2018c) oraz do badania przesiewowego rozrodu / rozwoju (OECD, 2016).

5. Substancje teratogenne w srodowisku czlowieka

Istnieje wiele czynnikow, ktére powodujg powstawanie wad wrodzonych. Wéréd
nich mozna wyrézni¢ czynniki biologiczne, fizyczne i chemiczne. Wsréd tych ostatnich
sporg grupe stanowig chemiczne srodki ochrony roslin.

Macica ssakow stanowi bariere chronigcg rozwijajgcy sie zarodek przed
negatywnym wptywem s$rodowiska zewnetrznego. Czynniki nazwane teratogenami,
ktore pomimo istnienia tej bariery mogg narusza¢ przebieg prawidtowego rozwoju
I powodowac¢ wystgpienie wad wrodzonych lub zwiekszac ilos¢ ich wystepowania
w populacji. Okresem najwigkszej wrazliwosci na ich dziatanie jest czas szybkiego
roznicowania tkanek i narzgdow, gdyz procesy te sg kontrolowane poprzez wiele
szlakéw sygnalizacji molekularnej, mogacych tatwo ulec zakiéceniom przez czynniki
teratogenne. Doktadny mechanizm zaburzenia rozwoju i powstawania wad wrodzonych

nie jest znany (Moore i in., 2013).
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5.1. Czynniki biologiczne

Moga by¢ powodowane przez infekcje wirusowe i bakteryjne, pierwotniaki oraz
zaburzenia metaboliczne.

Przyktadem czynnika wirusowego jest wirus opryszczki (herpes simplex virus - HVS).
Zakazenie HSV u ptodow w macicy we wczesnym okresie cigzy powoduje wzrost
prawdopodobiefAstwa poronienia, a w pozniejszym okresie moze powodowacé
powstawanie wad wrodzonych jak matogtowie i niedorozwoj umystowy (Moore i in.
2013). Stan kliniczny zakazonego noworodka zalezy od nasilenia zakazenia
i charakteryzujgce sie pecherzykami lub bliznami na skérze, zmianami w obrebie gatki
ocznej (zapalenie naczynidwki i siatkowki, matoocze, zac¢ma), neurologicznymi
(zwapnienia wewngtrzczaszkowe, mikrocefalia, drgawki, encefalomacja), opdznieniem
wzrostu i zaburzeniami psychoruchowymi. Choroba bardzo czesto konczy sie Smiercig
noworodka (Whitley i in., 2002; Arvin i in., 2006; Kimberlin i in., 2001).

Kretek kity jest przyktadem czynnika bakteryjnego. Zarazenie matki w czasie
cigzy w wiekszosci przypadkéw konczy sie tez infekcjg u ptodu, co skutkuje u niego
powstaniem wad wrodzonych manifestujgcych sie zaburzeniami w rozwoju zebéw
i kosci, gtuchotg, wodogtowiem i uposledzeniem umystowym. Jest schorzeniem
o charakterze wielonarzgdowym, ktére moze nastgpi¢ juz w 9-10 tygodniu cigzy.
U czesci dzieci stwierdza sie radiologicznie zmiany kostne w kosciach dtugich, a u okoto
30% z nich obserwuje sie porazenie rzekome w postaci bezwtadu konczyn goérnych
i przykurczu konczyn dolnych (French, 2007; Kent i in., 2008; Wahab i in., 2015).

Infekcja wywotana przez pierwotniaka Toxsoplazma gondii jest niebezpieczna
dla ptodu, ktérego matka ulegta zakazeniu do 3 miesiecy przed poczeciem. U ptodow
moze rozwing¢ sie zapalenie siatkowki i naczyniéwki oka, na skutek powstajgcych
ognisk martwicy i wnikajgcych wokot tych ognisk naczyn krwionosnych, prowadzace do
Slepoty. W osrodkowym uktadzie nerwowym powstajg ogniska powiekszajgcej sie
martwicy i guzkéw mikrogleju oraz pojawia sie zapalenie naczyh okotokomorowych
i okotowodociggowych. Powstaje niedroznos¢ akweduktu (wodociggu) Sylwiusza
prowadzgca do wodogtowia. Poza wodogtowiem spotyka sie takze u ptodéw matogtowie
oraz zwapnienia wewnatrzczaszkowe (Montoya i in., 2004). Zmiany te prowadzg do
powstania deficytow neurologicznych powodujacych padaczke w okresie poporodowym
lub opdznienie psychoruchowe czy umystowe. Dodatkowo powstajg wybroczyny
w réznych czesciach ciata z powodu matoptytkowosci i niedokrwistos¢ (Chaudhry i in.,
2014).

Cukrzyca moze stanowi¢ biologiczny czynnik teratogenny pochodzenia

matczynego. Nieleczona cukrzyca prowadzgca do kwasicy ketonowej powoduje u ptodu
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wzrost masy ciata. Powaznymi wadami wrodzonymi sa: przodomdzgowie, brak mozgu,
wady serca, kohczyn oraz wady kregostupa w postaci zespotu zanikowego okolicy
krzyzowej (Cypryk i in., 2001). Stosunkowo czesto wystepujg poronienia oraz wady
uktadu sercowo-naczyniowego, a takze wady osrodkowego uktadu nerwowego. Po
porodzie wystepujg zaburzenia oddychania, spowodowane opdznieniem procesu
wchtaniania ptynu ptucnego z pecherzykow i przewodéw oddechowych (Cypryk i in.,
2001). Zmiany metaboliczne mogg tez doprowadzi¢ do wolniejszego rozwoju ptodu
(Bomba-Opon, 2003; Otto-Buczkowska, 1999). Wiekszy ciezar ptodu jest spowodowany
wyzszym stezeniem glukozy we krwi ciezarnej, ktore prowadzi do hiperglikemii u ptodu i
wzrostu wydzielania insuliny ptodowej. Hiperglikemia i hiperinsulinemia pobudzajg
proces lipogenezy i odktadanie sie tkanki tluszczowej (Otto-Buczkowska, 1999;
Topolska i in., 2001). Nadmierny rozrost pojawia sie gtdwnie w narzadach i tkankach,
ktorych metabolizm zalezny jest od insuliny — dotyczy to watroby, sledziony, serca,
tkanki ttuszczowej i miesniowej (Cypryk i in., 2001; Bomba-Opon, 2003; Otto-
Buczkowska, 1999).

5.2. Czynniki fizyczne

Czynnikiem fizycznym wywotujgcym efekt teratogenny jest promieniowanie
jonizujgce. Promieniowanie jonizujgce moze prowadzi¢ do przewlektej choroby
popromiennej, ktérej efektem jest powstawanie wad wrodzonych ptodéw wynikajgcych
Z uszkodzenia genomu komorek ptciowych. Pod wptywem promieniowania nastepuje
jonizacja wody powodujgca jej rozpad w reakcji radiolizy. Powstajg jony i bardzo
reaktywne rodniki powodujgce uszkodzenie czasteczek RNA i DNA, szczegdlnie
intensywnie w komérkach o duzej aktywnosci proliferacyjnej. Dochodzi do przerwania
nici kwaséw nukleinowych, a najpowazniejsze konsekwencje powoduje uszkodzenie
podwdjnej nici DNA prowadzace do bezpowrotnego rozszczepienia chromatyny.
Konsekwencjg tego jest Smier¢ komorki w wyniku uszkodzenia makromolekularnego
w DNA (Williams i in., 2011). Zmiany dotykajg zaréwno komérki zréznicowane jak
I komorki macierzyste, prowadzgc do niewydolnosci wielonarzgdowej (Dorr i in., 2011).
Najbardziej wrazliwe sg komorki macierzyste, a poddanie ich dziataniu promieniowania
powoduje ostabienie czy zahamowanie proliferacji i dalszego réznicowania (Fliedner i
in., 2009). Konsekwencjg dziatania promieniowania jonizujgcego jest wystgpienie
postepujgcej, sekwencyjnej niewydolnosci w wielu narzgdach, okreslanej terminem
,zespot dysfunkcji wielonarzadowej”. W procesie tym istotng role odgrywajg cytokiny
prozapalne oraz utrata homeostazy w uktadzie prozapalno-przeciwzapalnym, ktora

moze prowadzi¢ tez do dysfunkcji immunologicznej (Williams i in., 2011). Duza dawka
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promieniowania w okresie organogenezy moze prowadzi¢ do wystgpienia wad
wrodzonych lub smierci okotoporodowej. Skutkiem dziatania promieniowania jest
choroba popromienna, ktéra jest wynikiem masowej apoptozy komérek i w konsekwenciji
uposledzenia funkcji tkanek i narzgdéw. Wrazliwos¢ tkanek jest rézna i mozna przyjgc
ze jest:

e wysoka w tkankach o wysokim stopniu proliferacji, np. w komodrkach

krwiotwdrczych szpiku kostnego,

e niska w tkankach wykazujgcych duzy stopien specjalizacji komorek.

Tkanka nerwowa i dojrzate komérki krwi sg wzglednie odporne na dziatanie

promieniowania (Zdrojewicz i in., 2016).

5.3. Czynniki chemiczne

Czynniki chemiczne stanowig bardzo duzg grupe teratogenéw srodowiskowych,
stanowigcych swego rodzaju ciggte zanieczyszczenie s$Srodowiska w otoczeniu
cztowieka, z ktérymi moze mie¢ kontakt zarbwno w zyciu prywatnym i zawodowym.
Mozna tu wyrézni¢ szeroko stosowane uzywki, jak alkohol czy papierosy, niektore leki,
np. przeciwpadaczkowe, talidomid oraz substancje wystepujgce naturalnie w Srodowisku

jak np. metale, czy tez wprowadzone tam przez cziowieka pestycydy.

5.3.1 Alkohol i nikotyna
Alkohol

Spozywanie alkoholu w cigzy prowadzi¢ moze do alkoholowego zespotu ptodowego
(FAS). W szczegdlnie w duzych i $rednich dawkach powoduje zaburzenia wzrostu
i morfogenezy ptodu oraz opdznienia umystowe. Negatywny wptyw alkoholu dotyczy
catego okresu cigzy, gdyz rozwdj uktadu nerwowego i mozgu jest dtugim procesem,
obejmujgcym catg cigze (Moore i in., 2013), a kazdg, nawet minimalng, ilos¢ alkoholu
mozna uznac¢ za niebezpieczng dla ptodu. Narazenie ptodu na alkohol powoduje wady
w nerkach, sercu i koéciach, a takze zmiany w wygladzie twarzy. Nieprawidtowo$ci
twarzoczaszki obejmujg krotkie szpary powiekowe, stabo rozwinietg rynienke
podnosowg, cienkg gorng warge, krotki nos. Bardzo powaznymi dtugotrwatymi
nastepstwami sg zmiany behawioralne jak problemy ze zdrowiem psychicznym,
trudnosci z pamiecig krotkotrwatg, problemy z naukg jezyka i przedmiotami Scistymi,
a takze zaburzenia intelektualne (Dejong i in., 2019).

Nikotyna
Ekspozycja na nikotyne moze pogorszy¢ adaptacje naczyn matki i powodowaé

zmniejszenie przeptywu krwi w tetnicach o okoto 40%. Obnizenie poziomu przeptywu
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krwi powoduje mniejszg podaz tlenu i sktadnikow odzywczych dla ptodu. Dodatkowo
Zjawisko zmniejszenia poziomu tlenu we krwi jest potegowane zwiekszeniem stezenia
karboksyhemoglobiny. Prowadzi to do zahamowania rozwoju i wzrostu ptodu (hipotrofia
wewnatrzmaciczna). Nikotyna tatwo przenika do krgzenia ptodowego i jej stezenie moze
osiggng¢ takie samo stezenie jak we krwi matki. Dodatkowo nikotyna moze trwale
zmieni¢ sSrodowisko wewnatrzmaciczne, co prowadzi do dalszego spowolnienia
fizjologicznego rozwoju narzaddéw ptodowych. Nikotyna powoduje wzrost cisnienia
tetniczego, wywotuje arytmie i obnizenie czestos$¢ akcji serca. Oksydacyjne uszkodzenie
naczyn moze skutkowa¢ w poézniejszym wieku wystgpieniem powaznych choréb
sercowo-naczyniowych jak nadcisnienie, miazdzyca, choroba wiencowa.

W badaniach na zwierzetach wykazano zmniejszony rozmiar i objetos¢ ptuc, ze
wzrostem kolagenu, gruboséci sScian i objetosci pecherzykéw u ptodéw matpy rezus
narazanych na nikotyne (Moore i in., 2013; Luck i in., 1985; Clark i in., 1992; Orzabal i
in., 2019).

5.3.2. Leki

Leki przeciwpadaczkowe

Wiekszos¢ lekow przeciwpadaczkowych wywotuje wady wrodzone. Spotyka sie
gtébwnie wady uktadu nerwowego, wady serca, matogtowie, wady narzgdéw moczowo-
piciowych, rozszczepy wargi i podniebienia. Stosunkowo czesto wystepujg tez
strukturalne defekty stwierdzane podczas rozwoju, ktére zaburzajg funkcje organizmu,
ale nie powodujg powaznej choroby lub $mierci. Posrdd lekéw przeciwpadaczkowych
kwas walproinowy stosowany w okresie organogenezy stwarza najwigksze ryzyko
powstania wad. Czesto dzieci, po stosowaniu przez matki leczenia
przeciwpadaczkowego charakteryzujg sie mniejszg diugoscig ciata, mniejszg waga
urodzeniowg i mniejszym obwodem gtowy. Zdarzajg sie przypadki zaburzen
chromosomalnych, dziedzicznej zaémy wrodzonej i dziedzicznej jaskry wrodzonej oraz

rybiej tuski sprzezonej z chromosomem X (Hvas i in., 2000; Naganska, 2012).

Talidomid

Pomimo, ze talidomid jest silnym teratogenem dla czlowieka nie zaprzestano
stosowania tego leku w praktyce, a w ostatnich latach obserwuje sie nawet wzrost
zainteresowania tym lekiem (Vianna i in. 2015). Jest on stosowany w leczeniu trgdu,
szpiczaka mnogiego i tocznia. Do tej pory notowane sg przypadki urodzen dzieci z
wadami po stosowaniu talidomidu w leczeniu np. tradu (Sales i in., 2015). Pomimo juz
ponad 70 letniej historii mechanizmy molekularne, za pomocg ktérych lek powoduje

teratogennos¢é nie zostata jeszcze w petni wyjadniona. Badania na modelach
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zwierzecych dostarczyly dowodéw, ze w pojawianiu sie embriopatii najwazniejszg role
odgrywajg: stres oksydacyjny, inicjowanie mechanizmu antyangiogennego oraz
wigzanie czgsteczek talidomidu i dezaktywacje biatka cereblon (Crbn), odpowiadajgcego
za rozwdj konczyn (Vianna i in. 2013). Niektére badania wykazaty, ze antyangiogenny
mechanizm teratogennosci zachodzi na poziomie komoérkowym i polega na posrednim
obnizaniu poziomu tlenku azotu (NO) poprzez interakcje ze szlakiem regulujgcym
poziom tlenku azotu. Tlenek azotu jest jednym z czynnikdw wspierajgcych proces
angiogenezy. Interakcje molekularne talidomidu i rozpuszczalnej cyklazy guanylowej
(sGC) powodujg hamowanie aktywnosci donora tlenku azot i wytgczenie tego czynnika
z procesu angiogenezy (Majumder i in., 2009). Sposrod wielu mozliwych mechanizméw
dziatania teratogennego wymieni¢ mozna trzy najwazniejsze:

e zaburzanie komorkowego procesu rozpoznawania i migracji komorek,

e rozktad leku za posrednictwem peroksydazy chrzanowej i powstawanie
wolnorodnikowych produktéw posrednich oraz reaktywnych form tlenu
utleniajgcych DNA

e wigzanie fragmentéw DNA zawierajgcych promotory genéw odpowiedzialnych za
angiogeneze (Surowiec i in., 2015).

Na aktywnos¢é molekularng talidomidu skfada sie szereg mechanizméw. Zmiana
syntezy i uwalniania cytokin moze by¢ rownie wazna jak zmiany w przemieszczaniu sie
limfocytéw i migracji leukocytow. Poniewaz komorki srédbtonka odgrywajg wazng role
W wynaczynieniu leukocytow i utrzymaniu procesow zapalnych w zaatakowanej tkance,
wywotane talidomidem zmiany w komoérkach adhezyjnych, a w konsekwencji zmiany
interakcji leukocytow z warstwg komorek Srodbtonka, bedg skutkowa¢ modulacjg
odpowiedzi w stan zapalny i odpornosé. Talidomid zmniejsza gtéwnie wytwarzanie
czynnika martwicy nowotworu (TNF)-alfa przez makrofagi, a jego wilasciwosci
antagonistyczne wobec TNF-alfa wyjasniajg korzystne efekty w kilku powiktaniach
ciezkich chorob zwigzanych z TNF-alfa. Patofizjologicznie istotne zmiany
najprawdopodobniej obejmujg wptyw regulacji gendéw, z interferencjig w szlakach
zaleznych od czynnika wzrostu, o ktérych wiadomo, ze biorg udziat w teratogenezie oraz
wplyw na transkrypcyjng kontrole odpowiedzi zapalnej za posrednictwem czynnika
jadrowego (NF)-kappa B. Dziatanie talidomidu i jego analogdw w szerokim zakresie
chordb, oraz ich zréznicowane witasciwosci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne,
dajg pole do trwajgcych badan w poszukiwaniu analogéw o lepszej selektywnosci, ale
bez skutkow ubocznych zwigzanych z talidomidem i teratogennosci (Meierhofer i in.,
2003).
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W toksycznosci rozwoju przedporodowego poza dawkg wywotujgca skutki
toksyczne nalezy takze okreslic okres ekspozyciji. Dla talidomidu okreslono tzw. okna
ekspozyciji, czyli okres cigzy liczony w dniach, w ktérym zarodek musi by¢ poddawany
dziataniu leku aby powstaly u niego okreslone wady wrodzone. Wady rozwojowe
konczyny goérnej mogg rozwija¢ sie miedzy 24 a 32 dniem od momentu zaptodnienia,
wady konczyny dolnej — miedzy 27 a 34 dniem, malformacje ucha zewnetrznego — od
20 do 24 dnia, ucha wewnetrznego - od 24 do 34 dnia, hipoplazja kciuka od 21 do 28
dnia a trojpalczasto$¢ kciuka od 32 do 36 dnia. Tzw. wrazliwy na dziatanie talidomidu
okres cigzy u cztowieka miesci sie w zakresie od 20 do 36 dnia po zaptodnieniu.
Dodatkowo talidomid moze tez wywotac inne wady: wady rozwojowe nerek, przegrody
miedzykomorowej, rozwojowe zebdw, autyzm, anomalie oczne, a takze brak szdstego
nerwu i nieprawidtowe unerwienie miesni oka przez trzeci nerw czaszkowy (zespot
Duane), przy czym niektérym z tych wad nie muszg towarzyszy¢ wady konczyn (Miller
iin., 1999; Miller i in., 2009).

5.3.3. Metale
Metale ciezkie powodujg zaburzenia w syntezie biatka i wytwarzaniu ATP,

w nastepstwie ktérych moze dochodzi¢ do powaznych zmian chorobowych tgcznie
z nowotworowymi (Ociepa-Kubicka i in., 2012).

Generalny mechanizm polega na indukcji powstawania wolnych rodnikow. Rodniki mogag
powodowac szereg modyfikacji w fancuchach DNA, a w reakcji z wielonienasyconymi
resztami kwasow ttuszczowych fosfolipidow powodujg powstanie nadtlenkéw lipidowych,
ktore w kolejnych etapach wytwarzajg mutagenny i rakotworczy dialdehyd malonowy
(Catyniuk i in., 2016).

Cechg wspodlng toksycznosci i rakotwérczosci metali jest wytwarzanie reaktywnych form
tlenu i azotu. Mechanizmy toksyczne powstajg na bazie reakcji Fentona, w ktorej
powstajgcy rodnik hydroksylowy uszkadza strukture DNA, biatek oraz lipiddw.

Badania wykazaty, ze metale uruchamiajg szlaki sygnatowe aktywujgce wrazliwe na
reakcje redoks czynniki transkrypcyjne (Valko i in., 2005). Przykladowo chrom,
stosowany powszechnie w przemysle, moze wywotywa¢ zmiany histologiczne
i morfologiczne w narzadach, zaburza¢ procesy rozwojowe, powodowac
genotoksycznosé oraz zmiany metabolizmu i uszkodzenia DNA (Sanchez-Olivares i in.,
2021). Metale ciezkie, czesto bedgce czynnikiem skazenia srodowiska, sg przyczynag
zaburzen rozwojowych. Badania prowadzone w Japonii wykazaty, ze spozywanie ryb
jest istotnym zrodtem narazenia ludzi na metale ciezkie. Udowodniono zwigzek
pomiedzy narazaniem kobiet na otow, rtec, nikiel, kadm i arsen a zwiekszonym ryzykiem

wystgpienia rozszczepu podniebienia u ich potomstwa (Takeuchi i in., 2022). Toksyczny
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wptyw metali ciezkich na rozwdj potwierdzajg tez badania na zwierzetach. Narazanie
szczuréw na kadm zwieksza ilos¢ wad rozwojowych u ptodéw, jak np. zaburzenia
kostnienia, wady nerek, czy, podobnie jak u ludzi, rozszczep podniebienia (Salvatori i
in., 2004). Rowniez badania na myszach potwierdzity teratogenne i fetotoksyczne
dziatanie otowiu, w tym rozszczep podniebienia (Yang i in., 2021). Prenatalna
ekspozycja na metale ciezkie moze indukowa¢ powazniejszg zmiane jakg jest
rozszczepy twarzoczaszki w modelach zwierzecych. Istniejg takze dowody na

wywotywanie tej wady przez metale ciezkie u ludzi (Piiin., 2018).

5.3.4. Srodki ochrony roslin
Pestycydy stosowane sg jako $rodki chwastobodjcze, owadobdjcze, grzybobéjcze

i fumiganty. Do najczeéciej wystepujgcych grup chemicznych nalezg zwigzki
fosforoorganiczne, karbaminiany i herbicydy z grupy fenoksykwasow. Dla niektérych
pestycydow wykazano szkodliwy wplyw na rozrodczosé i/lub toksyczno$é rozwojowg
u zwierzgt doswiadczalnych, czy ludzi. Obecnie, wedlug coraz wiekszej liczby badan
wiele pestycyddw zaburza funkcjonowanie ukfadu hormonalnego, co powoduje
mozliwos¢  zwiekszenia liczby przypadkéw wad wrodzonych, zaburzen organow
ptciowych i niepowodzenia rozrodu (Kalofiri i in., 2021). Coraz wiekszg niekorzystng role
przypisuje sie mieszaninom roznych pestycydow. Dziatanie takich mieszanin moze by¢
bardziej niekorzystne, niz pojedynczych pestycydow wystepujgcych w danej mieszaninie
(Kroese i in., 2015). Wykazano np., ze mieszanina pestycydéw fosforoorganicznych
zmniejsza ptodno$¢ u mezczyzn oraz negatywnie wplywa na rozwdj potomstwa. W
badaniu tym wykazano réwniez, ze ludzka chromatyna plemnikowa jest wrazliwa na
dziatanie pestycydéw fosforoorganicznych, a zatem narazenie na te substancje moze
mie¢ niekorzystny wptyw na zdolnosci rozrodcze (Jamal i in., 2016; Manikandan i in.,
2021). Wykazano tez nawarstwiajgcy sie szkodliwy wptyw antyandrogennych
fungicyddéw na rozrodczos¢ (Lawson i in., 2006).
Ogodlnie, niekorzystne skutki dziatania pestycyddéw powoduja:
e  zaburzenia meskich funkcji rozrodczych;
e negatywny wptyw na rozrodczos¢ wsrod kobiet, np. samoistne poronienia, wady
wrodzone i wczesniactwo, a takze nieptodnosc¢ i opdznione poczecie;
e zwiekszone ryzyko poronienia lub wad wrodzonych u partnerek mezczyzn
narazonych na dziatanie pestycydéw;
e zaburzenia pftodnosci z powodu obnizenia jakosci nasienia i potencjalnie
nizszego poziomu testosteronu u mezczyzn narazonych na dziatanie

pestycydow;

13



Robert Sornat

,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata
i Brachydanio rerio ”

e uposledzenie wzrostu i rozwoju ptodu, poronienia;
e zawodowe narazenie matek na dziatanie pestycyddéw wydaje sie zwiekszac
ryzyko wystgpienia biataczki dzieciecej u ich potomstwa.

Wystepowanie réznych rodzajéw nowotworéw (na przykiad chtoniakdw, nowotworéw
mozgu i uktadu nerwowego, guz Wiliamsa i miesak Ewinga) jest powigzane z dziataniem
i wptywem pestycydow. Nalezy podkresli¢, ze ryzyko ich wystgpienia w zyciu dorostym
moze by¢ rowniez zwigzane z narazeniem w dziecinstwie. Narazenie na dziatanie
pestycydow moze mie¢ miejsce w nastepujgcych sektorach i zawodach: rolnictwo,
pracownicy cieplarni, osoby zajmujgce sie zwalczaniem szkodnikéw, przemyst
chemiczny, produkcja pestycydow. Na wptyw pestycydow mogg by¢ narazone nawet
osoby zyjgce w poblizu gospodarstw rolnych.

Powszechne stosowanie pestycydow stwarza ryzyko ich przenikania do
organizmu cztowieka czy zwierzat poprzez rézne drogi narazania (Kim i in., 2017), ale
narazanie doustne jest najwazniejszg drogg decydujacag o ich toksycznoéci (Quijano i
in., 2016). Zywno$¢ wyprodukowana z zastosowaniem pestycydow jest najczestszym
zrédtem choréb o przebiegu ostrym badz przewlektym (Chiu i in., 2015). Pestycydy sg
przyczyng choréb obejmujgcych réznorakie narzady czy uktady i mogg powodowac
astme, zapalenie skory, zaburzenia rozrodu, immunotoksycznos¢, zmiany
neurobehawioralne, zmiany nowotworowe, wady wrodzone, a nawet zaburzenia
endokrynologiczne (Kim i in., 2017; Horrigan i in., 2002; Sabarwal i in., 2018; Schinasi
iin., 2014). Niektore pestycydy mogg zaburza¢ gospodarke hormonalng i dziata¢ jako
pseudo-hormony (Hernandez i in., 2013; Colborn i in., 1993; Warner i in., 2020).
Wiasciwosci pestycydow powodujgce zaburzenie gospodarki hormonalnej wynikajg
z zakfécania aktywnosci transkrypcyjnej receptorow hormonalnych (Sabarwal i in.,
2018). Badania przeprowadzone u kobiet narazonych na glifosat wykazaty zmniejszenie
ptodnosci i zwiekszone ryzyko poronienia, a takze wystgpienie anomalii genetycznych
wystepujgcych u potomstwa, co potwierdza endokrynologiczny wptyw tego pestycydu
(Kalofiri i in., 2021). Mechanizm dziatania glifosatu polega na interakcjach z receptorami
btonowymi i kanatami jonowymi, ttumieniu kluczowych receptoréw szlaku sygnatowego
w komorkach, metylacji DNA i modyfikacji histonéw. Szczegdlnie dwa ostatnie
mechanizmy sg istotne w wywotywaniu przewlektych skutkédw zwigzanych ze zmianami
w epigenomie i przekazywaniu powstatych zmian na potomstwo i przyszie pokolenia
(Alavian-Ghavanini i in., 2018).

Pestycydy przyczyniajg sie do zaburzen homeostazy komorkowej poprzez
zmiane dziatania enzymow, kanatdéw jonowych, receptorow, zmiany morfologiczne

mitochondriow i uszkodzenia DNA (Warner i in., 2020). Szkodliwe dziatanie
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spowodowane przewlektym narazaniem na pestycydy obejmuje skutki hepatotoksyczne,
rakotwoércze, cytotoksyczne, teratogenne, neurotoksyczne, zaburzenia rozrodu i
zaburzenia endokrynologiczne (Kimiin., 2017; Hernandeziin., 2013; Colborniin., 1993;
Warneriin., 2020; Alleva i in., 2018; Sanchez-Pena i in., 2004). Wykazano tez hamujacy
wplyw niektorych pestycyddw na mikrobiom jelit (Tsiaoussis i in., 2019). Przyktadowo
wspomniany wczesniej glifosat powoduje zwiekszenie podatnosci pszczét na infekcje,
na skutek zaburzen funkcji mikrobiomu jelitowego (Motta i in., 2018). Toksyczne
dziatanie pestycydow wigze sie z indukcjg szeregu procesow uszkadzajgcych na
poziomie molekularnym. Powodujg zmiany w czasie trwania reakcji enzymatycznych,
modulujg aktywno$¢ réznych enzymow, w tym dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy,
glutationu, peroksydazy, transaminazy alaninowej iasparaginianowej, fosfatazy
alkalicznej, dehydrogenazy mleczanowej, acetylocholinyterazy oraz karboksyloesteraz
(enzymdéw odpowiedzialnych za detoksykacje) (Hernandez i in., 2013; Lushchak i in.,
2018; Rehman i in., 2017). Pod wptywem pestycydow mogg tworzy¢ w komorkach
reaktywne formy tlenu (ROS- reactive oxygen species) i reaktywne formy azotu (RNS
reactive nitrogen species) wywotujgc tym samym stres oksydacyjny i uszkodzenie wielu
struktur komorkowych. Skutkiem zwigkszenia stezenia ROS i RNS jest uszkadzanie
komoérek watroby, a w dalszej konsekwencji ich martwica (Lushchak i in., 2018).
Dodatkowo udowodniono tez wptyw ROS na uszkadzanie jedno- i dwuniciowego DNA.
Oddziatywanie pestycyddéw na kwasy DNA jest przyczyng dtugoterminowych skutkow

narazania na te substancje (Wozniak i in., 2018).

Substancje i preparaty, ktérych dziatanie zostato omoéwione powyzej sg obecne
w $rodowisku jako zanieczyszczenia antropogenne lub naturalne (metale ciezkie). Sg
one wprowadzane do srodowiska na skutek awarii w zaktadach przemystowych,
w wyniku odprowadzania sciekéw i sktadowania odpadow lub jako efekt procesow
naturalnych typu erupcje wulkanéw. W efekcie stajg sie zanieczyszczeniami
poszczegodlnych elementow S$rodowiska, w ktérych mogg one podlega¢ réznorakim
interakcjom z obecnymi tam innymi zwigzkami, materig organiczng czy tez
mikroorganizmami. Potencjat i wlasnosci teratogenne sSciekédw czy tez odciekow
sktadowiskowych nie sg obecnie badane. Przyczyng sg wysokie koszty takich badan
oraz wzgledy etyczne i konieczno$¢ ograniczania badan na zwierzetach. Dlatego tak
istotne jest pracowanie metod alternatywnych, ktére mogtyby by¢ wykorzystywane

w badaniach srodowiskowych.
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6. Dobrostan zwierzat laboratoryjnych i rozwéj metod alternatywnych

6.1. Dziatania etyczne i prawne dla poprawy dobrostanu zwierzat laboratoryjnych

Poprawa dobrostanu zwierzat laboratoryjnych wynika zaréwno ze wzrostu
swiadomosci koniecznosci wprowadzania takich zmian u ludzi projektujgcych czy
wykonujgcych badania, z nacisku srodowisk walczgcych o poprawe dobrostanu czy
eliminacje zwierzat z badan, jak i tez ze zmieniajacego sie i ewoluujgcego
prawodawstwa w poszczegdélnych krajach. Podstawg ewolucji prawa w zakresie
dobrostanu zwierzat jest Swiatowa Deklaracja Praw Zwierzat przyjeta w Paryzu w 1977
roku (Micinska-Bojarek, 2012). Deklaracja ta w znacznym stopniu przyczynita sie do
wyznaczenia humanitarnych kierunkow rozwoju ochrony zwierzgt w prawie
miedzynarodowym.

Sporzadzona dnia 18 marca 1986 r. w Strasburgu Europejska Konwencja
w sprawie ochrony zwierzat kregowych wykorzystywanych do celéw doswiadczalnych
i innych celéw naukowych byta pierwszym miedzynarodowym aktem, ktory wprowadzit
istotne ograniczania w wykorzystaniu zwierzat dla celéw naukowych. Dokument ten wraz
z dyrektywg Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r. w
sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych — wprowadzit
obowigzujgce obecnie w Europie standardy doswiadczeh na zwierzetach (Micinska-
Bojarek, 2012).

W Polsce pierwszym aktem prawnym regulujgcym kwestie przeprowadzania
doswiadczen z wykorzystaniem zwierzgt byto Rozporzgdzenie Prezydenta RP z 22
marca 1928 roku o ochronie zwierzat. Po wojnie rozporzgdzenie to zostato uzupetnione
rozporzgdzeniem Ministra Szkolnictwa Wyzszego z 1959 roku (Zukowski, 2017).
Kolejnymi aktami prawnymi byty Ustawy: z dnia 21 sierpnia 1997 roku o ochronie
zwierzat oraz z dnia 21 stycznia 2005 roku o dos$wiadczeniach na zwierzetach
(Poznanski i in., 2014; Zukowski 2017). Dopiero Ustawa z dnia 15 stycznia 2015 roku o
ochronie zwierzagt wykorzystywanych do celdow naukowych lub edukacyjnych
zaimplementowata na rynek polski obowigzujgce w Europie standardy doswiadczen na
zwierzetach (Dz.U., 2015). Ustawa reguluje zasady przeprowadzania do$wiadczen,
warunki utrzymywania zwierzat oraz zadania i kompetencje komisji etycznych.

Problemem dobrostanu zajmujg sie tez rézne organizacje dziatajgce na polu
humanitarnego traktowania zwierzgt laboratoryjnych, jak np.: AAALAC International,
Animal Welfare Fundation, Laboratory Animals, Understanding Animal Research,

Animal Welfare Institute, Institute for Laboratory Animal Research.
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6.2. Wytyczne OECD a poprawa dobrostanu i redukcja liczby zwierzat

laboratoryjnych w badaniach

Rozwdéj i ewolucja podejscia przez srodowiska naukowe do dobrostanu zwierzat
ibadan z ich wykorzystaniem maja tez swoje odzwierciedlenie w permanentne;j
aktualizacji wytycznych OECD odnoszacych sie do badan z wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych.

Doskonalenie badan z udziatem zwierzat w mysl zasady 3R wyraznie wida¢ na
przyktadzie zmian dotyczgcych wytycznych OECD do badan toksycznosci ostrej, ktore
obejmujg badania toksycznosci ostrej doustnej, toksycznosci ostrej skdérnej, ostrego

draznienia skory / dziatania zrgcego i ostrego draznienia oka / dziatania zrgcego.

6.2.1.Toksycznos¢ ostra doustna i toksycznos¢ ostra skorna

Pierwszg wytyczng, ktora okreslata sposob postepowania w trakcie badania
toksycznosci ostrej doustnej byta Wytyczna OECD nr 401 (OECD, 2012). Pierwsze jej
wydanie z roku 1981 zaktadato wykorzystanie do wyznaczenia LDs (lethal dose — dawka
powodujgca zgon potowy narazanych zwierzat) az 40 zwierzat. W roku 1987 wytyczna
ta ulegta modyfikacji, dzieki czemu znaczgco zredukowano liczbe zwierzat.
Zrezygnowano z grupy kontrolnej, a badanie wykonywano na zwierzetach jednej pici, co
dawato liczbe co najmniej 15 zwierzat. Dodatkowo wytyczna nie zaktadata rutynowo
prowadzenia badania dla dawek wiekszych niz 2000 mg/kg masy ciata. Przewidywano
tzw. test graniczny dla dawki 2000 mg/kg masy ciata, ktéry wykonywano na 5 samcach
i 5 samicach. Brak smiertelnosci w tej dawce konczyt badanie.

Gtéwnym zatozeniem wytycznej 401 byto osiggniecie rosngcej sekwencji dawek
w trzech grupach po 5 zwierzat w kazdej grupie w taki sposob aby osiggngc smiertelnosc
przynajmniej w grupie z najwyzszg dawka (choc¢ idealnie gdy smiertelnos¢ pojawiata sie
tez w dawce $rodkowej) i na tej podstawie obliczenie odpowiednig metodg LDso. Duza
liczba zwierzat, oraz Smiertelnosc jako koncowy parametr, niezbedny do wyliczenia LDso,
spowodowaty decyzje o ostatecznym wycofaniu Wytycznej 401 od dnia 17 grudnia 2002
roku (Botham, 2002; Creton, 2010).

Wycofang wytyczng zastgpity wytyczne OECD: nr 420 wprowadzona w 1992
roku, nr 423 wprowadzona w 1996 roku oraz nr 425 wprowadzona w roku 1998 (OECD,
2012). Byto to mozliwe dzieki opracowaniu przez ONZ nowego podejscia do klasyfikacji
substancji chemicznych pod nazwg Global Harmonized System (GHS), GHS zostat
przyjety w trakcie Szczytu ,Zréwnowazony Rozwéj” w Johanesburgu w 2002 roku
(Miranowicz-Dzierzawska, 2011). System ten ujednolicit kryteria klasyfikacji substanciji i

mieszanin pod katem mozliwych zagrozen dla zdrowia cztowieka i srodowiska oraz
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wprowadzit wymog informacji o zagrozeniu w postaci etykiet ostrzegawczych i kart
charakterystyki substancji czy mieszanin. System dzieli zagrozenia na cztery klasy:
klase zagrozenh fizycznych, klase zagrozeh dla zdrowia, klase zagrozen dla srodowiska
oraz dodatkowg unijng klase zagrozen dla warstwy ozonowej. System ten przyjeto juz
do chwili obecnej ponad 60 krajéw na catym swiecie. W Unii Europejskiej zaczat
obowigzywac¢ od dnia 20 stycznia 2009, kiedy weszlo w zycie Rozporzadzenie CLP
(Classification, Labelling and Packaging) wprowadzajgce nowy system klasyfikaciji,
oznakowania i pakowania substancji i mieszanin oparty na systemie GHS (EU, 2008).

Wszystkie trzy wspomniane wyzej wytyczne znaczgaco zmniejszajg liczbe
wykorzystanych zwierzat w poréwnaniu z wytyczng 401. W wytycznej 420 punktem
koncowym jest wyrazna toksycznosé, a nie smiertelnos¢, a dodatkowo wytyczna
wykorzystuje badanie rozpoznawcze w celu zminimalizowania liczby zwierzat.
Podobnie, zasady ograniczajgce liczbe wykorzystywanych zwierzat mozna znalez¢ w
wytycznej 423, w ktdrej badanie opiera sie na zasadzie etapowosci oraz w wytycznej
425, ktora zawiera zasade zatrzymania (OECD, 2001).

W przeciwienstwie do wycofanej metody 401 Scisle definiujg poziom dawek
jakimi mozna naraza¢ zwierzeta: 5 mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg i 2000 mg/kg masy ciata.
Dla maksymalnego ograniczenia smiertelnosci, wybor poziomu dawkowania musi by¢
poprzedzony zdobyciem informacji na temat badanej substancji i jej ewentualnej
toksycznosci (dane fizyko-chemiczne, testy in vitro i in vivo). Dodatkowym czynnikiem
wptywajgcym na minimalizacje ewentualnej Smiertelnosci jest etapowos¢ postepowania.
W obecnie obowigzujgcej metodzie 420 z roku 2001 (OECD, 2002a) wyrdznia sie
badanie wstepne, w ktérym na kazdym poziomie dawkowania stosuje sie jedno zwierze.
Jezeli dana dawka jest Smiertelng to nie wykonywany jest eksperyment dla tej dawki na
kolejnych zwierzetach, lecz kontynuuje sie badanie wstepne. Jezeli badana substancja
w danej dawce w badaniu wstepnym u jednego zwierzecia nie powoduje smiertelnosci
to mozna wykonac¢ badanie wiasciwe dla tej substancji na czterech zwierzetach dla tej
dawki.

W metodzie 423 (OECD, 2002b) dla minimalizacji $miertelnosci, ale dla
zachowania precyzyjnej mozliwosci klasyfikacji, opracowany zostat inny niz w wytycznej
420 etapowy sposob przeprowadzania badania. W kazdym etapie mozemy wykorzystaé
3 zwierzeta. W zaleznosci od wynikéw dla poszczegdlnych etapdw, postepujgc Scisle
wedtug schematu, mozna przeprowadzi¢ prawidtowy tok postepowania, uzywajgc dla
klasyfikacji niezbedng, minimalng liczbe zwierzat. Przeprowadzenie toku postepowania
wedtug wytycznej nr 420 i 423 pozwala zaklasyfikowaé badang substancje do jednej z

szesciu kategorii wedtug klasyfikacji GHS: 1, 2, 3, 4, 5 i 5/niesklasyfikowana. Wytyczna
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nr 423 jest bardziej precyzyjna i dodatkowo umozliwia okreslenie wartosci odcietej LDso,
ktéra moze wynosié: 5 mg, 25 mg, 50 mg, 200 mg, 300 mg, 500 mg, 1000 mg, 2000 mg,
2500 mg, 5000 mg i ponad 5000 mg na kg masy ciata.

Dokonane zmiany w najnowszych aktualizacjach tych wytycznych zredukowaty
wiec liczbe zwierzat w stosunku do ich pierwotnych wersiji.

Wytyczna OECD 402 dotyczgca toksycznosci ostrej skornej zostata wdrozona
w 1981 roku (OECD, 2012). Umozliwiata okreslenie LDso dla toksycznos¢ skoérnej i
zaktadata wykorzystanie nawet 30 zwierzat (szczur). W roku 1987 aktualizacja wytycznej
zmniejszyta liczbe wymaganych zwierzat co w sumie umozliwiato wykonanie badania na
15 zwierzetach. Warunkiem koniecznym do obliczenia LDsg byto uzyskanie Smiertelnosci
przynajmniej w najwyzszej dawce. Dodatkowo wytyczna przewidywata tzw. ,limit test”
dla dawki 2000 mg/kg wykonywany na grupie 5 samcow i 5 samic, ktéry przy braku
Smiertelnosci konczyt badanie.
W roku 2017, podobnie jak dla badan toksycznosci ostrej doustnej, Wytyczna 402
zostata znowelizowana (OECD, 2017b). Dawki w badaniu dobrane zostaty w oparciu o
Globalny Zharmonizowany System (GHS), co odzwierciedla tez zmiana nazwy
wytycznej na: ,Toksycznos$¢ Ostra Skérna: Metoda Ustalonej Dawki”. Wyboru dawek
dokonuje sie pomiedzy dawkami: 50 mg/kg, 200 mg/kg, 1000 mg/kg i 2000 mg/kg, a
samo badanie skfada sie z badania wstepnego i badania gtdbwnego. Zmiany i oparcie
klasyfikacji na GHS pozwolito znaczaco zredukowac liczbe zwierzagt. Prawidtowa
klasyfikacja wymaga wykorzystania od 2 do maksymalnie 9 zwierzat, co jest znaczgca
redukcjg liczby zwierzat w pordwnaniu z poprzednig wersjg omawianej wytyczne;.

Nalezy réwniez zaznaczyC, ze obecnie po aktualizacji, badanie toksycznosci
ostrej skornej czesto jest wykonywane na podstawie metod szacunkowych opartych na
wynikach uzyskanych z badania toksycznosci ostrej doustnej. Potwierdzony dodatni
wynik badania toksycznosci ostrej doustnej powyzej 2000 mg/kg zwalnia z koniecznosci
wykonywania testu toksycznosci ostrej skornej. Strategia ta opiera sie na oméwionym w
dalszej czeséci pracy dokumencie OECD pt. ,Guidance Documenton Considerations for
Waiving or Bridging of Mammalian Acute Toxicity Tests Series on Testing &
Assessment” (OECD, 2017a).

6.2.2. Badania draznienia skoéry / dziatania zracego, draznienia oka / dziatania
zracego

Wytyczna ,Guideline 404 Acute Dermal Irritation/Corrosion” zostata wydana w 1981 r
byta aktualizowana w roku 1992, 2002 (OECD, 2012) i 2015 (OECD, 2015a). Na
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podstawie tej wytycznej przeprowadza sie badanie ostrego draznienia skoéry / dziatania
zrgcego na krolikach.

Pierwsze wydanie wytycznej z 1981 przewidywato wykorzystanie trzech krélikow
w badaniu w sposéb jednoczesny. W drugim wydaniu z 1992 roku, wprowadzono
etapowosé: najpierw badanie wykonywano na jednym zwierzeciu, a nastepnie dla
potwierdzenia na kolejnych dwéch zwierzetach. Stwierdzenie zrgcego dziatania po
ktérymkolwiek etapie przerywato badanie. Brak dziatania draznigcego potwierdzano na
kolejnych dwéch krolikach.

Kolejna nowelizacja z 2002 roku odwotywata sie do szczegdtowej strategii
postepowania odnoszacej sie do systemu GHS, ktéra pozwalata na podstawie
wczesniejszych danych z badan ludzi lub badah na zwierzetach, na podstawie
szacowania wiasciwosci fizycznych i chemicznych czy testéw in vitro odstgpienie od
badan na zwierzetach.

Ostatnia aktualizacja z 2015 roku, dzieki zintegrowanemu podejsciu
do testowania i szacowania zaktada wykonanie testu na zwierzetach jako ostatni krok
po wyczerpaniu wszystkich innych mozliwoéci jezeli na ich podstawie nie mozna
przeprowadzi¢ klasyfikacji (OECD, 2015a; OECD, 2014).

Wytyczna ,Guideline 405 Acute Eye Irritation/Corrosion z 1981 r byta
aktualizowana w roku 1987, 2002, 2017 i 2020 (OECD, 2012). Na podstawie tej
Wytycznej przeprowadzane jest badanie ostrego draznienia oka / dziatania zrgcego na
krolikach. Pierwsze wydanie wytycznej z 1981 przewidywato wykorzystanie trzech
krolikow w badaniu w sposéb jednoczesny, przy czym w przypadku substancji
draznigcych wytyczna dopuszczata wykorzystanie dodatkowych 6 krélikow.

W drugim wydaniu z 1987 roku wytyczna nakazywata analize fizyczno-
chemicznych wifasciwosci, wyniki testow z draznienia skory, czy zwalidowanych
alternatywnych metod, ktére dawatyby podstawe do odstgpienia od badan w zwigzku z
mozliwoscig wywotania uszkodzenia oka. Dodatkowo wytyczna przewidywata
wykorzystanie tylko jednego krolika w przypadku silnego draznienia, czy uszkodzenia
oka, bez koniecznosci potwierdzania na kolejnym zwierzeciu.

Wydanie trzecie z 2002 roku rozdzielito badanie na test poczatkowy na jednym
zwierzeciu i test potwierdzajgcy wykonywany na dwoch kolejnych zwierzetach, przy
czym test potwierdzajgcy nalezato wykonywaé w sposéb sekwencyjny, tak aby cate
badanie wykonac¢ na 2 krélikach jesli to byto wystarczajgce dla dokonania klasyfikacji.
Zastosowano tez, podobnie jak w wytycznej 404, rozbudowang szczego6towg strategie
postepowania odnoszgcg sie do systemu GHS, ktéra pozwalata na podstawie

wczesniejszych danych z badan na ludziach lub badan na zwierzetach, na podstawie
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szacowania wiasciwosci fizycznych i chemicznych czy testéow in vitro odstgpienie od
badan na zwierzetach (OECD, 2018a).

Ostatnie dwie aktualizacje z roku 2017 i 2020 (OECD, 2012) oraz aktualna
wersja z roku 2021 (OECD, 2021a), dzieki zintegrowanemu podejsciu do testowania i
szacowania zaktada wykonanie testu na zwierzetach jako ostatni krok po wyczerpaniu
wszystkich innych mozliwosci jezeli na ich podstawie nie mozna przeprowadzi¢
klasyfikacji (OECD, 2020).

6.2.3. Odstgpienie od badan z udziatem zwierzat i zasady pomostowania

w toksycznosci ostrej

Bardzo waznym dokumentem z punktu widzenia ograniczenia liczby zwierzat w
badaniach jest opublikowany w 2016 roku przez OECD dokument pt. ,Guidance
Document on Considerations for Waiving or Bridging of Mammalian Acute Toxicity
Tests”, w ktérym szczegoétowo rozwaza sie praktyczne mozliwosci rezygnaciji z badan na
zwierzetach laboratoryjnych w poszczegdlnych testach toksycznosci ostrej, przy
jednoczesnej mozliwosci klasyfikacji substancji chemicznych z uzyciem réznych metod,
w tym réwniez metod alternatywnych (OECD, 2017a). Dokument wskazuje na
koniecznos$¢ catosciowego podejscia i uwzgledniania wszystkich dostepnych informacji
w procesie klasyfikacji i oznakowania, ktore to podejscie umozliwia minimalizacje czy
nawet rezygnacje z wykorzystywania zwierzat. Podejscie takie obejmuje uwzglednianie
wiasciwosci fizykochemicznych, rozwazenie potencjalnie niewielkiej mozliwosci lub
braku narazenia okreslong drogg u ludzi, wykorzystanie istniejgcych informacji o
podobnych lub zblizonych substancjach, ktére sg juz scharakteryzowane pod wzgledem
toksykologicznym, a nawet wykorzystanie metod obliczeniowych czy programoéw
symulacyjnych. Nadrzednym, ogdlnym kryterium przemawiajgcym za odstgpieniem od
badan in vivo na zwierzetach jest mozliwo$s¢ pozyskania niezbednych danych do
klasyfikacji zagrozenia dla danej substancji chemicznej drogg zwalidowanych testéw in
vitro lub innych metod alternatywnych. Poza tym dokument szczegétowo okresla warunki
dla ktérych nie mozna wykonac badania. | tak, od badania nalezy odstapic, jezeli:

e substancja dziata zrgco na skoére (przypisano jej kategorie 1 GHS), a dziatanie
zrgce oparto na zwalidowanych metodach in vivo czy in vitro,

e LDso danej substancji okreslone na podstawie zaakceptowanych, wystarczajgco
czutych metod alternatywnych bedzie wieksze od 2000 mg/kg,

e na podstawie innych badan krotkotrwatych, czy badah po podaniu wielokrotnym,
dla ktéorych NOAEL (ang. no observed adverse effect level - poziom

niewywotujgcy dajgcych sie zaobserwowaé szkodliwych skutkdw) jest rowny lub
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wiekszy od 1000 mg/kg masy ciata na dzien (dane historyczne wskazuja, ze

substancje takie majg LDso wyzsze od 2000 mg/kg masy ciata).

Toksyczno$¢ ostra danej substancji po narazeniu poprzez skére sporadycznie jest
wyzsza od toksycznosc tej substancji po narazeniu doustnym, dlatego przy zachowaniu
odpowiednich zasad mozna od badan toksycznos¢ ostrej skérnej odstgpi¢ (Creton,
2010; Thomasiiin., 2007).

Badania dziatania draznigcego / zrgcego na skoére oraz badania dziatania
draznigcego / uszkodzenia oka na zwierzetach nie nalezy przeprowadzac, jezeli wyniki
zaakceptowanych i zwalidowanych metod badan in vitro czy in vivo pozwalajg na
wiasciwg klasyfikacje badanej substancji. Podobnie do takiej decyzji upowaznia
posiadanie danych z innych badan o dziataniu draznigcym czy zrgcym jak np.

toksycznos¢ ostra skorna, czy dziatanie uczulajgce na skore.

6.2.4. Badania alternatywne dla toksycznosci ostrej

Najwiecej wymiernych korzysci w kontekscie redukcji liczby zwierzat
laboratoryjnych w badaniach toksycznosci ostrej dato wprowadzanie metod
alternatywnych. Omawiane tu wytyczne OECD do badan toksycznosci ostrej juz pod
koniec lat 90 wraz z opracowaniem systemu GHS zaczety odwotywaé sie do badan
alternatywnych, ale poczatkowo w zwigzku z brakiem wiarygodnych, zwalidowanych
i uznanych przez Urzedy Rejestracyjne metod alternatywnych zapisy te byly martwe
i badania nadal wykonywano z wykorzystaniem zwierzat, ograniczajgc jedynie ich liczbe.
Dopiero opracowanie wiarygodnych i uznawanych metod alternatywnych dato silny
impuls do realnej i znaczgcej redukciji liczby zwierzat, czy nawet catkowitej ich eliminacji

w badaniach toksycznosci ostre;j.

Alternatywnym badaniem dla badania ostrego draznienia / dziatania zrgcego
skory na krolikach sg badania wykonywane wedtug wytycznej OECD nr 430 — ,Badanie
opornosci elektrycznej przez skére (OES)” (OECD, 2015b), nr 431 — ,Metoda badawcza
z uzyciem zrekonstruowanego ludzkiego naskérka (RHE)” (OECD, 2019a) oraz nr 439
— ,Badanie na modelu zrekonstruowanego ludzkiego naskérka” (OECD, 2021b). W
oparciu o omowiony wyzej dokument pt. ,Guidance Document on Considerations for
Waiving or Bridging of Mammalian Acute Toxicity Tests” oraz na podstawie strategii
postepowania zawartej w aktualnej wytycznej OECD nr 404 do badania ostrego
draznienia / dziatania zrgcego skory (OECD, 2015a) nie wolno wykonywa¢ badan na

krélikach z pominieciem metod alternatywnych. Badanie na krdélikach jest dopuszczalne
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dla srodkéw ochrony roslin, dla ktérych test OECD nr 439 jako test klasyfikujgcy dziatanie

draznigce uznano za nieodpowiedni.

Dla wszystkich potencjalnie podlegajacych badaniom substancji nie wykonuje sie
testdbw dziatania zrgcego na zwierzetach, gdyz umozliwiajg to badania metodami
alternatywnymi. Badanie ostrego draznienia/uszkodzenia oka wykonuje sie tylko w
wyjatkowych sytuacjach, kiedy nie mozna sklasyfikowaé badanej substancji metodami
alternatywnymi wykonywanymi zgodnie z wytycznymi OECD: nr 438 — ,Badanie na
izolowanym oku kurzym do celéw identyfikacyjnych ) substancji i zwigzkéw
chemicznych powodujgcych powazne uszkodzenie oka IlI) substancji i zwigzkoéw
chemicznych nie wymagajacych klasyfikacji pod katem draznienia i uszkodzenia oka”,
nr 491 — ,Metoda badawcza in vitro krétkiego okresu narazenia do celéw identyfikacji
i) substancji chemicznych powodujacych powazne uszkodzenie oczu oraz ii) substancji
chemicznych, ktére nie wymagajg zaklasyfikowania jako substancje draznigce oczy lub
powodujgce powazne uszkodzenie oczu”, i nr 492 — ,Metoda badawcza wykorzystywana
w ramach badania na modelu zrekonstruowanego Iludzkiego nabtonka
przypominajgcego rogoéwke (RhCE) stosowana do identyfikacji substancji chemicznych
niewymagajacych klasyfikacji i oznakowania pod wzgledem dziatania draznigcego na
oczy lub powaznych uszkodzen oczu” (OECD, 2018d; OECD, 2020; OECD, 2019b).
Metody te zgodnie ze strategig postepowania majg bezwzgledne pierwszenstwo przed

badaniem na zwierzetach.

6.2.5. Metody alternatywne w innych badaniach
Zmieniajgce sie przepisy prawa i wytyczne OECD, ale przede wszystkim

znaczgcy rozwoOj metod alternatywnych przyczynity sie w ciggu ostatnich lat do
znaczacej redukciji liczby zwierzgt wykorzystywanych w badaniach toksycznosci ostre;j
doustnej i toksycznosci ostrej skornej.

Najwiecej metod alternatywnych zastepuje zwierzeta w badaniach toksycznosci ostrej,
ale nieustannie trwajg prace nad metodami alternatywnymi dla innych badan (Worth i
in., 2014). Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze metody alternatywne bedg w
przysztosci sukcesywnie wypierac klasyczne badania. Zwierzeta laboratoryjne stanowig
nieoceniony model badawczy ale nalezy mie¢ nadzieje, ze ciggte poszukiwanie i rozwoj
metod alternatywnych oraz nowe metody szacunkowe i obliczeniowe pozwolg na dalszg
redukcje liczby zwierzat takze w badaniach przewlektych. W obecnie rutynowo stosuje
sie juz alternatywne metody dla dziatania uczulajgcego skory. Klasyczne badanie
wykonywane na swinkach morskich zastgpiono z powodzeniem kilkoma metodami

OECD: nr 442B — ,Badanie lokalnych weztéw chtonnych”, nr 442C — ,Bezposrednie
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oznaczanie reaktywnosci peptydow (DPRA)”, nr 442D - ,Metoda badawcza z
wykorzystaniem lucyferazy ARE-Nrf2”, czy nr 442E — ,Badanie aktywacji ludzkich linii
komérkowych (h-CLAT)”. Metodami alternatywnymi sg tez proby zastepowania i
wprowadzania do badan zwierzat ewolucyjnie nizszych. Z powodzeniem stosuje sie w
laboratoriach ryby, np. danio pregowane, ktoére juz od kilkunastu lat wykorzystywane jest
w réznego rodzaju badaniach (McGrath, 2012; Tylzanowski i in., 2017), czy np. Hydra

attenuata, ktéra jest wykorzystywana w badaniach juz od lat 80 (Quinn i in., 2012).

7. Pokrewienstwo ewolucyjne bezkregowcow i kregowcoéw — wykorzystanie w

badaniach

Obserwujgc okres rozwoju réznych gatunkéw zwierzgt kregowych, pomimo istnienia
wyraznych specyficznych dla danego gatunku réznic mozna wyrézni¢ dwie fazy. Faze
wczesnego rozwoju embrionalnego, obejmujgcg zaptodnienie, bruzdkowanie
i gastrulacje oraz faze péznego rozwoju embrionalnego obejmujgca gtowny proces
organogenezy.

U gatunkdw bezkregowcow, stosowanych jako modelowe w badaniach
rozwojowych: nicienia - Caenorhabditis elegans, oraz muszki owocowej - Drosophila
melanogaster, mozna wyrézni¢ takie same fazy rozwoju jakie obserwowa¢ mozna
u gatunkow kregowcow, stosowanych jako zwierzeta modelowe: danio pregowanego —
Danio rerio zaby szponiastej - Xenopus laevis, myszy domowej — Mus musculus,
szczura wedrownego - Rattus norvegicus i krolika europejskiego - Oryctolagus
cuniculus. Najwazniejszg réznicg u omawianych gatunkdéw jest zakonczenie
organogenezy. U nicienia, muszki, ryby i zaby, w przeciwienstwie do ssakow proces
organogenezy konczy sie dopiero u form larwalnych, po ich wykluciu. Dodatkowo u
nicienia i muszki owocowej proces ten przebiega w trakcie rozwoju kolejnych form
larwalnych. Ponadto u ssakow: myszy, szczura i krolika w poréwnaniu z prezentowanymi
tu innymi kregowcami: rybg i zaba, nastepuje w trakcie rozwoju bardzo ztozony proces
implantacji i wytwarzania tozyska (Alves-Pimenta i in., 2018). Badanie ewolucji swiata
zwierzat pozwala na coraz doktadniejsze poznanie pochodzenia gatunkéw zwierzat i
zrozumienie wzajemnych relacji pomiedzy nimi, w tym mechanizmdw, ktéry odpowiadajg
za rozwoj osobniczy. Wiadomo, ze ssaki i ryby jako kregowce posiadaty wspolnego
przodka, a gatezie ich rozwoju ewolucyjnego rozeszty sie okoto 450 min lat temu.
Natomiast rozdzielenie gatezi rozwojowych dla kregowcow i bezkregowcow nastgpito
okoto 990 min lat temu (Hedges, 2002; Wheeler i in., 2009; Luo, 2007). Coraz wigksze
znaczenie w badaniu procesow rozwoju odgrywa ewolucyjna biologia rozwoju tgczgca

dwie dyscypliny: embriologie poréwnawczg i genetyke ewolucyjng. Za poczgtek rozwoju
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tej dziedziny wiedzy uwaza sie odkrycie w latach 80 XX wieku homeotycznych genéw
Hox, ktére jak sie okazato sg wspodlne w catym krélestwie zwierzat, zaréwno u
kregowcow jak i bezkregowcdw. Geny te sg odpowiedzialne za prawidtowg morfogeneze
poszczegodlnych czesci ciata zarodkow i stanowig pod wzgledem ewolucyjnym stata i
niezmienng sekwencje genéw (Willmore, 2012).

Wspdlne pochodzenie i wspdlne mechanizmy rozwoju w $Swiecie zwierzat, sa
podstawg do mozliwosci wykorzystania réznych gatunkow zwierzat jako modeli

badawczych. Badania wykazaty, Ze podstawg procesu wydajnej regeneracji ciata hydry
jest obecnos¢ w jej ciele komorek macierzystych (Vogg i in. 2021; Buzgariu i in., 2022).
Ciato hydry moze wiec stanowi¢ doskonaly model wczesnego embrionu. U ssakow

zygota i wczesna blastocysta stanowi konglomerat komoérek macierzystych o bardzo

duzym potencjale do podziatéow i réznicowania.

8. Zasadnos¢ zastepowania klasycznych zwierzecych modeli badawczych

modelami alternatywnymi

Wykorzystywanie zwierzat kregowych, a zwtaszcza ssakéw, w badaniach budzi
kontrowersje i sprzeciw roznych srodowisk spotecznych. Postep nauki daje mozliwosci
wdrazania metod alternatywnych dla modeli badawczych opierajgcych sie na
klasycznych zwierzetach laboratoryjnych. W ciggu ostatnich lat zsekwencjonowano
genom wielu gatunkow zwierzat. Poznanie kompletnych sekwencji genéw umozliwito
lepsze zrozumienie procesu ewolucji i filogenezy i dato mozliwo$¢ poréwnania miedzy
réznymi gatunkami. Wiedza o relacjach filogenetycznych i interakcjach miedzy réznymi,
wydawatoby sie odlegtymi i odmiennymi gatunkami zwierzat, umozliwita poszukiwanie
i wykorzystywanie zwierzat nizszych filogenetycznie w badaniach, w celu zastgpienia
nimi zwierzat wyzszych. Przyktadem jest pokrewienstwo ludzi i myszy, z ktérymi ludzie
dzielg okoto 90% swojego genomu (Webster, 2014), czy pokrewienstwo ludzi i Danio
rerio, gdzie liczba wspdlnych gendéw siega 70 % (Korzeniowski i in., 2014). Tak duzy
procent wspolnych gendéw wynika z posiadania wspdlnych przodkéw. Szacuje sie, ze
ludzie i myszy, tak znacznie réznigce sie od siebie gatunki, mieli wspdlnego przodka od
80 do 100 miliondéw lat temu (Webster, 2014). Wykorzystanie do badan gatunkéw
usytuowanych nizej w filogenetycznym rozwoju opiera sie na zachowaniu proceséw
fizjologicznych w filogenetycznej ewolucji zwierzat (Webster, 2014). Wprowadzanie do
badan zwierzat filogenetycznie nizszych jest z etycznego punktu widzenia wysoce
uzasadnione, gdyz przyjmuje sie, ze zwierzeta takie majg mniejszy stopieh wrazliwosci
neurofizjologicznej. Znajomos¢ takich aspektow jak ztozonos¢ fizjologiczna gatunku,

reakcje neuronalne, behawioralne czy immunologiczne, a takze cechy anatomiczne jest
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kluczowa w wyborze modelu zwierzecego do badah. Biologia porownawcza we
wszystkich swoich aspektach ma duze znaczenie dla oceny przydatnosci danego
gatunku (Dooley i in., 2000). Poza kryterium rozwoju ewolucyjnego przy wyborze
gatunkéw modelowych mozna wykorzystac inne cechy biologiczne jak np. etap rozwoju.
Powszechnie przyjmuje sie za bardziej etyczne wykorzystywanie w badaniach
wczesnych stadidw rozwojowych kregowcow czego odzwierciedleniem sg przepisy
wielu panstw dopuszczajgce przeprowadzanie badan na embrionach danio. Zgodnie
z dyrektywg UE 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw
naukowych, badania z wykorzystaniem danio pregowanego w jego wczesnych etapach
rozwoju, ktore nie sg samodzielng forma larwalng nie wymagajg zgody komisji etycznych
(Giacomotto i in., 2010). Bardzo istotny jest obszerny dostep do literatury naukowe;.
Obecno$¢ Danio rerio w laboratoriach badawczych od lat 80 XX wieku i duze
zainteresowanie tym gatunkiem wygenerowato obszerng baze ogélnie dostepnych
danych literaturowych, co bardzo utatwia prace i planowanie badan z uzyciem tego
gatunku (Kimmel i in., 1995; Dooley i in., 2000).

Gtéwng zaletg modeli badawczych opartych na nizszych zwierzetach lub
wczesnych stadiach rozwojowych klasycznych gatunkéw zwierzat laboratoryjnych,
w przeciwienstwie do technik in vitro, jest mozliwo$¢ wykonywania wysokowydajnych
badan przesiewowych. W badaniach tych modelem jest caty zywy organizm obejmujgcy
tez wszystkie ztozone zalezno$ci i interakcje pomiedzy komaorkami, tkankami i uktadami
narzgdow, czego nie mogg zapewni¢ badania in vitro na komérkach czy tkankach
(Giacomotto i in., 2010).

W ostatnich latach zdobywajg popularnos¢ badania toksycznosci rozwojowe;j
z wykorzystaniem zarodkow roznych gatunkow zwierzat, przy czym pewnym
ograniczeniem w wykorzystaniu danego gatunku sg réznice wynikajgce z budowy
anatomicznej (Piersma i in., 2004). Alternatywe w badaniach rozwojowych stanowig
modele filogeniczne nizsze, jak np. bezkregowce, takie jak Caenorhabditis elegans
i Drosophila melanogaster, czy tez nie bedagce ssakami kregowce jak Xenopus laevis
i Danio rerio (Allves-Pimenta i in., 2018).

Dobér alternatywnych modeli badawczych w badaniach toksycznosci rozwoju
przedporodowego mozna oprze¢ na zatozeniu, ze wszystkie rozwijajgce sie zwierzeta
kregowe wydajg sie by¢ bardzo podobne w poczatkowych okresach swojego rozwoju
osobniczego. Zwierzeta te w okresie zarodkowym przechodzg podobne fazy, a dopiero
w pdzniejszych okresach rozwoju pojawiajg sie cechy charakterystyczne dla danej grupy
zwierzat, czy gatunku. Rozwdj osobniczy odzwierciedla rozwdj filogenetyczny.

U wszystkich zarodkéw kregowcow mozna wyrdznié tuki skrzelowe, rdzen kregowy,
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prymitywne nerki, a wczesne etapy rozwoju konczyn przebiegajg wedtug podobnego
schematu, wspodlnego dla wszystkich kregowcéw. Wiele szczegdtow i aspektdéw rozwoju
réznych grup kregowcow zostaty juz w duzej mierze zweryfikowane i doktadnie znany
jest przebieg prawidtowego rozwoju (Vejlsted, 2010; Gilbert, 2003). Gatunki kregowcow
inne niz ssaki odgrywajg wazng role w wypetnianiu luki w wiedzy miedzy rozwojem
embrionalnym bezkregowcow i kregowcow. Badania prowadzone z wykorzystaniem
danio pregowanego czy zaby dostarczyty wielu istotnych informacji na temat toksykologii
rozwojowej cztowieka (Dooley i in. 2000). W zwigzku z tym, ze, ogdlne, wspdlne cechy
duzej grupy zwierzat pojawiajg sie na wczesniejszym etapie rozwoju, zardwno gatunki
nie bedgce ssakami, jak i ssaki mogg by¢ wykorzystywane w réznych fazach testow
teratogennych (Gilbert 2003).

9. Budowa hydry a mozliwosci regeneracji

9.1. Informacje ogéine

Hydra attenuata jest jednym 2z prostszych organizmow wielokomoérkowych
o cylindrycznym ksztatcie. Pierwszych obserwacji i opisu tego stodkowodnego polipa
dokonat w 1744 roku Abraham Trembley, ktérego obserwacje pozwolity prawidtowo
zaklasyfikowa¢ hydry do swiata zwierzat (Vogg i in. 2019). Ciato hydry ma dtugosci od
5do 20 mm. Jest ona gatunkiem osiadlym bytujgcym w zbiornikach stodkowodnych
stojacych lub wolno ptyngcych, zywi sie drobnymi bezkregowcami (Steele, 2002;
Holdway, 2005; Napiorkowski i in., 2008). Moze przemieszczaé sie unoszgc sie
swobodnie w toni wodnej, lub poprzez wykonywanie przewrotek kolejno zaczepiajgc sie
0 podtoze stopg i glowa.

Ciato hydry tworzy cylinder zbudowany z potgczonych dwdch warstw komaorek
nabtonkowych. Na jednym konhcu znajduje sie otwdr gebowy zwany hypostomem,
otoczony kilkoma ramionami umozliwiajgcymi tapanie zdobyczy dzieki znajdujgcym sie
na ich powierzchni komérkom parzydetkowym. Otwoér gebowy i ramiona stanowig
hydrant, pod ktérym znajduje sie kolumna skfadajgca sie z czterech czesci. Pierwsza
czes¢, zotagdkowa znajduje sie miedzy ramionami a pierwszym (wierzchotkowym)
pakiem. Druga czes¢, strefa pgczkowania w ktorej, wytwarzane sg paki. Trzecia czesé,
szyputka tgczy strefe pgczkowania z najnizej znajdujgca sie czwartg czescig — stopa.

U hydry wystepuje dwa rodzaje rozmnazania: przez pgczkowanie oraz drogg
ptciowg. Przy odpowiedniej ilosci pokarmu i odpowiedniej temperaturze wody na
wysokosci okoto 1/3 wysokosci ciata tworzy sie niewielki uchytek przewodu
pokarmowego. Uchylek rozwijajgc sie tworzy rodzaj matego pgczka, ktéry w koncowe;j

fazie wytwarza na swym koncu otwor gebowy otoczony ramionami. Pgczek stanowi
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miniaturowg kopie organizmu macierzystego i ostatecznie oddziela sie od niego
stanowigc od tej pory niezalezny organizm. Ta metoda rozmnazania wykorzystywana
w laboratoriach zapewnia wysokg szybkosc¢ reprodukcji, umozliwiajgc hodowanie duzej
liczby hydry w krotkim czasie (Holdway 2005; Pollino i in., 1999). W warunkach
naturalnych, przy wystgpieniu bodzcow stresowych takich jak np. wahania temperatury
wody jesienig lub innych, ktére poprzedzajg spadek gestosci populacji, zachodzi proces
rozmnazania ptciowego (Yoshida i in., 2006). Hydry wytwarzajg meskie i/lub zenskie
gonady i stymulujg cykl ptciowy (Martin i in., 1997). W obrebie komodrek
srédmigzszowych wytwarzajg sie stozkowe jgdra oraz pétkoliste jajniki. Jadra o ksztatcie
stozkowej brodawki wypetnione sg komodrkami totipotencjalnymi, natomiast jajniki
wytwarzajg zalgzki, wybrzuszajgce warstwe ektodermalng. Plemniki wydostajg sie
poprzez rozerwang warstwe ektodermalng. Zaptodnienie nastepuje w jamie ciata, a
powstata ptywajgca larwa — planula — zostaje uwolniona na zewnagtrz wiosng, po
rozpadzie osobnika rodzicielskiego (Martin i in., 1997; Martinez i in,. 2012).
Powszechnos¢ wystepowania hydry, mate wymagania i tatwosé hodowli w
warunkach laboratoryjnych oraz wrazliwos¢ na obecnoS$¢ substancji toksycznych
powodujg, ze jest atrakcyjnym obiektem do badan ekotoksykologicznych (Trottier i in.
1997). Dzigki mozliwosci bezptciowego rozmnazania poprzez paczkowanie mozna
pozyskiwa¢ w warunkach laboratoryjnych duzg liczbe genetycznie identycznych
osobnikéw. Wykonanie testow toksycznosci jest proste i tanie, a powstajgce w czasie
narazania zmiany sg fatwe do zaobserwowanie i interpretacji, co czyni z tego zwierzecia
atrakcyjny model badawczy do kontroli zanieczyszczen (Castillo i in., 2000).
Struktura hydry, ktéra jest znacznie prostsza niz u kregowcow z osrodkowym uktadem
nerwowym i wyspecjalizowanymi narzgdami, ale jednoczes$nie znacznie bardziej
ztozona niz hodowla komorkowa, powoduje, ze hydra jest porownywalna z zywg tkanka,
ktorej komorki i odlegte regiony sg fizjologicznie potgczone (Galliot i in. 2006). Odbudowa
usunietych poprzez amputacje czesci ciata jak stopa czy hydrant i przywrocenie ich
normalnych funkcji odbywa sie w ciggu kilku dni. Zdolno$¢ regeneracji wynika z budowy

histologicznej hydry.

9.2. Budowa histologiczna — mechanizmy regeneracji

Ciato hydry sktada sie z dwoch warstw tkanek, jednej naskérkowej, drugiej
zotadkowo-dermalnej, pomiedzy ktérymi  wystepuje spajajgca je macierz
zewnatrzkomérkowa zwana mesogleg. W sScianie mozna wyrozni¢ trzy populacje
komérek macierzystych: dwie populacje nabtonkowych komérek macierzystych (ESC -

epithelial stem cells) oraz jedng populacje srédmigzszowych komorek (ISC - interstitial
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stem cells), ktéra znajdujg sie gtéwnie w centralnym regionie kolumny (Passamaneck i
in. 2012; Bely i in. 2010]. Posréd nabtonkowych komorek ESC wyrdzni¢é mozna: komorki
macierzyste nabtonka (eESC- epidermal epithelial stem cells) i komérki macierzyste
zotgdka (gESC - gastrodermal epithelial stem cells). Wszystkie te komérki nabtonkowe
(ESC) ostatecznie roznicujg sie, gdy dotrg do koncow ciata zwierzecia. Natomiast
srodmigzszowe komorki macierzyste (ISC) wystepujg obficie w centralnej czesci
zwierzecia. Poprzez asymetryczny podziat wytwarzajg one tzw. progenitory
srodmigzszowe (IP — interstitial progenitor), ktérych cykl komérkowy jest bardzo szybki
i trwa mniej niz 24 godziny. IP sg komdrkami migrujgcymi, ktére réznicujg sie w fazie
GO wzdtuz osi ciata i na koncach ciata hydry. Powstate ostatecznie z tych komoérek
nematocyty umiejscawiajg sie w naskérku, komoérki nerwowe w obu warstwach:
epidermie i gastrodermie, a komorki gruczotowe w zotadku. Jedynie obecnos¢ komorek
ASC daje mozliwos¢ regeneracji. Ciggly proces odnowy tych komorek umozliwia
dynamiczne utrzymywanie homeostazy tkanek.

Tkanka na obu koncach zwierzecia (stopa i gtowa) sktada sie gtéwnie ze
zroznicowanych komoérek, nabtonkowych pochodzacych z ISC, takich jak neurony,
komorki mechanosensoryczne zwane nematocytami oraz komorki gruczotowe. Ponadto
z ISC moga powstawac¢ komérki rozrodcze, jezeli zwierze wchodzi w faze rozmnazania
ptciowego (Bossert i in., 2017). Tkanka hydry pozostaje w stanie dynamicznej
homeostazy. Zachodzi ciggly proces odnowy komorek wszystkich trzech linii
z centralnego obszaru ciata, co powoduje, ze nowe, zréznicowane komorki zastepujg
stopniowo, co 20 dni, zluszczajgce sie na koncach ciata komorki. Ciggta samoodnowa
komorek macierzystych hydry w centralnej czesci ciata wskazuje, ze ten region mozna
uznac za problasteme, w ktdrej komérki macierzyste zatrzymane w fazie G2 sg gotowy
do roéznicowania, dzielenia i rozmnazania sie zaraz po amputacji (Buzgariu i in., 2022).

Srédmigzszowe komorki stanowig populacje multipotencjalnych komérek
macierzystych, ktére podczas wzrostu hydry i wytwarzania nowych pgczkéw wytwarzajg
zroznicowane i wyspecjalizowane komorki, w tym komorki rozrodcze u zwierzat
przechodzgcych réznicowanie piciowe. Komodrki macierzyste mogg dzieli¢ sie
symetrycznie i asymetrycznie. Podziat symetryczny daje dwie komorki potomne,
a w podziale asymetrycznym powstaje jedna komérka potomna komorki macierzyste;j
i jedng komorke, ktéra dalej ulega réznicowaniu (David, 2012). Podziat symetryczny
i asymetryczny obserwuje sie w komérkach macierzystych kregowcow.

Zatrzymanie w fazie G2 cyklu komoérkowego powoduje, ze komorki sg stale gotowe na
szybkg odpowiedz na sygnaty uszkodzenia. Kolumna ciata hydry jest strukturg

przypominajgcg blasteme, ktéra wypetniajg wielofunkcyjne nabtonkowe komorki
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macierzyste. Wykazujg one niskg wrazliwos¢ na sygnaty proapoptotyczne oraz wysokg
zdolnos¢ autofagii, co sprzyja odpornosci na stres i gtdd. Polipy hydry nie poddane
czynnikom stresogennym pozostajg w stanie homeostazy utrzymywanej dzieki petlom
regulacyjnym miedzy aktywatorami i inhibitorami. Uraz indukuje wytwarzanie sygnatéw
reaktywnych form tlenu (ROS), ktére przyspieszajg gojenie ran i przyczyniajg sie do
aktywacji proceséw rozwojowych i tworzenia nowych osrodkéw organizacyjnych
z tkanek somatycznych (Vogg i in. 2021).

Proces regeneracji wymaga istnienia proregeneracyjnych warunkéw homeostazy.
Warunki takie sg zapewnione dzieki:

e wysoce plastycznym komérkom nabtonkowym,

o duzej ilosci stale samoodnawiajgcych sie komoérek macierzystych tworzacych
w centralnej czesci ciata problasteme, tatwo aktywowang po urazie,

e mechanizmowi autofagii w komoérkach nabtonkowych gwarantujgcemu wysoki
poziom sprawnosci i adaptacji do szkodliwych warunkéw srodowiskowych,
o0 czym $wiadczy utrata regeneracji u zwierzat, u ktérych autofagia jest
dysfunkcyjna,

e obecnosci mesoglei (macierzy zewnagtrzkomorkowej),  zapewniajgcej
dynamicznie uksztattowane $rodowisko, w ktérym molekularne i mechaniczne
sygnaty wywotane urazem indukujg procesy regeneracyjne.

Uwaza sie, ze regeneracja wymaga utworzenia proliferacyjnej blastemy. Bardzo
ograniczony potencjat do regeneracji u ssakéw jest wynikiem ich niezdolnosci do
wywotania i formowania blastemy po urazie czy amputacji (Tanaka i in., 2011).

Duze iloéci cyklicznych dorostych komérek macierzystych (ASC — adult stem cells)
w kolumnie ciata hydry ulega ciggtej samoodnowie i dlatego kolumna ciata jest miejscem
gdzie moze rozpoczac¢ sie i prawidtowo przebiegac proces regeneracji. Szczegdtowo
rola komorek macierzystych w procesie regeneracji zostata omoéwiona w rozdziale 11.
Pozostate czesci ciata hydry, jak ramiona, czesé gltowowa, stopa, zbudowane z komérek
ostatecznie zréznicowanych nie podlegajg procesowi regeneracji (David, 2012;
Hobmayer i in., 2012; Buzargiu i in., 2014).

Komorki ASC po podziale mitotycznym przechodzg faze G1 bez zatrzymywania,
replikujg DNA w ciggu okoto 12 godzin, a nastepnie zatrzymujg sie w fazie G2.
Zatrzymanie komorki w fazie G2 powoduje, ze w przemianach komérki faworyzowane
sg procesy zwiekszajgce zdolnos¢ do regeneraciji, takie jak zwiekszenie odpornosci na
Smier¢ komérek oraz zintensyfikowanie proceséw naprawczych DNA. W przypadku
uszkodzenia nastepuje dodatkowo proces przyspieszenia zakohczenia fazy G2 oraz

przyspieszenie procesow podziatu komorki. Odnowa komorek przebiega w réznym
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tempie. Komoérki ESC odnawiajg sie co 3-4 dni, natomiast komérki ISC odnawiajg sie co
24-30 godzin. Pewna cze$¢ komorek ASC utrzymuje sie w stanie spoczynku w fazie G2
przez tygodnie, umozliwiajgc szybkg regeneracje w razie urazu (Buzargiu i in., 2014).
Komorki ESC, przemieszczajg sie w kierunku kohcow ciata, gdzie ostatecznie rdéznicujg
sie z pominieciem podziatu mitotycznego. Komoérki ISCs dajg poczatek migrujgcym
komérkom, ktére ostatecznie réznicujg sie postmitotycznie, albo w kolumnie ciata lub na
koncach ciata. Taka struktura czynnosciowa powoduje, ze centralny obszar ciata hydry
jest wysoce proliferacyjny, natomiast konce ciata stanowig prawie wytgcznie terminalnie
zréznicowane komoérki. Przemiany jakim ulegajg komérki sg kontrolowane przez szereg
protoonkogenow (Galliot i in., 2018).

Wyréznia sie dwa rodzaje regeneracji; morfolaksje i epimorfoze. Morfalaksja
przebiega bez proliferacji komérkowej i polega na przeksztatceniu istniejgcych tkanek
w nowo zorganizowane struktury. Epimorfoza wymaga aktywnej proliferacji komorek.
W pierwszym etapie przebiega proliferacja prowadzgca do powstania blastemy,
a nastepnie morfalaksja prowadzaca juz do petnej regeneracji. Komoérki w miejscu urazu
tracg wyspecjalizowane wiasciwosci i powracajg do stanu pierwotnego, nastepnie
komérki te po szybkim namnozeniu ponownie sie rdéznicujg, tworzgc tkanke potrzebna
do odbudowy danej tkanki (Brockes i in., 2005; Reddien i in., 2004; Sanchez Alvarado,
2006).

Komorki nabtonka endodermalnego wykazujg ruchliwos$c¢ i aktywujg sie w ciggu
2-3 h po amputacji, przechodzac szereg zmian wtasciwosci komorkowych,
biochemicznych i funkcjonalnych, prowadzacych do ekspresji nowych antygenow
powierzchniowych komoérek oraz gendéw (Takahashi i in., 2005; Amimoto i in., 2006).
Dowolny wyizolowany fragment ciata hydry zawierajgcy co najmniej kilkaset komoérek
nabtonkowych moze zregenerowac do petni rozwinietego osobnika. Jest to cecha, ktorg
wykazujg nawet agregaty zdysocjowanych komorek (Technau i in., 2000). Zdolnos¢ do
samoorganizacji wynika z ciggtej produkcji komoérek i aktywnosci czynnikow
sygnatowych w dojrzatej tkance. Regenerujgce kawatki tkanki okolic zotgdka wykazujg
polaryzacje kierunkowg: regeneracja gtowy hydry nastepuje na wierzchotku fragmentu,
a regeneracja stopy na jego dolnej czesci. Zjawisko to opiera sie na gradientach stezenia
czgsteczek ktérych koncentracja dostarcza informacji o potozeniu (Thomas i in., 2007).

Regeneracja obejmuje wzajemne oddziatywanie kilku typéw komorek, szlaki
sygnalizacyjne oraz sktadniki zewnatrzkomorkowej macierzy. Regeneracja zawsze
zaczyna sie od rany, ktéra uruchamia odpowiednie szlaki w celu odpowiednigj
organizacji tkanki. Jednym z genow ulegajgcych ekspresji podczas regeneracji jest

Kazal1gen. Wyciszenie tego genu skutkuje dezorganizacjg tkanki (Chera i in., 2006).
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Wszystkie czynniki i geny niezbedne do regeneracji muszg zostaé aktywowane w
komérkach nabtonka. Aby regeneracja przebiegata prawidtowo niezbedna jest obecnos$é
mezoglei oddzielajgcej dwie warstwy komoérek oraz pewna minimalna ilos¢ komoérek
nabtonkowych. Prawidlowa mezoglea zawiera makroczgsteczki takie jak lamininy,
kolageny, proteoglikany siarczanu heparanu i czgsteczki podobne do fibronektyny.
Najmniejsza tkanka zdolna do regeneraciji, musi mie¢ okoto 300 komérek nabtonkowych.
Mniejsze fragmenty ulegajg dezintegracji (Technau i in., 2000; Shimizu i in., 1993).
Wszystkie komorki nabtonkowe hydry w rejonie zotgdka sg komorkami
macierzystymi. Cecha ta sprawia, ze dorosta tkanka hydry rézni sie od innych tkanek
bezkregowcdw i kregowcow. Przez cate swoje zycie zachowuje cechy ktére u innych
zwierzat wystepujg jedynie w krotkim okresie embriogenezy (Bosch, 2007).
Hydra posiada dwa osrodki (tzw. organizery) odpowiadajgce za wytwarzanie substancji
aktywujgcych i hamujgcych: gtowny, ktory znajduje sie na wierzchotku oraz stopowy
zlokalizowany w okolicy podstawy. Osrodki te odpowiadajg za odpowiedni rozwdj czesci
ciata hydry i mogg dziata¢ w dwoch odrebnych stanach: homeostatycznym, w tkankach
nienaruszonego zwierzecia oraz rozwojowym, podczas regeneracji tkanki (Shimizu,
2012).

10. Zalety i wady danio pregowanego jako modelu badawczego

10.1. Informacje ogdlne

Danio pregowany posiada wiele zalet jako zwierze laboratoryjne. Zewnetrzne
zaptodnienie, szybki cykl rozwojowy, przezroczysty chorion, umozliwiajgcy obserwacije
poszczegodlnych faz zycia embrionu dajg mozliwos¢ szerokiego wykorzystywania danio
pregowanego jako organizmu modelowego (Domingues i in., 2010; Lieschke i in., 2007).
Cechy te pozwalajg naukowcom badac szczegdty etapdw zycia danio zaczynajgc od
zaptodnienia i rozwoju embrionalnego, a na osobnikach dorostych konczgc. Rozwdj
nauki i postep w roznych dziedzinach pozwalajg na wykorzystywanie danio
pregowanego prawie we wszystkich aspektach biologii na catym $wiecie poczgwszy od
lat 90 XX wieku, a o jego popularnosci jako modelu badawczego swiadczy wzrastajgca
w ostatnich latach liczba publikacji. George Streisinger i jego wspoétpracownicy
z Uniwersytetu w Oregonie w latach 80 przeprowadzali testy genetyczne
z wykorzystaniem danio pregowanego, co dato poczatek szerokiemu stosowaniu danio
w dziedzinie badan biomedycznych (Teame i in., 2019).

Jest to gatunek, ktéry posiada w petni zsekwencjonowany i scharakteryzowany
genom wykazujgcy wysoki stopien homologii genomowej w poroéwnaniu do ssakéw.

Stosunkowo fatwa manipulacja jego genomem umozliwia tworzenie nowych,
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zmutowanych odmian wykorzystywanych jako nowe modele biomedyczne. Wytworzono
transgeniczne linie danio pregowanego do badan réznych choréb ludzi, a naukowcy
stale opracowujg nowe metody przyspieszajgce procesy transgeniczne. Danio
pregowany jest odpowiednim modelem dla badan rozwojowych, fizjologii oraz genetyki.
Prowadzi sie na nim badania dotyczgce wielu choréb ludzi, jak np. choroby zakazne,
uktadu krgzenia, nerek, watroby, przewodu pokarmowego, choroby metaboliczne jak
otyto$¢, cukrzyca typu 2, dyslipidemia i miazdzyca czy zaburzenia nerwowe. Jest
pomocny w badaniach procesow hematopoezy, badaniach nowotwordéw, a takze w
poszukiwaniu i opracowywaniu nowych terapii (Li i in., 2014; Van Houcke i in., 2015;
Zhang i in.. 2003; Mccollum i in., 2011; Westerfield, 1993; Korzeniowski i in., 2014).
Dodatkowymi, istotnymi dla prowadzenia badan rozwojowych, zaletami danio

pregowanego s3a:

e wysoka plennosc¢,

o trwajgcy tylko 24 godziny rozwoj embrionalny,

e wyksztatcanie, w ciggu zaledwie 48 godzin od zaptodnienia, kompletnych

uktaddw narzadow, jak serce, jelita i naczynia krwionosne.
Caly proces organogenezy konczy sie w ciggu pierwszych pieciu dni rozwoju
(Westerfield, 1993). Przezroczysty chorion i wielko§¢ embrionu, ktérego caty proces
rozwoju przebiega poza organizmem matki (Ahn i in., 2008; Buckles i in., 2004)
powodujg ze do obserwacji wystarcza prosty mikroskop. Jak wspomniano wczesniej
rozwdj danio jest bardzo szybki, gdyz w ciggu pierwszych 24 godzin embriogenezy z 1-
komorkowej zygoty powstaje embrion kregowca, ktory moze by¢ wykorzystany
w badaniach (Giacomotto i in., 2010; Granato i in., 1996; Kimmel i in., 1995). W ocenie
prawidtowosci rozwoju uwzglednia sie fatwo widoczne elementy morfologiczne jak
0golny ksztatt ciata, obecnos¢ somitdéw, struna grzbietowa, ogon, ptetwa, serce, budowa
gtowy, mézg, szczeka i tuk gardtowy, pigmentacja, jelito i zéttko (Brannen i in., 2010).
Dodatkowo dostepnos¢ wielu tanich szczepdw danio pregowanego oraz tania hodowla
i fatwe utrzymanie na stosunkowo niewielkiej przestrzeni laboratoryjnej zwigkszajg
atrakcyjnosc¢ tego gatunku jako zwierzecia modelowego w badaniach.
Jednym z istotnych ograniczen jest odmiennos¢ w budowie uktadu oddechowego

i rozrodczego, w porodwnaniu z ssakami, co powoduje, ze ten model zwierzecy nie jest
odpowiedni dla badan nad tymi uktadami. Srodowisko wodne w jakim Zyje danio i w jakim
mozna go narazac, stanowi tez ograniczenie dla badan nad zwigzkami, ktérych
rozpuszczalno$¢ w wodzie jest ograniczona (Sanchez-Olivares i in., 2021). Ponadto
rozwijajgcy sie embrion otoczony jest chorionem, ktory stanowi istotng bariere, wazng

dla ochrony przed wptywami zewnetrznymi. W trakcie badan ekspozycja na chemikalia
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moze byC¢ ograniczona, a obecnos$¢ chorionu moze wptywa¢ na biodostepnosc
niektérych klas substancji chemicznych dla zarodka. Istniejg sugestie, aby poprawiac
biodostepnos¢ poprzez proces dechorionacji, ale istnieje szereg watpliwosci odnosnie
samej roli chorionu jako bariery, a dodatkowo proses dechorionizacji pozbawia zarodek
naturalnej ostony i stwarza ryzyko jego uszkodzenia (Adams i in., 2005; Panzica-Kelly
iin., 2015; Kim i in., 2014).

10.2. Rozwdéj embrionalny kregowcow na przyktadzie danio pregowanego

Na proces embriogenezy, a nastepnie rozwdj ryb wptywa temperatura wody. Dla
danio pregowanego przyjmuje sie temperature 28,5"C jako optymalng dla procesu
inkubacji. Zmiana temperatury zmienia tempo rozwoju, jednak, embriony rozwijajg sie
normalnie, jesli sg utrzymywane w zakresie 25°C - 33°C. Inkubacja przez diuzszy czas
w nizszych lub wyzszych temperaturach moze powodowaé zaburzenia

i nieprawidtowosci rozwojowe (Kimmel i in., 1995).

10.2.1. Zaptodnienie

Zaptodnienie jest potgczeniem materiatu genetycznego z dwéch gamet, plemnika
i komorki jajowej inicjujgcym procesy zyciowe nowego osobnika. Rozmnazanie ptciowe
u zwierzat wymaga istnienia procesu mejozy, redukujgcego ilos¢ materiatu
genetycznego komorki i dajgcego mozliwosé istotnej z punktu widzenia ewolucji
zmiennosci genetycznej organizméw (Gilbert, 2003). U danio pregowanego
zaptodnienie odbywa sie zewnetrznie, a proces tarta inicjowany jest przez pojawienie sie

Swiatta (Granato i in.,1996).

10.2.2. Zygota

Stadium zygoty to okres w ktérym w cytoplazmie zaptodnionej komorki zachodzg
procesy przygotowawcze do intensywnego podziatlu. Podczas zaptodnienia
w cytoplazmie komorki powstajg roznice stezen wapnia, co inicjuje skurcz cytoszkieletu
aktynowego. Proces ten powoduje zepchnigcie cytoplazmy niezéttkowej w zwierzecym

biegunie jaja, przyczyniajgc sie do powstania osi ciata embrionu (Leung i in., 1998).

10.2.3. Faza bruzdkowania

Zygota ulega szybkiej mitozie, ktéra dzieli jej cytoplazme na liczne komorki
jadrzaste, ktére jednak po podziale nie powiekszajg sie, tak jak i w rozwoju innych
kregowcow i bezkregowcow (Newport i in., 1982; Edgar i in., 1986). Po pierwszym
podziale komorki dzielg sie w okoto 15-minutowych odstepach. W pierwszym cyklu

podziatu powstajg 2 komoérki, ktére po przejsciu 6 cykli podziatéw uzyskujg stadium 64
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komérek. W ostatnim stadium 64 komorkowym, powstajg komoérki, ktore sg catkowicie
otoczone innymi komorkami, a wszystkie komorki tworzg trzy warstwy (Kimmel i in.,

1995). Faza bruzdkowania trwa od 45 minut do 2 godzin i 15 minut po zaptodnieniu.

10.2.4. Faza blastuli

Faza ta rozpoczyna sie gdy liczba komorek osiggnie wielko$¢ 128, utozonych
w pieciu warstwach. Kolejne podziaty tworzg 256 komérek utozonych w siedem warstw
oraz 512 komoérek utozonych w dziewie¢ warstw. Wyodrebniajg sie komorki tworzace
warstwe syncytium zéttkowego. Dalsze podziaty doprowadzajg do powstania jedenastu
warstw komoérek. Zarodek przyjmuje ksztatt eliptyczny, a w warstwie syncytium zoltka
pojawia sie kilkanascie rzedow jader komorkowych. Nastepnie zarodek przyjmuje ksztatt
sferyczny i uwidacznia sie sptaszczona granica pomiedzy blastodyskiem a zéttkiem.
Komorki zéttka zakrzywiajg sie w kierunku bieguna zwierzecego, rozpoczynajgc stadium
epiboli czyli pokrywania istniejgcej warstwy kolejng warstwg komoérek. Stadium epiboli
osigga w tej fazie wielkos¢ 30%. Pod koniec tego etapu wyraznie rdznicujg sie juz
bieguny zarodka. Faza blastuli trwa od 2 godzin i 15 minut do 4 godzin i 40 minut od

chwili zaptodnienia (Kimmel i in., 1995).

10.2.5. Faza gastrulacji

Gastrulacja jest procesem skoordynowanych i precyzyjnych ruchdéw komorek
i tkanek, ktére catkowicie przebudowujg istniejgcg juz blastule. Ruchy gastrulacji
obejmujg inwazje, inwolucje, ingresje, delaminacje i epibolie, a w ich trakcie dochodzi
do wytworzenia trzech somatycznych listkow zarodkowych: endodermy, mezodermy
i ektodermy. Listki zarodkowe zajmujg odpowiednie miejsce wzgledem siebie w procesie
ich wzajemnego pozycjonowania (Schmitz i in., 1994). Poprzez zachodzgce interakcje
komorkowe ustalane sg osie ciata zarodka (Skiba i in., 1992). Gastrulacja rozpoczyna
sie wniknieciem mezodermy brzusznej i wytworzeniem bruzdy brzusznej, do ktorej
nastepnie migruje endoderma, tworzgc przednig i tylng czesc¢ jelita srodkowego oraz
jelito przednie i tylne.

W procesie gastrulacji wytwarza sie wielowarstwowe pasmo listkéw zarodkowych
po brzusznej stronie, tworzgc strukture zwang pasmem zarodkowym. Uwidaczniajg sie
granice segmentow, wyznaczajgce rejony gtowy, piersiowy i brzuszny.

Pierwszym ruchem komérkowym gastrulacji ryb jest epibolizacja komérek blastodermy

nad zéttkiem. Komorki, ktére dajg poczatek zarodkowi, migrujg nad gorng czesé zéttka,

tworzgc dwie warstwy hipoblast i epiblast, sktadajgce sie na tarcze embrionalna.

Komorki hipoblastu tarczy embrionalnej migrujg do przodu tworzgc strunomezoderme,

prekursor ptytki przedstrunowej, a nastepnie struny grzbietowej. Komorki, ktoére
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przylegajg do strunomezodermy sg prekursorami somitdow mezodermalnych. Czes¢
komérek epiblastu przesuwa sie w kierunku srodkowej linii grzbietu wytwarzajgc ptytke
nerwowg. Z pozostatej czesci komodrek epiblastu powstaje skéra ryby (Schmitz i in.,
1994). Plytka przedstrunowa u ryb jest prekursorem tworzenia brzusznych struktur
nerwowych (Schieriin., 1997; Schier i in., 1998).

U danio pregowanego na poczatku gastrulacji pojawia sie widoczny na biegunie
zwierzecym pierscieh zarodkowy, a nastepnie 6 godzin po zaptodnieniu widoczna jest
tarcza zarodkowa. W 8 godzinie grzbietowa czes¢ zarodka jest wyraznie grubsza.
Mozna wyrdzni¢ warstwy komoérek epiblastu i hipoblastu. W 9 godzinie widoczne sg
pogrubienie podstawy mozgu i struny grzbietowej. Pod koniec tej fazy pojawia sie
paczek ogona, a struna grzbietowa staje sie wyraznie oddzielona od cewy nerwowej.
W poczatkowej fazie gastrulacji epibolia siega 50 %, a koncowej fazie dochodzi juz do
100 %. Faza gastrulacji trwa od 5 godzin i 15 minut po zaptodnieniu i kohczy sie 10

godzin po zaptodnieniu.

10.2.6. Faza segmentacji

W trakcie tej fazy pojawia 26 somitéw. Rozwijajg sie pecherzyki oczne i ptytka
uszna oraz neuromery mozgu i przewod przednerczowy. Plytka uszna przeksztatca sie
w pecherzyk uszny, a w pecherzykach ocznych pojawiajg sie soczewki. Rozwijajacy sie
intensywnie uktad nerwowy inicjuje skurcze miesniowe. Widoczne stajg sie narzady
pierwotne. Paczek ogona powigksza sie i staje sie bardziej wydatny. Ciato zarodka
wydtuza sie coraz bardziej.

Somity przednie rozwijajg sie jako pierwsze, a tylne jako ostatnie. Struktury
przednerkowe rozwijajg sie obustronnie na wysokosci trzeciej pary somitow.
W przewodach przednerkowych pojawia sie swiatto i ostatecznie przewody te otwierajg
sie na zewnatrz. Na poczatku procesu segmentacji endoderma staje sie morfologicznie
odrebng warstwg i rozwija sie tylko po stronie grzbietowej zarodka. Plytka neuronowa
przeksztatca sie w cewe nerwowg, przy czym w srodkowej czes¢ tworzy struktury
brzuszne w cewce nerwowej, a w bocznej czesc¢ tworzy rurke grzbietowg (Solnica-
Krezel, 2005).

W pierwszej potowie okresu segmentacji tworzg sie neuromery w formie okoto
dziesieciu charakterystycznych obrzekow. Pierwsze trzy sg wieksze i opowiadajg za
powstanie przodomoézgowia, miedzymozgowia oraz srédmozgowia (Solnica-Krezel,
2005)

Od okoto 16 godziny intensywnie rozwijajg sie obwodowe aksony czuciowe.

Zaczynajg tez funkcjonowaé potgczenia synaptyczne miedzy pierwotnymi neuronami
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czuciowe w gtowie i pierwotne neurony ruchowe w rdzeniu kregowym, czego dowodem
sg pojawiajgce sie odruchy behawioralne na lekki dotyk gtowy okoto 20 godzin po
zaptodnieniu. Po stronie dobrzusznej od rozwijajgcego sie mdzgu pojawia sie zawigzek,
ktéry utworzy serie fukéw gardiowych i trzewnych (Kimmel, 1995).

Rozwdj osobniczy kazdego zwierzecia wymaga okreslenia planu ciata zarodka,
czego podstawg sg trzy osie: 0$ przednio-tylna, 0$ grzbietowo-brzuszna i os boczna.
Osie te sg okreslone w réznym czasie rozwoju zarodka u roznych gatunkow i za pomocg
réznych mechanizméw, przy czym niektére z tych mechanizmoéw wydajg sie byé
podobne co $wiadczy o ich wspdlnym pochodzeniu podczas ewolucji filogenetycznej.
U nicieni miejscem ustalajgcym o$ jest miejsce wejscia plemnika do komérki jajowej,
a u muszki owocowej 0$ przednio-tylna i 0o$ grzbietowo-brzuszna sg okreslane przez
interakcje miedzy komérkg jajowa, a otaczajgcymi jg komorkami pecherzyka. Poniewaz
zaobserwowano homologie miedzy strukturg gendéw a podobienstwem wzorcow
ekspresji dla muszki owocowej i ssakdéw, mozna przypuszczaé, ze ten mechanizm
wzorowania osi ciat jest niezwykle stary (Tadros i in., 2005; Karr i in., 1986). Wiadomo
jednak, ze u kregowcow osie ciata pojawiajg sie stopniowo jako wynik stopniowych
interakcji miedzy sagsiednimi komérkami, a proces ten jest rozciggniety na catg
gastrulacje (Gritsman i in. 2000). U ssakéw 0$ przednio-tylna ulega okresleniu podczas
gastrulacji poprzez dwa osrodki sygnalizacyjne, z ktérych jeden ma znaczenie dla
generowania przodomozgowia, a drugi dla generowania struktur doogonowo
od $rédmoézgowia (Thisse i in., 2000). U ryb punktem odniesienia do ustalenia osi
grzbietowo-brzusznej jest ostona embrionalna (Schmitz i in., 1994).

Faza segmentacji trwa od 10 godzin i 20 minut po zaptodnieniu do 22 godzin po

zaptodnieniu.

10.2.7. Faza pharynguli

Na poczatku tej fazy serce rozpoczyna swojg prace. Pojawia sie pigmentacja
w siatkbwce oka i skérze, widoczne sg krwinki czerwone i fatda $rodkowej ptetwy.
W ciggu pierwszych kilku godzin w uktadzie nerwowym mozna wyrdzni¢ piec ptatow.
W kolejnych okresach tej fazy pojawia sie cyrkulacja krwi w rozwijajacych sie
naczyniach, wzniesienia ptetw piersiowych, ogon ulega wyprostowaniu, zanikajg
spontaniczne ruchy, a pojawiajg sie odruchy dotykowe. Kragzenie krwi staje sie coraz
mocniejsze w coraz bardziej rozwinietych naczyniach. Postepuje pigmentacja ogona
i siatkdwki. W koncowym okresie serce wyksztatca komory a krew spltywa w kazdg
strone gtowy z przednich dwdéch tukow przez tetnice szyjng i powraca przez przednie

zyty kardynalne. Tylne tuki aorty tgczg sie réwniez z lewg i prawg czescig aorty
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grzbietowej. Uwidaczniajg sie tuki gnykowe i zuchwowe. Zarodek tworzy szczeki oraz
skrzela. Woreczek zoéttkowy staje sie cylindryczny, a osierdzie zawiera coraz mniej ptynu
i prawie cate wypetnione jest sercem. Wyksztatcajg sie rzeski wechowe, pogrubiajg sie
Sciany pecherzykéw usznych oraz widoczne sg paski boczne i grzbietowy. Ptetwy
piersiowe wystajg w formie wyraznych grzebieni. Gtowa prostuje sie i podnosi
w stosunku do reszty ciata, a caty zarodek bardzo intensywnie sie wydtuza. Zarodek
po dechorionacji potrafi juz ptywacé. Nastepuje tez wyrazny rozwoj behawioralny. Pojawia
sie wrazliwos$¢ dotykowa i rytmiczne ptywanie (Kimmel, 1995; Prud'homme i in., 2010;
Richardson i in., 2002).

Faza pharynguli trwa od 24 do 42 godzin po zaptodnieniu.

10.2.8. Faza wykluwania

W poczatkowym okresie woreczek zoitkowy zaczyna sie zwezacé. Pletwy
piersiowe przybierajg ostry, spiczasty ksztatt, paski grzbietowy i boczny siegajg ogona,
przeptyw krwi odbywa sie w 2 do 4 tukach aorty, wyrazne sg ruchy rzesek wechowych.
W kolejnym okresie tej fazy pojawiajg sie bardzo gwattowne ruchy podczas ptywania.
Ptetwy piersiowe przyjmujg ptaski ksztatt i wypetniajg sie chrzgstkg. W naczyniach
ptetwy widac¢ wyrazne krgzeniem krwi. Pierscien siatkowki oka zamyka sie. Wyksztatcajg
sie jelita. Krew krgzy w 5 -6 tukach aorty. Otwor gebowy jest maty i pozostaje otwarty,
a w koncowym okresie wysuwa sie w kierunku przednim. Pod koniec okresu wykluwania
morfogeneza szczeki zmienia pozycje otworu gebowego, wysuwajgc go do przodu poza
obrys oczu. Oczy pokrywajg sie w potowie irydophorami, pojawiajg sie szczeliny
skrzelowe i chrzgstka w tukach ramiennych. W pecherzyku ucha tworzy sie przegroda,
ktéra oddziela dwie komory zawierajgce otolit i uksztattowane kanaty potkoliste. W jelicie
tylnym pojawia sie swiatto. Serce jest wydatne, mocno bijgce i petne krazacej krwi. Krew
pltynie we wszystkich tukach aorty i przez petle podobojczykowa. Wspdlna zyta
kardynalna nie ma juz wachlarza otaczajgcego zéttko, ale przebiega wprost, przed
wiekszo$¢ zottka w kierunku serca. Wiele organdw konczy juz swg morfogeneze i ich
rozwoj ulega znacznemu spowolnieniu (Kimmel, 1995; Henn in., 2011).

Faza wykluwania trwa od 48 do 72 godziny po zaptodnieniu.

Czas wyklucia nie jest przydatny jako wskaznik, gdyz osobniki, ktére wykluty sie
spontanicznie wczesniej, nie sg w swym rozwoju bardziej zaawansowane od osobnikow
nie wyklutych. Dlatego tez do konca trzeciego dnia stosuje sie nazwe ,zarodki”, po tym

okresie stosuje sie nazwe larwy, nawet jesli pozostajg w chorionach.
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10.2.9. Wczesny okres larwalny

Intensywna morfogeneza u danio pregowanego kohczy do 3 dnia po zaptodnieniu,
a wyklute larwy, kontynuujg swdj intensywny wzrost. We wczesnym okresie larwalnym
zmniejsza sie pecherzyk zottkowy i jego przedtuzenie. Otwor gebowy coraz bardziej
przesuwa sie w kierunku przednim poza linie oczu. Przewdd jelitowy przyjmuje pozycje
dobrzuszng, a rozszerzenie zOttka znaczgco sie zmniejsza. Larwa stopniowo sie
zaczyna ptywacC aktywnie i poruszaC zuchwg. Postepujg intensywnie zmiany
behawioralne. Larwy wykazujg reakcje szybkiej ucieczki, rozpoczynajg ruchy
oddechowe. Zaczynajg intensywnie ptywac¢ w poszukiwaniu zdobyczy (Singleman i in.,
2014; Wilson, 2012).

11. Komérki macierzyste

Bardzo interesujgce z punktu widzenia rozwoju jak tez funkcjonowania dorostego
organizmu sg komérki macierzyste. Okre$lenie ,komorki macierzyste” do literatury
naukowej wprowadzit w XIX w. niemiecki uczony Ernest Haeckel. Terminu tego uzywat
w dwojakim znaczeniu:

e dla okreslenia organizmu jednokomoérkowego bedgcego przodkiem
wszystkich organizmdw wielokomorkowych oraz

o dla zaptodnionej komorki jajowej, z ktorej powstajg wszystkie pozostate
komorki nowego organizmu (Ramalho-Santos i in., 2007).

W dzisiejszych czasach terminem tym zaczeto okresSla¢c poczatkowo
hematopoetyczne komédrki macierzyste, po ich odkryciu, ale obecnie nazwa ta odnosi
sie wszystkich komdérek macierzystych spotykanych w innych narzadach i tkankach
(Kawiak, 2009). Komodrki macierzyste sg spotykane na wszystkich etapach rozwoju
organizmu ssaka, od stadium zarodka az do procesu starzenia oraz $mierci,
a w warunkach fizjologicznych zapewniajg utrzymanie homeostazy tkankowej. Komorki
te sg niezréznicowane i w poréwnaniu z innymi komoérkami budujgcymi organizm majg
dwie wyjgtkowe wtasciwosci. Potrafig odnawiaC wiasng populacje oraz potrafig
réznicowac sie w wyspecjalizowane komorki. Takie wkasciwosci komérek macierzystych
umozliwiajg prawidtowy przebieg procesu rozwoju i ksztattowania zarodka, ptodu oraz
miodego organizmu, ale takze umozliwiajg funkcjonowanie rozwinietego, dorostego
organizmu poprzez uczestnictwo w procesach regeneracji czy gojenia tkanek (Posti in.,
2019).

Komorki macierzyste mogg dzieli€ symetrycznie i asymetrycznie. Podziat

symetryczny polega na:
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1. powstawaniu z jednej komoérki dwéch identycznych z komérkg wyjsciowa
komérek potomnych lub
2. dwéch, czesciowo zréznicowanych w stosunku do komorki wyjsciowej
komérek potomnych (tzw. komaérki progenitorowe).
W trakcie podziatu asymetrycznego powstajg dwie komoérki, z ktérych jedna jest
identyczna z komorkg wyjsciowg, a druga jest czesciowo zréznicowana w stosunku
do komérki wyjsciowej (Molofsky i in., 2004).
Komorki macierzyste dzieli sie ze wzgledu na ich potencjat do réznicowania oraz

miejsce ich bytowania. Potencjat r6znicowania sie komérek dzieli je na cztery grupy:

1. komorki totipotencjalne. Z nich mogg rozwingé sie wszystkie komérki tkanek
i narzgdow sktadajgcych sie na organizm oraz struktury pozazarodkowe, czyli
tozysko i btony ptodowe. Sg to takie komorki macierzyste, z ktérych moga powstaé
wszystkie rodzaje komodrek i tkanek budujgcych organizm, a takze struktury
pozazarodkowe, takie jak btony ptodowe czy tozysko. Cechy te posiada zygota,
powstata po pofgczeniu oocytu i plemnika oraz komorki budujgce zarodek
do stadium o$miu komorek.

2. komorki pluripotencjalne. Z nich mogg rozwing¢ sie wszystkie komérki tkanek
i narzgdow sktadajgcych sie na organizm ale nie mogg rozwing¢ sie struktury
pozazarodkowe. Cechy takie posiadajg komorki embrionalne wystepujace
w warstwie zarodkowej blastocysty.

3. komorki multipotencjalne. Z nich mogg rozwijac sie rézne rodzaje
wyspecjalizowanych komarek, ktorych cechg jest wspdlne pochodzenie z danego
listka zarodkowego. Komdrkami multipotencjalnymi sg te, z ktérych pochodza
komorki i tkanki wywodzgce sie z tego samego listka zarodkowego (np. komorki
nerwowe, naskorek, nabtonek jelita przedniego i tylnego — powstajg z ektodermy,
krew, kosci, miesnie szkieletowe, skora wtasciwa powstajg z mezodermy, komorki
ptuc, watroba, trzustka, pecherz moczowy powstajg z endodermy.

4. komérki unipotencjalne. Z nich mogg rozwijaé sie tylko okreslone
i wyspecjalizowane komérki (np. komérki satelitarne mogg przeksztatca¢ sie w
komorki miesnia szkieletowego, komérki macierzyste naskérka — w komorki skory,
komoérki rgbkowe — komaorki rogéwki oka) (Archacka, 2013; Dulak, 2020; Kubiak i
in., 2013).

Pod wzgledem pochodzenia komérki macierzyste dzieli sie na zarodkowe
(embryonic stem cells - ESC), ptodowe i komérki macierzyste organizméw dorostych
(somatic stem cells(- SSC) (Archacka, 2013; Wieczorek i in., 2020; Glinski i in., 2015 ).
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Réznicowanie komérek macierzystych zalezy od swoistej ekspresji gendéw
odpowiadajgcych za gotowos¢ i kierunek réznicowania danej komorki. Wzor ekspresii
gendéw swoistych dla odpowiedniego kierunku réznicowania determinuje odpowiedni
fenotyp komoérek wystepujgcych w tkankach. Na strukture chromatyny oraz funkcje
genomu wptywajg takze modyfikacje epigenetyczne (Bernstein i in. 2007; Buzanskaii in.,
2012).

U dorostych organizméw komorki macierzyste bytujg w odpowiednim
$rodowisku, zwanym niszg. Srodowisko to peni role przekaznika i regulatora sygnatéw
przekazywanych pomiedzy komorkami i odgrywa istotng role w trakcie samoodnawiania,
réznicowania, proliferacji i migracji komodrek. Odpowiednie reakcje i procesy
w komorkach sg uruchamiane poprzez biatka sygnalizacyjne, hormony, czynniki
wzrostowe czy neuroprzekazniki (Buzanska i in. 2012; Buzanska i in., 2013).

Procesy roznicowania sie komorek w trakcie rozwoju oraz w zyciu dorostym sg
wywotywane i regulowane zmianami epigenomu. Proces ten polega na pozagenetycznej
regulacji ekspresji gendw i zachodzi poprzez cis-epigenetyczng kontrole
(metylacje/demetylacje cytozyny DNA) lub poprzez trans-epigenetyczng kontrole
aktywnosci gendw (acetylacje/deacetylacje, metylacje/demetylacje, ubikwitynacje i
fosforylacje histonow) (Chen i in., 2014; Meissner, 2010).

U podstaw procesu powstawania komorek niezroznicowanych lezy mechanizm
resetowania wzorca epigenomu. W trakcie zaptodnienia i krétko po nim powstajg
komorki totipotentne, moggce dokonywaé wielokrotnych podziatow i dawac¢ poczatek
wszystkim strukturom zarodkowym i pozazarodkowym. Komoérki te cechujg sie
zwiekszong dtugoscig telomerdw, ktore wydtuzane sg poprzez mechanizm wymiany
pomiedzy telomerami siostrzanych chromosoméw ALT (alternative lenghtening of
telomeres) (Guo i in., 2014; Neumann i in., 2013).

W trakcie dalszego rozwoju w komorkach powstajacego zarodka oraz
w somatycznych komorkach macierzystych aktywna jest telomeraza — enzym
odpowiadajacy za proces wydtuzania telomeroéw (Kalmbach i in., 2014).

Wkrétce po zresetowaniu wzorca epigonu w kolejnych pokoleniach komérek
rozwijajgcego sie embrionu rozpoczyna sie proces odbudowy epigonu. Pocigga to za
sobg proces postepujgcego roznicowania komoérkowego — powstajg  komorki
pluripotentne bedgcymi komérkami wyjsciowymi dla wszystkich komérek zarodka.
Dalsze roznicowanie prowadzi do wytworzenia trzech listkow zarodkowych i powstania
pokolenia komorek miltipotentnych budujgcych odpowiednie dla danego listka
zarodkowego tkanki i narzady. Postepujgce réznicowanie i podziaty powoduje stopniowy

zanik charakterystycznych cech komoérek macierzystych — w tkankach i narzadach
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powstaje pokolenie komérek unipotentnych dzielgcych sie tylko do Sscisle
wyspecjalizowanych komérek. W koncu wyspecjalizowane komoérki tracg zdolnosé
do podziatow i potencje do przeksztatcania sie w inne komorki, ale zachowuje jednak
zdolnos¢ do wykonywania swoich specjalistycznych funkcji (Sawicki i in., 2015 a).

Za utrate zdolnosci do podziatéw przez coraz starsze i bardziej wyspecjalizowane
komérki odpowiada proces skracania telomeréw (poprzez spadek aktywnosci
telomerazy), wzrost aktywnos$ci genow biatka RB i biatka p16. Biatko RB jest inhibitorem
podziatdw komoérkowych, a biatko p16 — inhibitorem cyklu komérkowego. Dodatkowg
funkcjg biatka RB jest podtrzymywanie stanu zréznicowania komoérek (Nicolay
iin., 2010; Rayess i in., 2012).

Ostatecznie zréznicowane i wyspecjalizowane komorki podlegajg procesowi
starzenia i $mierci. Starzenie jest zlozonym i wielotorowym procesem, ktérego
najwazniejszymi przyczynami sg zmiany genomu powodowane przez tranzpozycje
(przemieszczanie) transposomow, redukcje diugosci telomeréw oraz mutacje DNA,
a takze zmiany epigenomu powodowane przez metylacje cytozyny DNA, zmieniajgcy sie
kod histonowy, zmiany w mikroRNA i dtugim, niekodujgcym RNA. Ponadto istotng role
w procesie starzenia odgrywajg wolne rodniki i proces glikacji uszkadzajgce DNA i r6zne
inne makroczgsteczki. Zmianom ulega takze srodowisko komoérkowe w ktérym dochodzi
do zaburzeh kontaktéw i sygnalizacji pomiedzy komoérkami. Bardzo istotng role w
rozwoju starzenia odgrywajg zapalenia starcze, ktore obejmujg szereg proceséw jak np.
aktywacje inflamasondéw, zmiany w autofagii i mitofagii, zmniejszenie aktywnosci
ubikwityna-proteasom, dysfunkcja mitochondriéw (Sawicki i in.. 2015 b; Aubert i in.,
2008; Bannister i in., 2011; Dizdaroglu i in., 2012; Best, 2009; Grabowska i in., 2021).

Somatyczne komorki macierzyste u dorostych ssakow wystepujg w wiekszym lub
mniejszym stopniu w wiekszosci tkanek i narzgdéw. W warunkach fizjologicznych
pozostajg one przez diugi w fazie GO cyklu komdrkowego, ktéry stanowi faze uspienia
komorki, podczas ktérej komérki pozostajg nieaktywne metabolicznie i nie podlegaja
podzialom. Pod wptywem réznych czynnikbw mechanicznych, termicznych,
chemicznych powodujgcych stres, faza ta zostaje przerwana i komorki te wznawiajg
swoje podziaty, tworzgc nowe komorki macierzyste Ilub przeksztatcajac sie
w wyspecjalizowane komorki budujgce dang tkanke lub narzad (Oki i in., 2014;
Machalinski, 2008; Blanpain i in., 2013). Do przebiegu prawidiowej regeneracji
i przewrdcenia wiasciwej funkcji tkanki lub narzgdu komorki muszg migrowaé
odpowiednie miejsce. Struktura macierzy zewnatrzkomodrkowej, obecnos¢ molekut

adhezyjnych i odpowiednich receptorébw na powierzchni bfony komorkowej
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(np. receptora chemokiny typ 4 - CXCR4) umozliwiajg reakcje komorki na zwigzki
uwalniane z miejsc uszkodzenia (np. chemokina SCF) i wiasciwe ukierunkowanie
komoérki (Buzanska i in., 2013; Sarnowska i in., 2014). Proces regeneracji moze
przebiega¢ bez udziatu komoérek macierzystych. W drodze ewolucji powstaty tez inne
mechanizmy regeneracji, czego przyktadem jest sposdb regeneracji uszkodzonego
migzszu watroby. Regeneracja tego narzadu powstaje poprzez podziaty komérek juz
zréznicowanych i wyspecjalizowanych — hepatocytéw (Post i in.,, 2019). Ponadto
regeneracja z udziatem komérek macierzystych przebiega wedtug odmiennych
schematow w réznych tkankach czy narzagdach. Moze przebiegaé szybko i nieustannie,
jak dzieje sie to w przypadku komérek krwi czy nabtonkdéw, moze przebiegaé wolno
i nieustannie jak w przypadku komorek macierzystych skéry (Blanpain i in., 2006). Moze
by¢ tez wilgczana jednorazowo, po zaistnieniu urazu, co ma miejsce w przypadku
komorek satelitarnych miesni szkieletowych, mogacych odbudowywac strukture
migsnia. Tkanka migsnia sercowego jest przyktadem tkanki w ktorej nie zachodzg
procesy regeneracji. W miejscu uszkodzonych kardiomiocytow odktada sie tkanka
taczna. Specyfika pracy tego mieénia i duzy wydatek energetyczny, spowodowaty w
drodze ewolucji, ze u ssakéw w rozwoju postnatalnym zanikajg komérki macierzyste
miesnia sercowego (Dulak, 2020).

Sciezka ewolucji komérek macierzystych przebiega od catkowitego
niezroznicowania do nabywania coraz wiekszej specjalizacji i utraty mozliwosci podziatu.
Mechanizmy kierujgce tym procesem podlegajg Scistej kontroli, jednak sg odwracalne.
W 2006 roku odkryto mozliwos¢ przywrécenia komorkom somatycznych ich
»,macierzystosci’. Shinya Yamanaka wyodrebnit z grupy 24 wytypowanych gendw cztery,
ktére sg aktywne w zarodkowych komdrkach macierzystych. Geny te (Oct4, Sox2, KIf4
oraz c-Myc) sg wyciszone w komorkach somatycznych, ale ich wprowadzenie
do komoérek somatycznych powoduje ich przeprogramowanie do stanu typowego dla
zarodkowych komorek macierzystych. Metoda ta jest sposobem na pozyskiwanie tzw.
indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (ang, induced pluripotent stem
cells — iPSCs) i pozwala pozyskiwac¢ te komérki z réznych typow komoérek, jak np.
keratynocytow, limfocytdw, hepatocytdow, komodrek tkanki ttuszczowej (Dulak, 2020;
Takahashi i in., 2006; Takahashi i in., 2007; Swierczek i in., 2013).

11.1. Sygnalizacja i komunikacja miedzykomérkowa

W trakcie rozwoju, komoérki macierzyste - niezroznicowane komorki prekursorowe,
roznicujg sie i migrujg, tworzac ztozone struktury tkanek i narzadow. Aby ten proces

przebiegat prawidtowo, komaorki muszg podlegac skutecznym i wydajnym mechanizmom
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regulacyjnym. Catos¢ tych proceséw jest koordynowana poprzez molekularne szlaki
sygnalizacyjne uruchamiajgce roznorakie bodzce wewnetrzne i zewnetrzne na ktére
reagujg kontrolowane komorki. Pomimo tego, ze komoérki prekursorowi réznicujg sie na
wiele typow, a w czasie embriogenezy zachodzg bardzo dynamiczne zmiany, cato$¢
tych proceséw jest kontrolowana przez stosunkowo nieliczng ilos¢ molekularnych
szlakéw sygnalizacyjnych (Moore i in., 2013). Mozna wyrdzni¢ nastepujgce sposoby

sygnalizacji informacji pomiedzy komaorkami:

1. Komunikacja miedzykomorkowa poprzez kanaty umozliwiajgce przechodzenie
jondw, biatek czy neuroprzekaznikow, poprzez interakcje ligand — receptor.
Szczegdblng role odgrywajg potaczenia jonowo-metaboliczne, utworzone przez
dwie potéwki kanatéw biatkowych sasiadujgcych komdrek, wystepujace
w szczegolnie duzej ilosci na poczagtku procesu morfogenezy. Kanaty te sg

przepuszczalne dla jonéw i drobnych czgsteczek.

2. Sygnalizacja poprzez morfogeny. Morfogeny sg rozpuszczalnymi substancjami
odpowiedzialnymi za odpowiednie réznicowanie i specjalizacje komorek oraz
za ukierunkowanie ich migracji. Morfogeny wytwarzajg gradienty stezen w
poszczegolnych osiach ciata zarodka. Komorki sg przyciggane lub odpychane
prze rozne morfogeny, w zaleznosci od obecnosci na powierzchni komorek
odpowiednich receptoréw. Do morfogendw zalicza sie kwas retinowy, bedacy
bioaktywng formg witaminy A. Kwas ten powstaje na drodze enzymatycznego
utleniania, a jego stezenie jest regulowane przez wigzgce go biatka komérkowe
lub tez jest degradowany do formy nieaktywnej poprzez odpowiednie enzymy
komodrkowe (np. CYP26). Kwas retinowy wigze sie wewnatrz komorki ze swymi
receptorami bedacymi czynnikami transkrypcji, ktérych aktywacja reguluje
ekspresje odpowiednich gendéw. Innym morfogenem jest transformujgcy czynnik
wzrostu B / biatko morfogenetyczne kosci, odpowiedzialne za formowanie
grzbietowo-brzusznej osi ciata. Czasteczki tego morfogenu biorg tez udziat w
tworzeniu nerek, krwi, ukladu kostnego i nerwowego. Zwigzanie ich z
receptorami kinazy  transbtonowe;j powoduje fosforylacje biatek
wewnatrzkomorkowych z grupy Smad, ktére sg czynnikami transkrypcyjnymi
uruchamiajgcymi swoiste procesy rozwojowe dla danej komorki. Innym rodzajem
morfogenéw sg biatka Shh (hedgehog). Sg to morfogeny ustalajgce wczesne
wzorce ciata, odpowiedzialne za migracje oraz réznicowanie komoérek. Biatko
transbtonowe Patched jest receptorem docelowym dla Shh. W obecnosci Shh

rozpoczyna sie aktywacja transkrypcji genéw docelowych. Morfogenami sg tez
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biatka z rodziny Wnt, ktérych funkcje obejmujg, poza migracjg i proliferacja,
ustalanie polarnosci komorek oraz regulacje procesu apoptozy komoérek.
Sygnalizacja szlakiem Wnt jest bardzo zlozonym procesem. Wnt wigze sie z
receptorem powierzchniowym Frizzled oraz koreceptorami bedgcymi biatkami
zwigzanymi z receptorem lipoprotein. Obecnos¢ Wnt blokuje proces fosforylaciji
B-kateniny, ktéra gromadzi sie w cytoplazmie komarki (Logan i in., 2004; Kikuchi
iin., 2009).

3. Sygnalizacja poprzez receptor kinazy tyrozynowej (RTK). Receptory RTK sg
receptorami transbtonowymi i zawierajg trzy domeny: zewngtrzkomorkowa,
btonowg i wewngtrzkomérkowg. Wystepuja w formie monomeréw i po
przytgczeniu liganda stajg sie dimerami. Po  zblizeniu dwdch
wewnatrzkomérkowych domen zachodzi miedzy nimi proces fosforylacji (trans
fosforylacji) i aktywacji receptora. Aktywny receptor uruchamia kaskade
sygnalizacji wewngtrzkomérkowej. Z receptorami RTK wigzg sie czynnik wzrostu
nerwdéw, naskorkowy czynnik wzrostu, czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego
oraz insulina. Czynniki wzrostu odpowiadajg za proliferacje komdrek, migracje
i dziafajg jako czynnik antyapoptyczny i aktywacja przez nie receptora RTK jest
istotnym elementem prawidtowego rozwoju naczyn krwionosnych (Saman i in.,
2020).

4. Sygnalizacja Notch/Delta. Jest to sygnalizacja poprzez bezposredni kontakt
(lateralna), ktérej istotg jest indukcja miedzykomodrkowa. Biatko Notch jest
receptorem transbtonowym, ktéry moze wchodzi¢ w interakcje z ligandami btony
komorkowej sgsiedniej komorki, jak np. ligand Delta, Serrate, Jagger. Potgczenie
liganda z receptorem powoduje proteolize Notch, co prowadzi do uwolnienia
wewnatrzkomérkowej domeny NICD (Notch intrarcellural domain). NICD
przechodzi translokacje do jadra komoérkowego uruchamiajgc odpowiedni
czynnik transkrypcyjny, umozliwiajgcy utrzymywanie komdrki w stanie
progenitorowym. Procesy uruchamiane tym szlakiem regulacyjnym sg kluczowe
dla catego procesu rozwoju wszystkich narzgdéw. Odpowiadajg za proliferacje,
apoptoze i réznicowanie komorek, a takze za utrzymanie odpowiedniej puli
komoérek macierzystych. Sygnalizacja Notch/Delta jest rodzajem hamowania
rozwoju komorki (hamowanie lateralne), ktdéry umozliwia utrzymanie jednej
komoérek w formie niezroznicowanej (progenitor), a drugiej, przylegajacej
komorce umozliwia dalsze réznicowanie. Jest to proces dzieki ktéremu utrzymuje

sie prawidtowa liczba dwoch typow komorek w populacji o podobnym potencjale
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rozwojowym. Proces ten odpowiada za zatrzymanie ukierunkowania danej

komorki i skierowania jej rozwoju na inny tor. (Kopan, 2012; Shen iin., 2021).

5. Czynniki transkrypcyjne to duza grupa biatek, ktére mogg zarébwno hamowac jak
aktywowacé transkrypcje gendéw docelowych. Niektdére czynniki transkrypcyjne
mogg wigza¢ sie z odpowiednia czescig nukleotydow i poprzez interakcje
z biatkami pomocniczymi regulowa¢ szybkos¢ transkrypcji, inne wigzg sie
bezposrednio z innymi czynnikami transkrypcyjnymi aktywujac je lub hamujgc ich
dziatanie (Moore i in., 2013; Lewis i in., 2009; Staal i in., 2005; Wigle i in., 2008).
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12. Cel i tezy pracy

Celem pracy byto sprawdzenie przydatnosci dwéch gatunkéw zwierzgt Hydra
attenuata i Danio rerio jako zwierzgt modelowych dla opracowania alternatywnej metody
badawczej do badania toksycznosci rozwoju przedporodowego na szczurach i krélikach.

Analiza dostepnych danych literaturowych pozwolita na sformutowanie
nastepujgcych tez pracy:

1. Punktowa ocena zmian wynikajgcych z narazenia w okresie rozwoju u hydry

i embrionéw danio moze stanowi¢ podstawe predykcji dziatania teratogennego
zwigzkow chemicznych.

2. Mozliwe jest opracowanie szybkiego alternatywnego testu wykrywajgcego

potencjat teratogenny na podstawie zmian w morfologii hydry oraz embrionéw

danio.

13. Zakres pracy

W celu weryfikacji postawionych tez zaplanowano i zrealizowano szereg testow
na wybranych dwéch gatunkach, sprawdzajgc ich odpowiedz na narazanie stosowanymi
w $rodkach ochrony rodlin substancjami czynnymi. Substancje te charakteryzowaty sie
réznym, znanym z testow na zwierzetach laboratoryjnych czy badan u ludzi, potencjatem
dziatania teratogennego.

Dokonano selekcji substancji czynnych stosowanych w srodkach ochrony roslin, pod
katem ich potencjalnego dziatania teratogennego i mozliwosci negatywnego wptywu na
rozwdj przedporodowy. tagcznie w badaniach zastosowano 36 zwigzkéw, ktore
podzielone zostaty na trzy grupy:

- silne teratogenny

- powodujgce toksycznos¢ dla okresu przedporodowego w zakresie toksycznosci
matczynej

- niewywierajgce wptywu na rozwoj przedporodowy

Przeprowadzano testy na hydrach i embrionach danio dla kazdej grupy zwigzkow
i dokonano oceny obserwowanych zmian. Pozwolito to na opracowanie kohcowej oceny

punktowej umozliwiajgcy klasyfikacje poszczegdlnych zwigzkow.
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Rys. 1. Schemat prowadzonych badan

14. METODY
14.1. Biologiczny system badawczy eksperymentu
14.1.1. Zwierzeta — Hydra attenuata

Hydra attenuata (Hydra vulgaris) — stutbia pospolita, jest jamochtonem Zzyjgcym
w wodach stodkich i wolnostojgcych. Dlugo$¢ ciata wynosi od kilku do dziesieciu mm.
W czesci glowowej znajduje sie otwor gebowy otoczony ramionami w liczbie od 4 do
10Ramiona wyposazone sg w komorki parzydetkowe umozliwiajgce chwytanie drobnych
organizméw. Hydra oddycha catg powierzchnig ciata. Przytwierdzona do podtoza za
pomocyg stopy bytuje zazwyczaj w miejscach nastonecznionych. Pokarm stanowig
pierwotniaki, drobne skorupiaki, pierscienice, larwy owaddéw, drobny narybek.
Utrzymanie w laboratorium wtasciwych parametrow medium oraz zapewnienie obfitego
pokarmu umozliwia uzyskanie w krotkim czasie kolonii duzej ilosci identycznych
osobnikéw (Quinniin., 2012). Rozmnazanie przez podziat polega na zdolnosci hydry do
wytwarzania nowych osobnikéw z fragmentéw ciata dorostego osobnika w ciggu 96
godzin.

Zakupiono 40 dorostych osobnikow (Blades Biological Limited Yew Tree House, Wielka

Brytania).

14.1.1.1. Utrzymywanie hodowli

Hodowle prowadzono w okragtych zlewkach ptaskodennych o $rednicy 18 — 20 cm

i wysokosci 8 — 9 cm. Gtebokosé medium w ktérym przebywaty hydry wynosita od 1 do
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1,5 cm. W jednym naczyniu przetrzymywano kilkaset osobnikéw. Hodowle utrzymywano
w temperaturze pokojowej w zakresie 22 - 24°C. Stosowano sztuczne oswietlenie
w cyklu 12 godzin jasno / 12 godzin ciemno. W celu zapewnienia wtasciwego poziomu
tlenu oraz ciggtego, powolnego ruchu medium stosowano ciggte napowietrzanie
wszystkich zbiornikbw z hydrg. Zwierzeta, w zaleznosci od potrzeb karmiono
jednorazowo codziennie, co dwa lub trzy dni. Czeste karmienie umozliwiato intensywny
wzrost liczby osobnikow w hodowli. Okoto 3 godziny po kazdym karmieniu hydry
przenoszono do czystego zbiornika ze swiezym medium (Quinn i in., 2012 Pachura-
Bouchet i in., 2006).

14.1.1.2. Pokarm

Jako pokarm stosowano swiezo wyklute larwy solowca Artemia salina (Pachura-
Bouchet i in., 2006). Larwy pozyskiwano we wtasnych hodowlach z jaj dostepnych na
rynku (OOO Biotrade, Rosja oraz OSI Ocean Star International, USA).

Artemia salina jest skorupiakiem zyjgcym w stonej wodzie. Stong wode do wylegu
i hodowli przygotowywano z wody wodociggowej dodajgc 20 g soli spozywczej
niejodowanej oraz 15 mg sody oczyszczonej w celu podniesienia pH do optymalnego
poziomu pH wynoszacego okoto 8. Wyleg i hodowle prowadzono w przezroczystym
cylindrze o pojemnosci 1 litra z centralnym napowietrzaniem przeznaczonym do wylegu
solowca. Po napetnieniu cylindra solankg dodawano okoto 2,5 g jaj solowca, oswietlajgc
cylinder sztucznym zrodiem $Swiatta i ustawiajgc poziom napowietrzania tak, aby
wymusi¢ delikatne mieszanie zawiesiny jaj w solance. Czas inkubacji wynosit 24 — 48
godziny. Po wykluciu zawarto$¢ cylindra zlewano do zlewki. W celu odtowienia larw
podswietlano punktowo bok zlewki. Zbierajgce sie w podswietlonym miejscu larwy
zbierano pipetg i odcedzano na drobno oczkowym sitku. Nastepnie larwy intensywnie
przeptukiwano dwukrotnie wodg destylowang i dwukrotnie medium. Larwy zawieszone
w medium pobierano strzykawkg 2 ml i skarmiano poprzez zaaplikowanie niewielkiej

ilosci ponad przytwierdzonymi do dna hydrami.

14.1.1.3. Medium do utrzymania hodowli

W celu zapewnienia prawidtowych warunkéw rozwoju i wzrostu hodowle hydry
utrzymywano w odpowiednio przygotowywanym medium. Do 0,5 litra wody destylowanej
dodawano 1,47 g chlorku wapnia; 1,1 g buforu TES i 0,04 g EDTA. Po doktadnym
wymieszaniu do roztworu dodawano 1 N NaOH w takiej ilosci aby ustali¢ pH na poziomie
7. Do tak przygotowanego roztworu dodawano 9,5 litra wody destylowanej i dokfadnie

mieszano uzyskujgc 10 litrdw medium (Trottier i in., 1997). Kazdg przygotowang partie

49



Robert Sornat

,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata
i Brachydanio rerio ”

medium intensywnie napowietrzano, przechowujgc w szklanym naczyniu i zuzywano w
ciggu 3 — 6 dni. Medium wykorzystywano do utrzymywania hodowli, ptukania hydry oraz

w trakcie testéw do przygotowywania odpowiednich stezeh badanych zwigzkow.

14.1.2. Zwierzeta — Brachydanio rerio

Danio pregowany (Brachydanio rerio) — stodkowodna, jajorodna ryba z rodziny
karpiowatych o dtugosci okoto 5 cm. Cechuje sie silnie zaznaczonym dymorfizmem
piciowym. Samce sg smuklejsze, z wyraznym odcieniem koloru pomaranczowego
catego ciata, bardziej zaznaczonego na ptetwach. Samice cechujg sie zaokraglong
partia brzuszng, a w umaszczeniu ciata przewaza odcien koloru srebrnego i zéttego.
Pochodzi z potudniowej Azji, gdzie mozna jg spotka¢ w naturalnym srodowisku wolno
ptyngcych i stojacych wéd Indii, Pakistanu, Bangladeszu, Nepalu i Birmy. Optymalna
temperatura wody 20 — 24 oC, pH okoto (Teame i in., 2019; Korzeniowski i in., 2014).
W naturalnym srodowisku danio pregowany zwykle znajduje sie w poblizu dna zbiornika,
aby zminimalizowaé¢ niebezpieczenstwo ataku drapieznikéw. Jest rybg euryfagicza,
(wykorzystujgcg rozne pokarmy) (Teame i in., 2019). Ryby pochodzity z Osrodka
Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. W trakcie

pozyskiwania embrionéw stado matczyne liczyto okoto 80 samcow i samic.

14.1.2.1. Utrzymywanie hodowli

Hodowle utrzymywano w szklanych, stale napowietrzanych akwariach o
objetosci okoto 30 litréw, osobno samce i samice, w medium dla danio pregowanego.
Temperature medium utrzymywano w zakresie 22 — 25°C. Pomieszczenie z dostepem
Swiatta dziennego dodatkowo doswietlano sztucznie w systemie 12 godzin ciemno, 12
godzin jasno (Reed i in., 2010). Embriony pozyskiwano z kojarzenia samcow i samic w
osobnym akwarium. W dzien poprzedzajgcy rozpoczecie eksperymentu w akwarium
legowym umieszczano kilkanascie ryb, przyjmujgc zasade, ze na jednego samca
przypadaty dwie samice. Na noc akwarium zabezpieczano przed dostepem Swiatta i
zwiekszano temperature wody do okoto 28°C. Rano, po os$wietleniu akwarium ryby
rozpoczynaty tarto i po okoto 2 godzinach z dna akwarium zbierano zlozone jaja.
Embriony danio pregowanego utrzymywano w takim samym medium jakie
wykorzystywane byto do utrzymania dorostych ryb. Po zakohczeniu tarta samce i samice
oddzielano, przenoszgc je do osobnych akwariéw, a nastepnie po kilku dniach do
docelowych akwariéw hodowlanych. Umozliwiato to dopuszczanie samcow i samic do
tarta nie czesciej niz co 8 dni.

Akwarium legowe wyposazone byto w podwodjne dno sitkowe uniemozliwiajgce dostep
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dorostych ryb do lezgcych na dnie embrionow.

14.1.2.2. Pokarm

Ryby karmiono codziennie standardowym pokarmem dla ryb akwariowych (Tetra

GmbH, Niemcy). Dodatkowo przed okresem tarta ryby dokarmiano larwami solowca.

14.1.2.3. Medium do utrzymania hodowli

Embriony danio pregowanego utrzymywano w takim samym medium jakie
wykorzystywane byto do utrzymania dorostych ryb. Medium sporzgdzano na bazie wody
destylowanej, dodajgc chlorek wapnia CaCl2 w ilosci 294,0 mg/l, siarczan magnezu
MgS04 w ilosci 123,3mg/l, wodoroweglan sodu NaHCO3 w ilosci 64,7 mg/l oraz KCL w
ilosci 5,7 mg/l (Reed i in., 2010). Medium przygotowywano jednorazowo w objetosci 10
[, przechowywano w szklanym naczyniu i co najmniej 24 godziny przed rozpoczeciem
testéw intensywnie napowietrzano. Medium wykorzystywano do utrzymywania hodowli
ryb, ptukania embrionéw oraz w trakcie testéw do przygotowywania odpowiednich

stezeh badanych zwigzkdw.

14.2. Sposoéb postepowania w trakcie testow

Testy dla kazdej substancji, zaréowno dla hydr jaki i dla embrionéw danio
rozpoczynano od wykonania wstepnych testéw, ktére umozliwiaty okreslenie stezenia
wywotujgcego Smiertelnosc. Przyjmowano zasade aby w pierwszym etapie przebadaé
szeroki zakres stezen, ktéry nastepnie zawezano. Po okresleniu stezenia wywotujgcego
Smier¢ dorostych osobnikéw hydry oraz embrionéw danio, wykonywano testy wtasciwe,

ktérych wyniki wykorzystano do oceny badanych substancji.

14.2.1. Zasada metody — hydra

Zasada metody polegata na obserwacji przez okres 96 godzin osobnikéw hydry
umieszczonych w medium z odpowiednim zakresem stezeh badanego zwigzku. Testy
wykonywano jednoczes$nie na dwoch 12 dotkowych ptytkach testowych. Dla kazdej
kolumny na ktorg skifadaty sie trzy dotki stosowano jedno stezenie badanego zwigzku,
przy czym stezenie rosto dla kazdej kolumny od strony lewej do prawej. Lewa kolumna
stanowita grupe kontrolng w ktérej stosowano czyste medium (rysunek 1). W kazdym
dotku umieszczano po trzy osobniki hydry w tescie toksycznosci ostrej, lub trzy
fragmenty gastralne w tescie na regeneracje, co dawato liczbe dziewieciu osobnikéw dla
jednego stezenia. Kazdy test przeprowadzano jednoczes$nie na jednej grupie kontrolne;j
I siedmiu wzrastajgcych stezeniach. Poniewaz wiekszos¢ badanych zwigzkow byta
trudno rozpuszczalna w wodzie, stosowano DMSO jako dodatkowy posredni
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rozpuszczalnik. Dla tych zwigzkéw stosowano dodatkowg grupe kontrolng, stanowigca
0,5% roztwér DMSO w medium, ktérg zaktadano na dodatkowej ptytce testowej.

W testach wiasciwych dla hydr wykonywano dwa powtérzenia, co pozwalato
uzyskac po 18 osobnikéw dla kazdego stezenia, w testach toksycznosci ostrej i w testach
na regeneracje. Na podstawie testéw wiasciwych okreslano wspotczynnik toksycznosci
Tl (Quinniin., 2008).

14.2.1.1. Przygotowanie stezen i sposéb zaktadania testu

W pierwszej kolejnosci przygotowywano stezenie wyjsciowe. Odwazong odpowiednig
ilosci substancji wsypywano do kolby 100 ml i uzupetniano medium do objetosci 100ml.
Jezeli substancja byla stabo rozpuszczalna w wodzie poczagtkowo odwazong ilosé
substancji rozpuszczano w niewielkiej ilosci DMSO, a nastepnie dodawano medium.
llos¢ DMSO dobierano w taki sposéb, aby jego stezenie wynosito 0,5%. Kolbe ze
stezeniem wyjsciowym pozostawiano na co najmniej 10 minut w myjce ultradzwiekowej,
a nastepnie na kilka minut na mieszadle elektromagnetycznym. Jezeli substancja byta
trudno rozpuszczalna, procedure mieszania powtarzano. Kolejne stezenia
przygotowywano w 250 ml menzurkach, rozciehczajgc kolejne stezenia poczynajgc od
stezenia wyjsciowego. Kazda trojdotkowg kolumne plytki dwunastodotkowej oznaczano
odpowiednim stezeniem, przyjmujgc zasade, ze w pierwszej kolumnie lewej strony
znajduje sie kontrola w medium, a w kazdej nastepnej kolumnie coraz wieksze stezenie
badanego zwigzku. Kazdy z trzech dotkow w kolumnie kontrolnej napetniano objetoscig
4 ml medium, a kazdy z trzech dotkow w kolumnie dla danego stezenia napetniano 4 ml
odpowiedniego dla danej kolumny stezenia. Dodatkowo dla kazdego stezenia
przygotowywano po jednej matej zlewce z 4 ml odpowiedniego stezenia badanego
zwigzku, w ktérych w zaleznoéci od testu, umieszczano hydry lub fragmenty gastralne
przed przeniesieniem ich do odpowiedniej kolumny. Umieszczanie osobnikow w matych
zlewkach z danym stezeniem badanego zwigzku, przed przeniesieniem ich do dotkdw w
ptytce testowej miato na celu minimalizacje niekontrolowanego rozcienczenia roztworow
docelowych w dotkach kolumny w trakcie przenoszenia organizmow do dotkow. Do
kazdego testu wytawiano ponad 81 osobnikow hydry. Wytawiano doroste osobniki bez
widocznych paczkéw i doktadnie, trzykrotnie ptukano w medium. Wyselekcjonowane
osobniki umieszczano w zlewce w medium. Nastepnie za pomocg 1 ml plastikowej pipety
umieszczano losowo po 3 osobniki w kazdym z dotkow. Do dotkow w kolumnie kontrolne;j

zawierajgcej medium hydry przenoszono bezposrednio ze zlewki. (rysunek 2).
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Rys. 2. Schemat postepowania w trakcie zaktadania testu.

Analogiczng procedure stosowano dla testdw na regeneracje z tym, ze po
odfowieniu i wyptukaniu ponad 81 osobnikdw hydry nalezato pozyska¢ fragmenty
gastralne. Wykonywano to na szklanej szalce Petriego z niewielkg iloscig medium.
Szalke umieszczano na podswietlanej od dotu podstawce wyposazonej w szkio
powiekszajgce. Ciecia dokonywano ostrzem skalpela. Szybkim ruchem odcinano czg$c¢
gtowowg z ramionami, co powodowato chwilowy skurcz i skrocenie ciata stutbi. Po
ponownym rozluznieniu ciata w taki sam sposéb odcinano czes¢ gastralng od stopy.
Odciete fragmenty gastralne umieszczano w zlewce z medium a nastepnie przenoszono

do dotkéw testowych w sposdb opisany powyzej.

14.2.1.2. Analiza chemiczna przygotowanych roztworéw

W celu sprawdzenie poprawnosci przygotowania roztworéw zawierajgcych
badane zwigzki, proby ich roztworéw poddano analizie chromatografii cieczowej HPLC
z detektorem UV lub HPLC z detektorem DAD przy uzyciu odpowiednich kolumn
chromatograficznych t.j. Kinetex 5y C18 100A 150x4.6 mm, Gemini NX 3u C18 100A
150x4.6 mm, Agilent Eclipse 5y XDB-C8 100A 150x4.6 mm. Analize chemiczng
przeprowadzano zgodnie ze standardowymi procedurami operacyjnymi: SPO/C/38,
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SPO/C/71, SPO/C/108, SOP/C/479, SOP/C/530. Przed analiza chromatograficzng
préby badane przygotowano metoda rozcienczen.

Niewystarczajgcg trwatos¢ i szybki rozktad przygotowanych roztworéw / zawiesin
stwierdzono dla: tiuramu, nitrofenu, deltametryny i kaptanu. Z powodu braku
opracowanej i zwalidowanej metody oznaczania stabilnosci nie wykonano oznaczen dla
bromfenwinfosu, diuronu, trichlorfonu, tlenochlorku miedzi, glifosatu, malationu,
tiabendazolu, izoksaflutolu, kaptafolu, CCC, metazachloru i karboksyny. Dla wszystkich
zwigzkow, ktére charakteryzowata niewystarczajgca stabilnosé oraz dla ktérych nie
wykonano oznaczen stosowano procedure wymiany odpowiednich stezen roztworow /

zawiesin w dotkach z hydrami i embrionami w trakcie testow co 24 godziny.

14.2.1.3. Ocena obserwowanych w trakcie narazania zmian

Obserwowane u hydr zmiany oceniano wykorzystujgc tzw. klasyfikacje Wilby'ego
opracowang w 1988 roku (Quinniin., 2012).
W testach toksycznosci ostrej klasyfikacji zmian dokonywano wg skali punktowej od 10
do 0 przedstawionej w dolnej tabeli na rysunku 3. Wartos¢ 10 przypisuje sie osobnikowi
o prawidtowej budowie, warto$¢ 0 osobnikowi, ktory ulegt rozpadowi. Zmiany od 5 do 0
sg uwazane za nieodwracalnie prowadzgce do $mierci. Ocena 10 lub 9 oznacza
osobnika prawidtowego (Quinn i in., 2012). Obserwacje przeprowadzono 24, 48, 72 i 96
godzin po rozpoczeciu narazania.
Dla kazdego stezenia z obserwacji po 96 godzinach narazania obliczano srednig liczbe
punktow dla 9 osobnikow.
W testach na regeneracje klasyfikacji zmian dokonywano wg skali punktowej od 10 do
0, przedstawionej w gornej tabeli na rysunku 3. Wartosé 10 przypisuje sie osobnikowi,
ktéry uzyskat stan prawidtowej budowy, warto$s¢ 0 osobnikowi, ktory ulegt rozpadowi.
Zmiany od 5 do 0 sg uwazane za letalne (Quinn i in., 2012). Obserwacje
przeprowadzono 24, 48, 72 i 96 godzin po rozpoczeciu narazania.
Dla kazdego stezenia po 96 godzinach narazania obliczano Srednig liczbe punktéw dla

9 fragmentow gastralnych .

14.3.1. Zasada metody — danio

Zasada metody polegata na obserwacji przez okres 96 godzin rozwijajgcych sie
embrionéw danio umieszczonych w medium z odpowiednim stezeniem badanego
zwigzku. Testy wykonywano jednoczesnie na dwdch 12 dotkowych ptytkach, identycznie
jak dla hydry. Sposéb przygotowania stezehn badanych substancji jak, przygotowanie

ptytek testowych oraz przenoszenie embrionoéw do dotkéw byt podobny jak dla hydry
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(Rys 1). Jedyna réznicg bylo utrzymywanie wyzszej temperatury medium i roztworéw
w trakcie tych czynnosci. Po napetnieniu odpowiednim stezeniami, ptytki z dotkami i
naczynka posrednie przenoszono do cieplarki na 40 minut przed umieszczeniem w nich
embrionéw, w celu uzyskania i ustabilizowania temperatury cieczy w dotkach na

poziomie 28°C.
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Rys. 3 Skala punktowa zmian w testach na regeneracje (A) i testach toksycznosci ostrej (B) obserwowanych po narazeniu na badany materiat wg Wilby’ego
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14.3.1.1. Selekcja embrionéw w czasie ich pozyskiwania

Pozyskane w czasie tarta embriony oceniano i selekcjonowano przy uzyciu
mikroskopu stereoskopowego. Embriony znieksztatcone, uszkodzone lub z widoczng
koagulacjg odrzucano, a pozostate trzykrotnie ptukano w medium. Proces selekcji i
ptukania odbywat sie w medium, o temperaturze 28°C. Wyselekcjonowane do testow
embriony przetrzymywano w cieplarce w temperaturze 28°C (Reed i in., 2010).
Selekcje przeprowadzano 4 h od momentu zaptodnienia i do eksperymentu
selekcjonowano embriony, ktére wchodzity w faze epiboli — majgce okoto 4,5 godziny
(Reed i in., 2010). Takie postepowanie dawato mozliwos¢ unikniecia wprowadzenia do
testow niezaptodnionych komoérek oraz minimalizacji komérek z wadami, ktére ulegajg

spontanicznej koagulacji w ciggu pierwszych 24 godzin.

14.3.1.2. Obserwacja embriondéw w czasie testow.

W trakcie testow embriony obserwowano w czterech punktach czasowych: 24,
48, 72 i 96 godzin po rozpoczeciu narazania. Embriony z grup narazanych porownywano
z embrionami z grupy kontrolnej.
Zaburzenia rozwoju mogg manifestowac¢ sie widocznymi pod mikroskopem zmianami
anatomicznymi czy czynno$ciowymi. Wyrézniano nastepujgce zmiany:
e koagulacja embrionu, $wiadczgca o Smierci embrionu,
e brak somitow, $wiadczgce o obumarciu zarodka po wczesniejszym
wyksztatceniu widocznych struktur ciata,
e brak oddzielenia ogona od woreczka zo6ttkowego,
e brak bicia serca,
e spadek czestotliwosci bicia serca (widoczne w samym mig$niu sercowym jak i
ptyngcej obwodowo krwi),
e stabsza kurczliwos¢ serca (widoczne w samym migsniu sercowym jak i ptyngcej
obwodowo krwi),
e obrzek worka osierdziowego,
e obrzek woreczka zottkowego,
e obrzeki ciata,
e wygiecie kregostupa,
e znieksztatcenie ogona,
e znieksztatcenie oczu, ptetw, gtowy,

e brak oczu, ptetw.
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Oceniajgc embriony notowano brak lub wystepowanie zmian w danej dawce, dla
niektérych jak np. obrzeki czy intensywnosé pracy serca wprowadzono skale
intensywnosci: nieznaczny, znaczny i bardzo silny. Obserwowane zmiany zestawiono

w formie tabelaryczne;j.

14.4. Zwiazki wytypowane do testow

Do badan wytypowano substancje czynne stosowane w $rodkach ochrony roslin
0 réznym stopniu dziatania na ptody. Srodki ochrony roslin sg stosowane od wielu lat,
a ich bezpieczne stosowanie wymaga znajomosci ich potencjalnego dziatania, miedzy
innymi takze dziatania na rozwoj przedporodowy. Jest to wiec grupa zwigzkow, ktérych
dziatanie na rozrodczos¢ i rozwoj jest stosunkowo dobrze udokumentowana. Na
podstawie ogdlnie dostepnych zrédet informacji, poczawszy od kart charakterystyki
(MSDS), poprzez analizy i opracowania dotyczgce bezpieczenstwa stosowania, a takze
ogélnodostepne bazy danych jak EXTOXNET, Pubchem, Pubmed, US EPA Archive
Document, FAO Specifications And Evaluations For Agricultural Pesticides, wytypowano
tgcznie 34 substancji czynnych stosowanych w srodkach ochrony roslin, oraz dwie
powszechnie stosowane w przemysle: - 2,4-dinitrotoluen i 3,4-dinitrotoluen. Pod
wzgledem ich wptywu na rozwdj przedporodowy u zwierzat czy ludzi podzielono badane
zwigzki na trzy grupy:
- zwigzki o silnie negatywnym wplywie na rozwijajgce sie ptody manifestujgce sie
dziataniem embriotoksycznym, fetotoksycznym i teratogennym, przedstawione w tabeli
1,
- zwigzki, ktére nie wykazujg dziatania teratogennego, a ich toksyczny wpltyw na ptody
ujawnia sie dopiero przy toksycznym wptywie na matki (toksycznosé zwigzana z
toksycznoscig matczyng), przedstawione w tabeli 2,
- zwigzkKi nie wykazujgce szkodliwych skutkéw przedporodowych przedstawione w tabeli
3.
W badaniach toksycznosci rozwoju przedporodowego dziatanie embriotoksyczne,
fetotoksyczne, czy teratogenne uzna¢ mozna za bezwzgledne, jezeli wystapi u ptodow
w dawkach, ktére nie wywotujg zadnych negatywnych skutkow u matek. Nalezy
zaznaczy¢, ze dziatanie teratogenne ujawnia sie w niskich dawkach i zwigzane jest
zaburzeniami ktére powoduje dany czynnik w okresie organogenezy.
Jezeli takie dziatania sg stwierdzane u ptodow w dawkach toksycznych dla matek
to nalezy uznac, ze sg one skutkiem toksycznos$ci ogdlnoustrojowej wystepujgcej takze
u matek i w takim wypadku toksycznos¢ u ptodow nalezy wigza¢ z toksycznoscig
matczyna (Hood, 2006).
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Tabela. 1 Substancje o dziataniu embriotoksycznym, fetotoksycznym i teratogennym.

Substancja Numer serii, wyglad, producent, odnosniki do danych Literatura
Numer CAS literaturowych
2,4-D Numer serii: A0290110. Bezowy, bezwonny proszek. (Extoxnet, 1996a)
CAS: 94-75-7 China.

Carbendazim
CAS: 10605-21-7

Numer serii: MKBT5464V. Biaty do jasnobezowego
proszek. Sigma - Aldrich.

(Sitarek, 2004;
Report of the Expert
Committee, 2015)

MCPA
CAS: 94-74-6

Numer serii: BCBQ8023V. Jasnobezowe ptatki.
Sigma - Aldrich.

(PubChem 2005a;
Extoxnet, 1996b)

Bromfenvinfos
CAS: 33399-00-7

Numer serii: 6B/17. Stomkowa ciecz. IPO Warszawa.

Badania wiasne
niepublikowane — rok
2009 2011

Propikonazol
CAS: 60207-90-1

Numer serii: 1D/14. Lepka, opalizujaca ciecz. [PO
Warszawa.

(WHO, 2004)

CAS: 85509-19-9

Warszawa.

Diuron Numer serii: 2D/16. Krystaliczny proszek. IPO (Extoxnet, 1996h)
CAS: 330-54-1 Warszawa.
Flusilazol Numer serii: 7A/17. Krystaliczny proszek. IPO (MSDS Flusilazole,

2012); PubChem,
2005b; FANPP,
2000)

CAS: 1836-75-5

Warszawa.

Trichlorfon Numer serii: 9B/18. Krystaliczny proszek. IPO (Extoxnet, 1996p)
CAS: 52-68-6 Warszawa.
Tiuram Numer serii: 3C/17. Krystaliczny proszek. IPO (Extoxnet, 1996q)
CAS: 137-26-8 Warszawa.
Nitrofen Numer serii: 1C/17. Krystaliczny proszek. IPO (PubChem, 2005c;

Manson, 1986)

Tabela. 2 Substancje o dziataniu toksycznym na rozwéj w dawkach toksycznych dla matki
(toksyczno$¢ matczyna).

CAS: 1332-65-6

Substancja Literatura
Numer CAS Numer serii, wyglad, producent, odno$niki do danych
literaturowych
Copper Numer dostawy: OA12C14F. Numer serii producenta: | (MSDS Tlenochlorek
oxychloride 931. Zielono-niebieski proszek. Chiny. miedzi, 2016;

Extoxnet, 1996c;
Badania wiasne,
niepublikowane — rok
2008)

Glyphosate
CAS: 1071-83-6

Numer serii: 1C/16. Krystaliczny proszek. IPO
Warszawa.

(MSDS Glifosat,
2015a; Kwiatkowska i
in., 2013; Nowak,
2016; Extoxnet, 2016¢)

Prochloraz
CAS: 67747-09-5

Numer serii: 3C/14. Krystaliczny proszek. IPO
Warszawa.

(Vleminckx, 2001)

Deltamethrin
CAS: 52918-63-5

Numer serii: 4C/14. Krystaliczny proszek. IPO
Warszawa.

(MSDS Deltametryna,
2019; Extoxnet, 1995)

Linuron
CAS: 330-55-2

Numer serii: 4C/14. Krystaliczny proszek. IPO
Warszawa.

(Extoxnet, 1996f; EPA,
1995)
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CAS: 21087-64-9

Warszawa.

Malation Numer serii: 5E/18. Bezbarwna ciecz. IPO Warszawa. | (Extoxnet, 1996g;
CAS: 121-75-5 NPIC, 2011)
Tiabendazol Numer serii: 2B/18. Krystaliczny proszek. IPO (Lankas i in., 2001;
CAS: 148-79-81 Warszawa. Extoxnet, 1996i)
Izoksaflutol Numer serii: 1A/17. Krystaliczny proszek. IPO (EPA, 1998a)

CAS: 141112-29-0 | Warszawa.

Bentazon Numer serii: 6B/18. Krystaliczny proszek. IPO (WHO, 2004)
CAS: 25057-89-0 Warszawa.

Diazynon Numer serii: 2G/16. Opalizujaca ciecz. IPO (Extoxnet, 1996m)
CAS: 333-41-5 Warszawa.

2,4-dichlorophenol | Numer serii: 6A/20. Krystaliczny proszek. IPO (PubChem, 2004)
CAS: 120-83-2 Warszawa.

Fenuron Numer serii: 6B/21. Krystaliczny proszek. IPO (PPDP, 2022a)
CAS: 101-42-8 Warszawa.

Flufenacet Numer serii: 2A/20. Krystaliczny proszek. IPO ( MSDS Flufenacet,
CAS: 142459-58-3 | Warszawa. 2017; EPA, 1998b)
Kaptafol Numer serii: 7A/21. Krystaliczny proszek. IPO (Extoxnet, 1996n)
CAS: 2425-06-1 Warszawa.

Metrybuzyna Numer serii: 6C/21. Krystaliczny proszek. IPO (Extoxnet, 19960)

2,4-dinitrotoluen

Numer serii: 3A/18.

Krystaliczny proszek. IPO

(Sapotaiin., 2009)

CAS: 121-14-2 Warszawa.
3,4-dinitrotoluen Numer serii: 3B/19. Krystaliczny proszek. IPO (Sapota i in., 2009)
CAS: 610-39-9 Warszawa.

Tabela. 3 Substancje nie wykazujgce toksycznego dziatania na rozwdj.

Substancja Literatura
Numer CAS Numer serii, wyglad, producent, odnoséniki do danych
literaturowych
Chlormequat Numer serii: MKBX4778V. Biaty krystaliczny proszek. (MSDS
(Cco) Sigma - Aldrich. Chlormequat, 2015c;
CAS: 999-81-5 FAOQ, 2003)
Dicamba Numer serii: 4A/15. Krystaliczny proszek. IPO (MSDC Dicamba,

CAS: 1918-00-9 | Warszawa. 2015b; Extoxnet,
1996d)

Kaptan Numer serii: 9B/15. Krystaliczny proszek. IPO Warszawa. | (WHO, 2004; NPIC,

CAS: 133-06-2 2018; INCHEM
1994)

Metazachlor
CAS: 67129-08-2

Numer serii: 7A/16. Krystaliczny proszek. IPO

Warszawa.

(ECHA, 2011)

Pendimetalina
CAS: 40487-42-1

Numer serii: 1B/17 Krystaliczny proszek. IPO Warszawa.

(Extoxnet, 1996j)

Karboksyna Numer serii: 3B/16. Krystaliczny proszek. IPO (Extoxnet, 1996Kk)
CAS: 56-72-4 Warszawa.

Alachlor Numer serii: 8C/16. Krystaliczny proszek. IPO (Extoxnet, 1996l)
CAS: 15972-60-8 | Warszawa.

Etofumesat Numer serii: 6C/20. Krystaliczny proszek. IPO (PubChem, 2005d;
CAS: 26225-79-6 | Warszawa. EFSA, 2016)
Profam Numer serii: 2B/21. Krystaliczny proszek. IPO (PPDP, 2022b).
CAS: 122-42-9 Warszawa.

60




Robert Sornat

,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata
i Brachydanio rerio ”

14.4. Analiza wynikow

Dla kazdego przeprowadzonego testu dla hydr wyliczono dwa parametry:
stezenie dla ktérego 50% osobnikow jest martwych (uzyskato warto$¢ punktowg 5 i
mniej) — oznaczone jako LCsg, oraz stezenie dla ktérego 50% osobnikow jest w petni
rozwinietych (uzyskato wartos¢ punktowg 9 lub 10) — oznaczone jako EC50.

Wartosci LC50 i EC50 obliczono przy pomocy metody Krabera (Orzet 2012; Brzozowska
2010), postugujgc sie wzorem:

LC 50 rzxd
—— = Dmax —
EC 50

Gdzie:

)

Dmax - stezenie, przy ktorym padly wszystkie zwierzeta
Z - polowa sumy padtych zwierzat przy dwoch po sobie nastepujgcych dawkach
d - réznica wartosci liczbowych dwdch po sobie nastepujgcych dawek

n - liczba zwierzat w grupie

Wartosci LCs jak i ECso okredlano dla testu toksycznosci ostrej (OS) i dla testu na
regeneracje (REG). Umozliwito to okreslenie wskaznika toksycznosci Tl na podstawie

dwéch parametrow: LCso i ECso wedtug ponizszych wzorow:

__ LC50 (0S)

TI (LC50) = LC50 (REG) 2
__ EC50(0S)

TI (EC50) = EC50 (REG) 3)

Na podstawie wspoétczynnika toksycznosci Tl opartego na stosunku toksycznosci ostrej
do toksycznosci testu na regeneracje mozna okresli¢ potencjat badanego zwigzku do
wywotywania zmian w procesie rozwoju. Im wskaznik ten jest wiekszy od 1, tym potencjat
do wywotywania zmian jest wiekszy. Wartos¢ wskaznika wynoszgca 1 $Swiadczy
0 wywotywaniu zmian w takim samym stezeniu u osobnikow dorostych jak
I rozwijajgcych sie w procesie regeneracji. Na podstawie wartosci Tl > 1 mozna ocenic
ilu krotnie nizsze stezenie badanego materiatu wywotuje zmiany w procesie regeneracji
w poréwnaniu z osobnikami dorostymi (Quinn i in., 2012; Pachura-Bouchet i in., 2006).

Otrzymane wartosci wspotczynnika TI(LC50) i TI(EC50) w poszczegdlnych grupach
poddano analizie statystycznej w celu okreslenia réznic istotnie statystycznych.
Normalnos¢ rozkfadu sprawdzono testem Shapiro-Wilka. Jednorodno$¢é warianciji

sprawdzono testem Bartlett’'a oraz Browna-Forythe’a. Poziom istotnosci sprawdzono
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testem Kruskal-Wallisa. Wszystkie obliczenia statystyczne przeprowadzono w
programie STATISTICA 10.0 PL.

Ocene metody dokonano na podstawie trzech nastepujgcych parametréw (Stefaniuk i
in., 2015):

TP

czuto$¢ (sensivity) = —— 4)
swoistos¢ (specificity) = TI;TFP (5)
doktadno$¢ (accuracy) = TP;TN (6)

Gdzie:

TP — liczba wynikéw prawdziwie dodatnich (true positive)
FN — liczba wynikéw fatszywie ujemnych (false negative)
TN — liczba wynikéw prawdziwie ujemnych (true negative)

FP — liczba wynikow fatlszywie dodatnich (false positive)

Czuto$¢ metody jest to parametr opisujacy zdolno$¢ metody do wykrywania przypadkéw
posiadajgcych dang ceche. Swoisto$¢ jest to zdolno$¢ metody do wykrywania
przypadkéw nie posiadajgcych danej cechy. Doktadnos¢ opisuje mozliwos¢ danej

metody do uzyskania prawidtowego wyniku.

15. WYNIKI BADAN
15.1. Przebieg testéw toksycznosci ostrej

Testy toksycznosci ostrej przeprowadzano na dorostych osobnikach hydry — rys 4A,

ktérych ciato i ramiona byty wydtuzone.

62



Robert Sornat

,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata
i Brachydanio rerio ”

Rys. 4. Zmiany obserwowane u hydry w tescie toksycznosci ostrej

Osobniki te przyczepialy sie stopg do poditoza lub swobodnie unosity sie w toni,
intensywnie reagujac skurczem ciata na bodzce dotykowe. Narazanie na czynnik
toksyczny powodowato poczgtkowo skurczenie ramion, a nastepnie skrécenie ciata (rys
4B i C). Kolejnym etapem uszkodzen byty coraz wigksze skracanie ramion i skracanie
ciata, az do utraty ramion (rys 4D). Dalsze zmiany pod wptywem czynnika toksycznego
prowadzity do skurczenia catego ciata, ktére przybierato forme kulistg (rys 4E).
Zaburzenia w osmoregulacji prowadzity, oprécz znacznego skrocenia ramion i ciata, do

obrzekow (rys 4F). Koncowym stadium byta Smier¢ i rozpad osobnika (rys 4G).

15.2. Przebieg testu na regeneracje

Test toksycznosci na regeneracje rozpoczynano od narazania fragmentéw gastralnych,
ktore przyjmowaty wyglad symetrycznych pateczek rys. 5A. Jezeli proces regeneracji
przebiegat prawidtowo, nastepowato odtwarzanie czesci glowowej, gdzie pojawiato sie
zgrubienie i zawigzki pierwszych ramion oraz czesci stopowej w formie sptaszczenia (rys
5B i C). Osobnik do 96 godzin stopniowo wzrastat az do formy dorostej. Dziatanie
czynnika toksycznego mogto spowolni¢, lub zatrzymaé proces regeneracji (rys. 5D).
Silne dziatanie czynnika toksycznego mogito powodowac¢ obrzek i rozpad czesci

gastralnej (rys. 5E).
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Rys. 5. Zmiany obserwowane u hydry w tescie na regeneracje

15.3. Wyniki testéw na hydrze

Wyniki uzyskane w testach toksycznosci ostrej dla dorostych hydr i w testach na
regeneracje dla fragmentdéw gastralnych przedstawiono w formie tabelarycznej. Tabele
4-6 przedstawiajg wartos¢ stezen wywotujgcych smiertelnosé LCso (uwzglednia osobniki,
ktére uzyskaty wartosé 5 mniej) oraz ECso (uwzglednia osobniki ktére uzyskaty warto$é
9i 10), a takze wartos¢ wspétczynnika TI(LCso) | TI(ECso). Zwigzki przedstawiono na
podstawie wartosci TI(LCso) uktadajac je w kazdej tabeli od najmniejszej do najwiekszej
wartosci wspotczynnika. Dla lepszej czytelnosci tabel wyniki zakreslono odpowiednimi
kolorami. Zwigzki podzielono na cztery grupy uwzgledniajgcych wielkos¢ stezenia
okreslanego dla LCso(0OS) i ECs0(0OS):

- stezeni ponizej 1 mg/l — kolor czerwony

- stezenie od 1 do 10 mg/l — kolor zétty

- stezenie od 10 do 100 mg/I — kolor zielony

- stezenie powyzej 100 mg/l — kolor jasnozielony.

Dodatkowo wartosci uzyskane dla wspotczynnika Tl podzielono na cztery grupy,
uwzgledniajgce jego wielkos¢, w nastepujgcy sposob:

- wartos¢ od 1 do 1,5 — kolor szary
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- wartos¢ od 1,5 do 2 — kolor ztoty

- wartos¢ powyzej 2 — kolor niebieski

- wartos¢ ponizej 1 — kolor pomaranczowy.

Zwigzki o dziataniu embriotoksycznym, fetotoksycznym i teratogennym przedstawiono
w tabeli 4. Wyniki dla wartosci LCso i ECs oraz TI(LCso) i TI(ECso) W testach na hydrach
dla poszczegdélnych zwigzkoéw tej grupy przedstawiono w tabelach od Z-1 do Z-10,
zamieszczonych w ztgczniku.

Posrod 10 zwigzkéw wykazujacych dziatanie embriotoksyczne, fetotoksyczne czy
teratogenne najwiekszg toksycznoscig dla hydr wykazaty trzy zwigzki (w tabeli
zaznaczone na czerwono): karbendazym, tiuram i bromfenwinfos, dla ktorych wartos¢
LC50 wyniosta ponizej 1 mg/I.

Toksycznos¢ LCso(OS) pomiedzy 1 mg/l a 3 mg/l wykazaty trzy zwigzki (zaznaczone
kolorem zéttym): flusilazol, dla ktérego warto$¢ ta wynosita 1,543 mg/l, nitrofen, dla
ktérego wartosc¢ ta wynosi 1,898 mg/l oraz propikonazol, dla ktérego wartos¢ ta wynosi
2,778 mg/l.

MCPA, 2,4-D oraz Diuronu (zaznaczone na zielono) charakteryzowaty sie wartoscig
LCso(OS) przekraczajgcg wyraznie 20 mg/l. Wartos¢ ta wynosita dla tych zwigzkéw
odpowiednio: 23,511 mg/l; 26,198 mg/l oraz 26,466 mgl/l.

Bardzo niskg toksycznos¢ wykazat trichlorfon (kolor jasnozielony), dla ktérego LCso(OS)
wynosi 342,593 mg/I.

Wartosci LCso(REG) dla testéw na regeneracje obliczone dla prezentowanych zwigzkéw
wykazujg poza tiuramem i propikonazolem, wyraznie wyzszg toksycznosc¢ na proces
regeneracji niz na doroste osobniki hydry. Warto$¢ TI(LCso) dla tiuramu i propikonazolu
nieznacznie przekracza 1 i wynosi odpowiednio: 1,095 1,173 (kolor szary w tabeli). Dla
czterech kolejnych zwigzkéw (kolor zioty): bromfenwinfosu, flusilazolu, 2,4-D i
karbendazymu, toksycznos¢ na proces regeneracji jest ponad 1,7 razy wieksza niz dla
osobnikéw dorostych i wynosi 1,705 dla bromfenwinfosu i flusilazolu, 1,736 dla 2,4-D
oraz 1,94 dla MCPA. Cztery ostatnie zwigzki (kolor niebieski) uzyskaty wartos¢ TI(LCso)
przekraczajgca 2: karbendazym — 2,04; diuron 2,299, a nitrofen i trichlorfon odpowiednio:
2,857 2,918.

Toksycznos$¢ dla dorostych hydr obliczona na podstawie ECso, podobnie jak dla LCsg jest
najwyzsza dla karbendazymu, tiuramu i bromfenwinfosu i jest mniejsza od 1 mg/I (kolor
czerwony). Toksyczno$¢ dla trzech kolejnych zwigzkéw przekracza warto$¢ 1 mg i
wynosi: dla flusilazol - 1,022 mg/l, nitrofenu - 1,080 mg/l i propikonazolu - 1,852 mg/I
(kolor zotty). Mniej toksyczne dla dorostych hydr sg MCPA, 2,4-D oraz Diuronu, dla
ktérych wartos¢ ECso wynosi odpowiednio 14,170 mg/l, 16,595 mg/l oraz 18,724 mg/I
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(kolor zielony). Toksycznosé¢ trichlorfonu obliczona na podstawie ECso jest, podobnie jak
na podstawie LCso, najmniejsza w tej grupie zwigzkéw i wynosi 116,141 mg/l (kolor
jasnozielony).

Wskaznik TI(ECso) ma podobng wartos¢ dla pierwszych szesciu zwigzkow (kolor ztoty w
tabeli) i przyjmuje minimalng wartos¢ 1,542 dla flusilazolu, a maksymalng 1,724 dla
propikonazolu. Dla czterech, ostatnich w tabeli zwigzkéw (kolor niebieski):
karbendazymu, diuronu, nitrofenu, wartos¢ TI(ECso) jest najwieksza podobnie jak
warto$¢ TI(LCso) dla tych zwigzkéw, przy czym dla karbendazymu wartosé TI(ECso)

wynosi az 10,846.
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Tabela 4. Wyniki badan toksycznosci ostrej i wplywu na regeneracje u Hydra attenuata dla zwigzkéw o udowodnionym dziafaniu embriotoksycznym,
fetotoksycznym i teratogennym

LCso ECso
Substancja
TI(LCso) TI(ECso0)
LCs0(0S) LCso(REG) (OS/REG) ECs0(0S) ECso(REG) (OS/REG)
Tiuram ! 0,026 = 0,004 1,178 + 0,117 ; 0,010 + 0,000 1,645 + 0,117

Propikonazol 2,778 + 0,000 2,383 + 0,267 1,173 £ 0,131 1,852 + 0,000 1,075 + 0,032 1,724 + 0,052
Bromfenwinfos 0,183 + 0,026 1,708 0,177 0,149 + 0,004 1,621 £ 0,253
Flusilazol 1,543 + 0,175 0,905 % 0,000 1,705 * 0,193 1,022 + 0,126 0,663 + 0,006 1,542 £ 0,205
2,4-D 15,104 * 0,562 1,736 +0,065 10,548 + 1,946 1,595 + 0,233
MCPA 12,123 + 0,281 1,940 * 0,045 9,173 % 0,000 1,545 + 0,101
Karbendazym 0,008 + 0,0,003 2,044 + 0,002 0,001 + 0,001 10,347 + 0,144
Diuron 11,523 + 0,679 2,299 + 0,069 6,241 + 0,226 2,999 + 0,054
Nitrofen 1,898 + 0,065 0,676 + 0,112 2,857 + 0,569 1,080 + 0,044 0,462 % 0,084 2,371 + 0,339
Trichlorfon 342,593 + 65,473 | 117,970 + 27,159 | 2,918 + 0,117 116,141 + 1,293 56,699 * 6,725 2,064 + 0,268

OS - test toksycznosci ostrej

REG- test regeneracji

Tl — wspodtczynnik toksycznosci
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Wyniki badan toksycznosci ostrej i wplywu na regeneracie dla zwigzkéw
wykazujgcych toksycznos$¢ wraz z toksycznoscig matczyng przedstawia tabela 5. Wyniki
dla wartosci LCso i ECs oraz TI(LCso) i TI(ECso) w testach na hydrach dla poszczegdélnych
zwigzkow tej grupy przedstawiono w tabelach od Z-11 do Z-27, zamieszczonych w
ztgczniku.

W tej grupie najwiekszg toksycznoscia dla hydr wykazaty sie cztery zwigzki (kolor czerwony
w tabeli): tiabendazol, deltametryna, kaptafol i prochloraz, dla ktérych LCso(OS) wynosi
odpowiednio: 0,015; 0,039; 0,083 i 0,619 mg/l.

Mniejszg toksycznoscig (kolor zétty w tabeli) charakteryzowaty sie tlenochlorek miedzi —
warto$¢ LCso(0S) — 1,481 mg/l, 3,4-dinitrotoluen -2,346 mg/l; izoksaflutol — 7,222 mg/l oraz
diazynon — 9,336 mg/I.

Dla siedmiu zwigzkéw (kolor zielony w tabeli) warto$¢ LCso(OS) mies$cita sie w zakresie od
14 do 37 mg/l i wynosita: dla 2,4-dichlorophenolu — 14,506 mg/l, malationu — 16,232 mg/I,
flufenacetu — 22,222 mg/l, linuronu — 22,146 mg/l, 2,4-dinitrotoluenu — 24,846 mg/I, glifosatu
— 25,377 i bentazonu — 36,265 mg/I.

Niskg toksycznos$¢ wykazata metrybuzyna, dla ktérej LCso(OS) wynosi 138,889 mg/I,
a najnizszg toksycznoscig, wynoszacg 500,0 mg/l charakteryzuje sie fenuron (kolor
jasnozielony w tabeli).

Wartosci wspétczynnika TI(LCso) dla o$miu zwigzkéw: malationu, prochlorazu, bentazonu,
glifosatu, metrybuzyny, linuronu, tlenochlorku miedzi i flufenacetu mieszczg sie w zakresie
od 1,081 do 1,373 (kolor szary w tabeli). Dla czterech kolejnych zwigzkéw izoksaflutolu,
kaptafolu, diazynonu i tiabendazolu wartos¢ wspotczynnika TI(LCso) miesci sie w zakresie
od 1,537 do 1,841 (kolor stomkowy w tabeli).

Dla trzech pozostatych zwigzkéw: fenuronu, 2,4-dinitrotoluenu i deltametryny wspétczynnik
TI(LCso) przekracza wartosc¢ 2, a dla 3,4-dinitrotoluenu jego wartos¢ wynosi az 3,223 (kolor
niebieski w tabeli). .

Toksycznos$¢ dla dorostych hydr obliczona na podstawie ECso(OS), jest najwyzsza,
(ponizej 1 mg/l - kolor czerwony w tabeli), dla tiabendazolu, deltametryny, kaptafolu,
prochlorazu i tlenochlorku miedzi, dla ktérych wartos¢ ECso(OS) miesci sie od 0,0091 do
0,741 mg/l. Wartosc¢ dla tlenochlorku jest dwukrotnie nizsza niz wartos¢ LCso(OS).

Dla 3,4-dinitrotoluenu, diazynonu, izoksaflutolu, 2,4-dichlorophenolu i malationu wartos¢
ECs0(OS) miescita sie w zakresie od 1,331 do 7,773 mg/l (kolor zétty).

Wartoscig ECso(OS) w zakresie od 11,163 do 80,590 charakteryzowaty sie (kolor zielony w
tabeli): 2,4-dinitrotoluen, flufenacet, linuron, glifosat, bentazon i metrybuzyna. Najnizszg
toksycznos¢ wykazat fenuron, dla ktérego wartosé ECso(OS) wyniosta 364,198 mg/l (kolor

jasnozielony w tabeli).
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Najnizsze wartoséi TI(ECso), w zakresie od 1,133 do 1,417 uzyskano dla malationu,
prochlorazu, metrybuzyny, linuronu, diazynonu i deltametryny (kolor szary w tabeli).
Wartosci TI(ECso), w zakresie od 1,516 do 1,838, uzyskaty: bentazon, glifosat, flufenacet,
izoksaflutol, kaptafol, 2,4-dinitrotoluen, i 2,4-dichlorophenol (kolor ztoty w tabeli). Najwyzsza
wartos¢ (kolor niebieski w tabeli), przekraczajgcg 2 uzyskaty: tiabendazol, fenuron i 3,4-
dinitrotoluen, przy czym dla fenuronu wartosc ta osiggneta 3,512. Dla tlenochlorku miedzi
toksycznos¢ rozwojowa ECso(REG) jest mniejsza niz toksycznosé¢ ostra ECso(0OS), dlatego

wartos$¢ TI(ECso) jest mniejsza od jednosci i wynosi 0,974 (kolor pomaranczowy w tabeli).

W tabeli 6 przedstawione zostaty wyniki badan z zastosowaniem Hydra attenuata
dla zwigzkdéw niewykazujgcych negatywnego dziatania. Wyniki dla wartosci LCso i ECso oraz
TI(LCs0) i TI(ECso) w testach na hydrach dla poszczegdlnych zwigzkéw tej grupy
przedstawiono w tabelach od Z-28 do Z-36, zamieszczonych w ztgczniku.

Sposrod zwigzkdw z tej grupy kaptan wykazywat najwiekszg toksycznosé w stosunku do
dorostych osobnikéw hydry (kolor czerwony w tabeli). Warto$é LCso(OS) dla tego zwigzku
wynosita 0,161 mg/l. Wysokg toksycznos¢ wykazywata tez pendimetalina, dla ktorej
wartos¢ ta wynosita 1,630 mg/l oraz alachlor dla ktérego LCso(OS) wynosito 4,561 mg/l
(kolor zétty w tabeli).

Dla pozostatych zwigzkow wartos¢ LCso(OS) wynosita odpowiednio: dla metazachloru —
15,123 mg/l, dicamby — 37,037 mg/|, etofumesatu — 47,454 mg/|, karboksyny — 48,148 mg/I
i profamu — 59,259 mg/I (kolor zielony).

Najnizszg toksycznoscig sposrod wszystkich 36 testowanych zwigzkéw wykazat
chlormequat (CCC) dla ktérego wartos¢ LCso(OS) wyniosta 1701,183 mg/l (kolor
jasnozielony w tabeli).

Wartosci TI(LCso) dla wszystkich zwigzkéw w tej grupie byla niska i tylko w dwdch
przypadkach przekroczyta wartos¢ 1,5. Dla siedmiu pierwszych (kolor szary):
pendimetaliny, karboksyny, CCC, profamu, alachloru, etofumesatu i kaptanu, jego wartos¢
TI(LCso) siegata od 1,180 do 1,410. Dla dwdch ostatnich (kolor ztoty): metazachloru i
dicamby, wartos¢ TI(LCso) nieznacznie przekroczyta 1,5, wynoszac odpowiednio: dla
metazachloru — 1,510, a dla dicamby — 1,529.

Toksycznos¢ ECso(0OS) jest najwieksza dla kaptanu i wynosi 0,103 mg/I (kolor czerwony).
Nizsza jest dla pendimetaliny, alachloru i metazachloru i miesci sie w zakresie od 1,132
mg/l do 6,722 mg/l (kolor zoity). Dla etofumesatu, dicamby, profamu i karboksyny (kolor
zielony) warto$¢ ECso(OS) wynosi odpowiednio: 18,519 mg/l; 27,633 mg/l; 30,453 mg/l i
35,963 mg/l. Najmniej toksyczna jest CCC z wartoscig ECs0(0OS) 1291,829 mg/l (kolor

jasnozotty).
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Najmniejszg wartos¢ przyjmuje wspotczynnik TI(ECso) dla alachloru, profamu i
pendimetaliny, dla ktérych wynosi odpowiednio: 1,00; 1,302 i 1,447 (kolor szary w tabeli).
Wartosci od 1,50 do 1,681 przyjmuje ten wspodfczynnik dla etofumesatu, dicamby i kaptanu
(kolor stomkowy). Jedynie dla metazachloru i karboksyny wartos¢ wspétczynnika
nieznacznie przekracza 2 (kolor niebieski w tabeli). Dla CCC toksycznos¢ w procesie
rozwoju jest mniejsza niz dla toksycznos¢ dla dorostych hydr, dlatego TI(ECso) przyjmuje

dla tego zwigzku wartos¢ 0,987 (kolor pomaranczowy).
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Tabela 5. Wyniki badan toksycznosci ostrej i wptywu na regeneracje u Hydra attenuata dla zwigzkéw ktérych toksyczno$¢ rozwojowa ujawnia sie wraz z
toksyczno$cig matczyng

Bentazon

LCso ECso
Substancja LCso(REG) TI(LCso) ECso(0S) ECso(REG) TI(ECso)
(OS/REG) (OS/REG)
Malation 14,975 + 1,132 1,081 + 0,069 7,773 £ 0,216 6,859 £ 0,216 1,133 + 0,004
Prochloraz 0,507 £ 0,072 1,221 + 0,003 0,351 £ 0,044 1,284 + 0,176

29,321 + 2,182

Glifosatu

1,231 + 0,169

14,651 + 3,045

1,712 * 0,257

LCs0(0OS)

20,576 £ 1,940

Metrybuzyna

1,237 + 0,069

14,022 + 0,862

1,665 * 0,056

138,889 + 0,000 | 110,597 + 10,912

Linuron

1,262 + 0,125

70,302 + 18,591

1,174 *+ 0,207

1,319 = 0,026

14,494 + 0,842

1,287 = 0,030

1,333 £ 0,105

1,373 = 0,0000

1,537 + 0,0912

5,144 + 0,407

1,790 + 0,240

Tlenoch. miedzi 1,481 £ 0,116 1,111 £ 0,000
Flufenacet - 16,187 + 0,000
Izoksaflutol 7,222 £ 0,786 4,691 + 0,233
Kaptafol _I 0,047 + 0,006
Diazynon 9,336 + 1,855 5,238 £ 1,540

Tiabendazol

1,808 £ 0,178

4,218 £ 2,473

0,761 % 0,029 0,974 + 0,037
9,413 + 0,655 1,676 + 0,014
2,762 + 0,026 1,863 + 0,1650
0,026 % 0,001 1,985 + 0,147
3,052 + 0,824 1,321 % 0,454

Fenuron

1,841 + 0,040

0,0044 £ 0,0000

2,083 £ 0,118

258,230 £ 80,022

500,000 £+ 0,000

2,4-dinitrotoluen

2,034 = 0,630

364,198 +£26,189

104,893 + 20,046

3,512 £ 0,422

Deltametryna

2,4-dichlorophenol

3,4-dinitrotoluen

10,122 + 0,057 2,454 = 0,137 7,415 £ 0,830 1,516 + 0,193
0,015 £+ 0,000 2,615 + 0,184 0,011 £ 0,000 1,417 + 0,039
5,213 + 0,517 2,784 = 0,025 6,722 £ 2,134 3,658 £ 0,000 1,838 + 0,583
2,346 £ 0,175 0,732 £ 0,052 3,223 * 0,467 1,331 £ 0,175 0,585 + 0,069 2,272 = 0,031
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Tabela 6. Wyniki badan toksycznosci ostrej i wptywu na regeneracje u Hydra attenuata dla zwigzkéw niewykazujgcych toksycznego dziatania

Karboksyna

CcCC

38,935 + 2,942

1,240 = 0,094

1701,183 £+ 0,000

Profam

1374,033 + 92,523

1,241 + 0,084

Alachlor

44,033 % 4,074

1,352 £ 0,125

4,561 + 0,145

Etofumesat

3,361 £ 0,097

1,357 +0,004

Kaptan

33,693 % 0,364

1,409 + 0,064

Metazachlor

0,114 £ 0,000

1,410 + 0,212

Dicamba

10,014 + 0,000

1,510 + 0,044

24,234 + 0,647

1,529 + 0,041

1291,829 + 23,726

1,966 = 0,453

6,722 + 0,582

LCso ECso
Substancja
TI(LCso) TI(ECso)
LCs0(0S) LCso(REG) (OS/REG) ECs0(0S) ECso(REG) (OS/REG)
Pendimetalina 1,630 £ 0,096 1,381 £ 0,096 1,180 + 0,015 1,132 + 0,064 0,785 £ 0,256 1,447 + 0,160

2,063 £ 0,121

1308,603 + 0,000

0,987 £ 0,018

23,411 + 1,552

1,302 = 0,037

1,966 + 0,453

1,0000 + 0,0000

12,346 + 0,000

1,5000 + 0,0000

0,062 £ 0,002

1,648 + 0,109

3,292 £ 0,000

2,042 £ 0,177

16,461 % 0,000

1,681 + 0,098
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15.3. Przebieg testéw na embrionach danio pregowanego

Stezenia dla wszystkich badanych zwigzkéw dobierano w ten sposob, aby
najwyzsze stezenie powodowato $miertelnos¢ wszystkich embrionéw, a przynajmniej
wiecej niz potowy badanych embrionow w tescie. Typowymi objawami, ktére obserwowano
prawie we wszystkich testach byly obrzeki woreczka osierdziowego, obrzeki woreczka
z6ttkowego (rys. 6A). Zmiany takie, Swiadczgce o zadziataniu czynnika toksycznego byty
obserwowane w nizszych stezeniach i ich wystgpienie w niewielkim nasileniu w ktoryms z
punktow czasowych swiadczyto o uchwyceniu minimalnego stezenia, ktére powodowaty
objawy u rozwijajgcych sie embriondw. Wieksze stezenia powodowaty wieksze nasilenie
powstajgcych zmian: obrzek woreczka osierdziowego lub zottkowego stawat sie wiekszy
(rys. 6B). W nizszych stezeniach poczatkowo obserwowany nieznaczny obrzek magt
pozostawa¢ na takim samym poziomie, w rzadkich przypadkach wraz z rozwojem
ustepowat. Czesto w parze z nasilajgcym sie obrzekiem woreczka zoltkowego nastepowato
spowolnienie rozwoju miesnia sercowego (rys 6C). Widoczne byto spowolnienie i stabsze
skurcze w poréwnaniu z grupa kontrolng, a w skrajnych przypadkach silnego obrzeku
woreczka osierdziowego i zatrzymania rozwoju miesnia sercowego, miesien ten przybierat
forme nieregularnej, kurczgcej sie rurki. Stabsza i mniej wydajna praca rozwijajgcego sie
serca uwidaczniata sie tez w stabszym przeptywie krwi w rozwijajgcych sie naczyniach
krwiono$nych. Obserwowano tez przypadki spowodowane toksycznym wptywem braku
kurczliwoéci serca, pomimo normalnie rozwijajgcego sie w swych poczatkowych fazach
rozwoju zarodka (rys 6D). Objawem silnego toksycznego dziatania byto tez czesto
wystepujgce w wyzszych stezeniach spowolnienie rozwoju embrionu, lub jego poczgtkowo
catkowite zatrzymanie i Smieré. Objawy takie obserwowano zazwyczaj w stezeniach
poprzedzajgcych stezenie powodujgce smiertelnosé wszystkich embrionéw. Pierwszym
objawem spowolnienia rozwoju byt brak widocznej kurczliwo$ci serca w 24 godzinie, a takze
brak somitow. Embrion taki, czesto pomimo prawidtowej budowy, zblizonej do embrionéw
grupy kontrolnej nie rozwijat sie dalej i w 48 godzinie ulegat widocznemu juz obumarciu.

Opisane powyzej zmiany sg najczestszymi zmianami wywotanymi przez czynnik toksyczny.
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C D
Rys. 6. Typowe zmiany obserwowane u embrionéw danio pregowanego

Poza tymi zmianami obserwowano tez zmiany wystepujgce najczesciej w dwdch
pierwszych grupach: silnych teratogendéw oraz zwigzkéw wywotujgcych toksycznosé
rozwojowg wraz z toksycznoscig matczyng. Wsrdd tych zmian czesto wystepowaty réznego
rodzaju skrzywienia kregostupa (rys. 7A), czy koncéwki ogona (rys 7B). Czasem
obserwowano tez rézne stopnie deformacji catego ciata (rys. 7C i D), a takze deformacje
ptetwy, czy zaburzenia w rozwoju oczu. Zaburzenia tego rodzaju wydajg sie by¢ istotne z
punktu widzenia toksycznosci rozwojowej. Wystgpienie tego rodzaju zmian, jako istotnych

zaznaczono dodatkowo w tabelach w zatgczniku kolorem zéttym.
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C D
Rys. 7. Zmiany wystepujgce najczeSciej u embrionow danio pregowanego po narazeniu na zwigzkKi

Z grupy pierwszej i drugiej

15.4. Wyniki testow na embrionach danio pregowanego

Testy na embrionach danio dla kazdego z badanych zwigzkoéw wykonano dla
siedmiu stezen - iloraz rozcienczen wynosit 1,5. Wyjatkiem byty testy dla 2,4-D i prochlorazu
gdzie iloraz rozcienczen wynosit 1,3; dla MCPA, gdzie iloraz rozcienczen wynosit 1,35 oraz
karbendazymu w ktérym zastosowano iloraz rozcienczenh rowny 1,4. lloraz rozcienczen
dobrano w trakcie poczgtkowych testow. Jego optymalna wartosc¢ (dla wiekszosci zwigzkow
wynoszgca 1,5) pozwalata na przygotowanie siedmiu stezen nadanego zwigzku, z ktérych
najwyzsze stezenie powodowato $miertelnos¢, a stezenie najnizsze nie wywotywato
skutkow toksycznosci. Taki rozktad stezen pozwalat na przesledzenie powstajgcych zmian
powodowanych czynnikiem toksycznym, tgcznie z obserwacjg stezenia ktére dawato

Smiertelnosé.

Wystepujgce u narazanych embrionéw zmiany podzielono na dwie grupy, przedstawione

na rysunku 8:
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1.

Liczba zmian i catkowita liczba embrionéw

Zmiany ogodlne (kolor niebieski), ktére pojawiaty sie we wszystkich trzech grupach,
ktére manifestowaty sie obrzekiem woreczka osierdziowego, obrzekiem woreczka
z0ttkowego oraz spowolnieniem pracy serca lub jego pomniejszeniem z wyraznym
spadkiem kurczliwosci i wydolnosci wynikajgcym z znacznego zahamowania jego
rozwoju. Zmiany tego rodzaju dotyczyty stosunkowo duzego odsetka embrionéw w
kazdej z grup. Posrod 6003 wszystkich embriondw, ktére byly narazane w trzech
grupach zmiany tego rodzaju obserwowano w 96 godzinie u 4310 embriondéw, co
stanowi 71,80 % wszystkich embrionéw. Zmiany te stanowity w grupie 1 — 64,43 %,
w grupie 2 — 83,16 %, a w grupie 3 — 57,97 %.

Zmiany rozwojowe (kolor czerwony), ktére pojawiaty sie najczesciej w grupie 1 (silne
teratogenny). Zmiany te obejmowaty deformacje ciata, skrécenie ciat, skrzywienia
kregostupa, zmiany lub deformacje ptetw, zmniejszenie oczu oraz skrzywienia
ogona. Posréd 6003 wszystkich embriondw w trzech grupach, tego rodzaju zmiany
wystgpity u 573 embriondw, co stanowi 9,45 % wszystkich embrionéw. Zmiany tego

rodzaju stanowity w grupie 1 —17,76 %, w grupie 2 — 8,53 %, a w grupie 3 — 0,45 %

Suma zmian dla trzech grup

7000
6000
5000
4000
3000

2000

-

1 2 3

1 - liczba zmian rozwojowych 2 - liczba zmian ogolnych 3 - taczna liczba
narazanych embrionow w trzech grupach

Rys.8. Suma zmian rozwojowych i ogélnych we wszystkich grupach.
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Zwiazki o dziataniu embriotoksycznym, fetotoksycznym i teratogennym (grupal)

Szczegotowe wyniki obserwowanych zmian w grupie 1 dla poszczegoinych
zwigzkow przedstawiono w zatgczniku, w tabelach od Z-37 do Z-49, a zestawienie
wystepowania poszczegdlnych zmian dla poszczegolnych zwigzkdéw przedstawiono w
tabeli 7.

Zmiany ogolne wystepujgce w grupie 1 przedstawiono na rysunku 9.

Najczesciej wystepujacg zmiang ogodlng byt obrzek woreczka osierdziowego, ktoérego
wystgpienie stwierdzono u 543 embriondw, co stanowito 29,58 % wszystkich embrionéw w
grupie. Obrzek woreczka zéttkowego wystgpit u 398 embrionéw, co stanowito 21,68 %
wszystkich embrionéw. Stabsze bicie serca i pomniejszone serce obserwowano
odpowiednio u 151 i 91 embriondéw. Te dwie zmiany stanowity 8,22 % i 4,96 % wszystkich

embrionoéw grupy 3.
Grupa 1 - odsetek zmian ogdlnych
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0
1 2 3 4

1 - obrzek osierdzia 2 - obrzek woreczka zéitkowego

"2}

'y

Czestosc wystepowania zmiany [%]

3 - spowolniona praca serca 4 - serce mate ze stabg kurczliwoscia

Rys.9. Odsetek zmian ogélnych w grupie 1

Najczesciej wystepujgcymi zmianami rozwojowymi, przedstawionymi na rysunku
10, byta deformacja ciata, ktéra wystgpita u 112 embrionéw oraz skrécenie ciata, ktore
wystgpito u 111 embrionéw. Stanowito to odpowiednio 6,10 % i 6,05 % wszystkich
embriondw w grupie. Liczng zmiang w tej grupie bytlo tez skrzywienie kregostupa,
obserwowane u 92 embrionéw i stanowigce 5,01 % wszystkich embrionéw. Ponadto w

grupie tej obserwowano 5 przypadkéw deformacji ptetwy, 4 przypadki zmniejszenia oczu
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oraz 2 przypadki skrzywienia ogona. Zmiany te stanowity odpowiedni 0,27 %, 0,22 % i 0,11

% wszystkich embriondw.

Grupa 1 - odsetek zmian rozwojowych
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1 - deformacje ciata 2 - skrocenie ciata 3 - skrzywienie kregostupa
4 - zmiany w ptetwach 5 - mniejsze oczy 6 - skrzywienie ogona

Rys.10. Odsetek zmian rozwojowych w grupie 1

78



6L

Robert Sornat

~Opracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata i Brachydanio rerio ”

Tabela 7. Grupa 1 - zestawienie obserwowanych zmian i liczba embriondw.

Liczba zmian / Zmiany rozwojowe Zmiany ogdlne Liczba
Zwiazek Deformacja | Skrécenie | Skrzywienie | Deformacja/ | Mniejsze | Skrzywienie |  Obrzek Obrzek Stabsze Mate wszystkich

ciata ciata kregostupa | zmniejszenie oczy ogona osierdzia 26ttka bicie serca serce embrionow

ptetwy

Tiuram 83 0 9 2 0 0 21 14 0 27 189
Propikonazol 0 0 15 0 0 0 63 54 23 0 162
Bromfenwinfos 27 111 4 0 0 0 89 114 7 0 162
Flusilazol 1 0 24 0 0 0 68 8 0 37 189
2,4-D 0 0 5 0 0 1 52 34 2 0 216
MCPA 0 0 10 0 0 1 77 76 27 14 252
Karbendazym 0 0 5 1 4 0 35 29 2 0 198
Diuron 1 0 1 1 0 0 17 34 0 0 135
Nitrofen 0 0 19 0 0 0 50 4 23 9 162
Trichlorfon 0 0 0 1 0 0 71 31 67 4 171
Odsetek zmian 29,58 21,68 8,22 4,96 -
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Zwiazki o negatywnym wplywie na rozwéj wraz z toksycznoscig matczyna (grupa 2)

Szczegotowe wyniki obserwowanych zmian w grupie 2 dla poszczegdinych
zwigzkoéw przedstawiono w zatgczniku, w tabelach od Z-50 do Z-68, a zestawienie
wystepowania poszczegolnych zmian dla poszczegdlnych zwigzkoéw przedstawiono w
tabeli 8.

Najczesciej wystepujgca zmiang ogolng (rysunek 11), podobnie jak dla grupy 1, byt obrzek
woreczka osierdziowego, ktdrego wystgpienie stwierdzono u 1008 embriondw, co stanowito
az 35,67 % wszystkich embrionéw w grupie. Obrzek woreczka zéttkowego wystapit u 799
embriondw, co stanowito 28,27 % wszystkich embriondw. Stabsze bicie serca wystgpito u
383 embriondw, stanowigc 13,55 %. Pomniejszone serce stwierdzono w 160 przypadkdw,

co stanowito 5,66 % wszystkich embrionéw w grupie.
Grupa 2 - odsetek zmian ogdlnych
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Rys.11. Odsetek zmian ogdéinych w grupie 2.

Najczesciej wystepujacg zmiang rozwojowg (rysunek 12) byto skrzywienie kregostupa,
ktére wystgpito u 148 embrionéw. Stanowito to 5,24 % zmian posréd wszystkich embriondw
tej grupy. U 49 embrionéw stwierdzono mniejsze oczy, a u 30 embriondw tej grupy
stwierdzono deformacje ciata. Zmiany te stanowity odpowiednio 1,73 % i 1,06 % posrod
wszystkich embrionéw. Pozostate zmiany wystgpity w nielicznych Przypadkach. | tak

skrzywienie ogona, stanowigce 0,25 % przypadkéw stwierdzono u 7 embriondw, a
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deformacje ptetwy stanowigcg0,18 % przypadkoéw stwierdzono u 5 sposréd wszystkich
embrionéw tej grupy. Skrécenie ciata obserwowano jedynie u 2 embriondéw i stanowito to

0,07 % przypadkow.

Grupa 2 - odsetek zmian rozwojowych
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1 - deformacje ciata 2 - skrocenie ciata 3 - skrzywienie kregostupa
4 - zmiany w ptetwach 5 - mniejsze oczy 6 - skrzywienie ogona

Rys.12. Odsetek zmian rozwojowych w grupie 2
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Tabela 8. Grupa 2 — zestawienie obserwowanych zmian i liczba embrionéw

Liczba zmian / Zmiany rozwojowe Zmiany ogolne Liczba
Zwigzek Deformacja | Skrocenie | Skrzywienie | Deformacja/ | Mniejsze | Skrzywienie Obrzek Obrzek Stabsze Mate embrionow
ciata ciata kregostupa | zmniejszenie oczy ogona osierdzia 26ttka bicie serca serce
ptetwy

Malation 1 1 2 0 0 1 55 0 27 0 135
Prochloraz 0 0 6 0 0 2 100 103 49 0 180
Bentazon 0 0 0 0 0 0 60 32 0 38 189
Glifosat 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 135
Metrybuzyna 0 0 6 0 0 2 70 51 19 32 189
Linuron 0 0 2 1 0 2 43 43 14 0 216
Tlenochlorek miedzi 0 0 0 0 0 0 152 152 125 0 189
Flufenacet 0 0 8 0 0 0 50 44 15 10 162
Izoksaflutol 0 0 0 0 0 0 40 40 0 0 162
Kaptafol 0 0 0 0 0 0 3 5 4 1 135
Diazynon 0 0 15 4 0 0 61 25 42 0 162
Tiabendazol 0 0 0 0 0 0 52 61 8 0 162
Fenuron 1 0 4 0 0 0 22 17 0 17 162
2,4-dinitrotoluen 0 1 4 0 49 0 71 0 47 10 162
Deltametryna 0 0 94 0 0 0 122 137 0 0 162
2,4-dichlorophenol 0 0 4 0 0 0 61 55 33 24 162
3,4-dinitrotoluen 28 0 3 0 0 0 46 28 0 28 162
Odsetek zmian 35,67 28,27 13,55 5,66 -
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Zwiazki nie wplywajace negatywnie na rozwdj (grupa 3)

Szczegoétowe wyniki obserwowanych zmian w grupie 2 dla poszczegodlnych zwigzkow
przedstawiono w zatgczniku, w tabelach od Z-69 do Z-77, a zestawienie wystepowania
poszczegolnych zmian dla poszczegolnych zwigzkéw przedstawiono w tabeli 9.

Najczesciej wystepujgcymi zmianami ogolnymi przedstawionymi na rysunku 13, podobnie
jak w grupach 1i 2, byt obrzek woreczka osierdziowego oraz obrzek woreczka zéttkowego.
Zmiany te obserwowano odpowiednio u 368 i 304 embrionéw, co stanowito 27,44 % i 22,67
% wszystkich embrionéw w grupie. Pozostate dwie zmiany wystgpity u podobnej liczy
embrionéw. Stabsze bicie serca stwierdzono u 55 embriondw a pomniejszenie serca

stwierdzono u 50 embriondw. Stanowito to 4,10 % przypadkéw i 3,73 % przypadkow.

Grupa 3 - odsetek zmian ogdlnych
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Rys.13. Odsetek zmian ogoéinych w grupie 3

W grupie trzeciej posrdd zmian rozwojowych stwierdzono jedynie 5 przypadkow
skrzywienia kregostupa oraz 1 przypadek skrzywienia ogona (rysunek 14). Stanowity one

odpowiednio 0,37 % i 0,07 % przypadkéw posréd wszystkich embriondw w tej grupie.
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Grupa 3 - odsetek zmian rozwojowych
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Rys.14. Odsetek zmian rozwojowych w grupie 3
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Tabela 9. Grupa 3 — zestawienie obserwowanych zmian i liczba embrionéw

Liczba zmian / Zmiany rozwojowe Zmiany ogdlne Liczba
Zwigzek Deformacja Skrécenie | Skrzywienie | Deformacja/ | Mniejsze | Skrzywienie Obrzek Obrzek Stabsze Mate embrionow
ciata ciata kregostupa | zmniejszenie oczy ogona osierdzia 26ttka bicie serca serce
ptetwy

Pendimetalina 0 0 0 0 0 0 199 199 0 0 216
Karboksyna 0 0 0 0 0 0 54 27 27 0 135
CccC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 189
Profam 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 162
Alachlor 0 0 0 0 0 0 11 0 6 0 162
Etofumesat 0 0 5 0 0 1 84 50 22 50 180
Kaptan 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 54
Metazachlor 0 0 0 0 0 0 0 28 0 0 108
Dicamba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 135
Suma | 368 304 55 50 1341
Odsetek zmian | | | 27,44 | 22,67 4,10 3,73 -
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Zmiany rozwojowe w poszczegoinych grupach

W grupie 1 najwiecej zmian stwierdzono dla bromfenwinfosu. Zmiany wystgpity w
pieciu stezeniach i byly to silne deformacje catego ciata u 111 embrionéw oraz u skrzywienie
boczne kregostupa u 4 embrionéw. Drugim zwigzkiem, dla ktérego stwierdzono liczne
zmiany byt tiuram. Zmiany dotyczyty tgcznie 92 embriondw i wystgpity w pieciu stezeniach.
Wsrdd tych zmian stwierdzono deformacije grzbietu, deformacje catego ciata, deformacije
jelita, woreczka zéttkowego, skrzywienie kregostupa oraz znieksztatcenie ptetwy. Trzecim
zwigzkiem pod wzgledem liczebnosci zmian byt flusilazol, u ktérego w trzech stezeniach
stwierdzono 1 esowate skrzywienie kregostupa i 23 przypadki lordosis. Dla nitrofenu w
trzech réznych stezeniach obserwowano 19 przypadkdéw lordosis, a dla propikonazolu w
jednym stezeniu stwierdzono 15 przypadkoéw lordosis. MCPA byt zwigzkiem, ktory w
szedciu réznych stezeniach spowodowat zmiany u 11 embrionéw i byly to boczne
skrzywienie kregostupa, skrzywienie koncéwki ogona i lordosis. Karbendazym poza
skrzywieniem kregostupa wywotat tez zaburzenie rozwojowe jednej pfetwy oraz
spowolnienie rozwoju oczu. Zaburzenia wystapity tgcznie u 10 embriondw w pieciu roznych
stezeniach. U pozostatych zwigzkéw stwierdzono mniejszg liczbe zmian i tak: dla 2,4-D
stwierdzono 6 przypadkéw skrzywienia kregostupa w szesciu réznych stezeniach, a dla
diuronu stwierdzono 6 przypadkéw zaburzen w dwdch stezeniach, przy czym byto to
lordosis, skrzywienie pfetwy oraz esowato wygiete i zdeformowane ciato. Jedynym
zwigzkiem w grupie silnych teratogenow dla ktérego nie obserwowano zmian w testach
wiasciwych byt trichlorfon. Dla zwigzku tego w trakcie testéw wstepnych stwierdzono jeden
przypadek deformacji ptetwy w stezeniu 6,25 mg/l. W badaniach toksycznosci rozwojowej
potencjat teratogennego dziana jest okreslany na podstawie pojedynczych przypadkéw
wystgpienia zmian. W tego typu badaniach dla zwierzat laboratoryjnych (szczur, krolik)
wystgpienie pojedynczej zmiany nawet u jednego ptodu sposrod kilkuset badanych moze
by¢ sygnatem przemawiajgcym za wiekszym potencjatem do dziatania teratogennego
badanego czynnika (Hood, 2006). Dlatego zasadnym wydaje sie w koncowej ocenie
uwzgledni¢ takze nietypowe zmiany obserwowane w testach wstepnych na embrionach.

Sposréd siedemnastu zwigzkdéw z grupy 2, dla ktérych toksycznosc¢ dla ptodéw
uwidacznia sie wraz z toksycznosciag matczyng dla trzynastu zwigzkéw stwierdzono
wystepowanie zmian istotnych punku widzenia rozwoju.

Najwieksza liczba zmian wystgpita dla deltametryny. W pieciu réznych stezeniach wystgpito
135 przypadkow lordosis. Dodatkowo u wielu embrionéw zaréwno znajdujgcych sie w
chorionach jak i wyklutych obserwowano intensywne drzenia pod wptywem niewielkich

bodzcéw. Powodowane one byly silnym napieciem i pobudzeniem miesniowym, ktore
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deltametryna wywotuje réowniez u innych zwierzat iludzi (MSDS Deltametryna, 2019;
Extoxnet, 1995). Prawdopodobnie obserwowane masowo lordosis bylo spowodowane
dziataniem pobudzajgcym deltametryny. Drugim pod wzgledem liczebnosci
obserwowanych zmian byt 2,4-dinitrotoluen, dla ktérego w trzech réznych stezeniach
obserwowano zmiany u 52 embrionéw. Obserwowano skrzywienie kregostupa, skrocenie
cCiata, oraz zmiany w rozwoju i wyksztatceniu oka. Trzecim pod wzgledem liczby zmian byt
3,4-dinitrotoluen. Zmiany w postaci pofalowanego kregostupa oraz deformacji ciata
obserwowano u 30 embrionéw. Stosunkowo duzg liczbe zmian obserwowano tez u
diazynonu. W dwoch stezeniach wystgpity zmiany w postaci esowatego skrzywienia
kregostupa, lordosis, zmniejszonych, nie rozwinietych prawidtowo ptetw oraz garbu, ktére
stwierdzono u 18 embrionéw. Flufenacet spowodowat 8 przypadkéw zmian w postaci
lordosis i bocznego skrzywienia kregostupa, ktére wystgpity w dwdch réznych stezeniach.
Réwniez 8 przypadkéw zmian stwierdzono dla metrybuzyny. W trzech stezeniach
obserwowano lordosis, skrzywienie kregostupa oraz skrzywienie koncéwki ogona. Ponadto
dla metrybuzyny obserwowano dwa przypadki lordosis w testach wstepnych, w dwdch
roznych stezeniach. Dla prochlorazu w szesciu roznych stezeniach stwierdzono boczne
skrzywienie kregostupa, lordosis oraz skrzywienie koncéwki ogona, ktore wystapity u 8
embrionéw, Fenuron spowodowat skrzywienie kregostupa, garb, spiralnie skrecone ciato
oraz haczykowaty ogon, ktore wystgpity w 6 przypadkach, w czterech roznych stezeniach.
Boczne skrzywienie kregostupa, skrzywienie ogona oraz znieksztatcenie ptetwy wystgpity
w 5 przypadkach w czterech réznych stezeniach w testach dla linuronu. Cztery przypadki
skrzywienia kregostupa w dwoch stezeniach wystgpity w testach dla 2,4-dichlorofenolu.
Ostatnim zwigzkiem w grupie 2, ktory spowodowat zmiany byt malation, dla ktérego
obserwowano w trzech stezeniach 6 przypadkéw zmian w postaci bocznego skrzywienia
kregostupa, lordosis, skrécenia ciata i deformacji gtowy potgczonego z haczykowatym
ogonem.

W trzeciej grupie obejmujacej dziesie¢ zwigzkéw zmiany w formie skrzywienia kregostupa
stwierdzono jedynie w jednym stezeniu w testach dla etofumesatu. Ponadto dla
etofumesatu stwierdzono podobne zmiany: skrzywienia kregostupa w dwoch stezeniach w

trakcie testéw wstepnych.

Poréwnanie grup

tacznie w grupie 1, 2 i 3 narazano 6003 embriony. Posrdd tej liczby zmiany ogdine
wystgpity u 4310 embrionéw, a zmiany rozwojowe u 573 embrionéw (rysunek 15). Zmiany
ogolne stanowity 71,80 % wszystkich embrionéw w trzech grupach, a zmiany rozwojowe

9,55 % wszystkich embrionéw w trzech grupach (rysunek 16).
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W grupie 1 posréd 1836 embriondw zmiany ogolne wystgpity u 1183 embrionéw a zmiany
rozwojowe u 326 embrionéw (rysunek 15), co stanowi odpowiednio 64,43 % i 17,76 %

wszystkich embrionow w tej grupie (rysunek 16).

W grupie 2 posrod 2826 embriondw zmiany ogdlne wystgpity u 2350 embrionow i stanowi
to az 83,16 % wszystkich embrionéw w tej grupie. Zmiany rozwojowe stwierdzono u 241

embriondw, co stanowi 8,53 % wszystkich embrionéw tej grupy (rysunek 15 i 16).

W grupie 3 posrod 1341 embrionéw zmiany ogolne obserwowano u 777 embrionow i
stanowi to najmniejszy odsetek zmian ogolnych posrod wszystkich grup wynoszacy 57,94
%. W grupie tej odnotowano tez jedynie 6 przypadkdéw zmian rozwojowych, stanowigcy

jedynie 0,45 % wszystkich embrionéw w grupie 3 (rysunek 15 i 16).

Liczba zmian i embrionow
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Rys.15. Liczba zmian rozwojowych i ogélnych w poszczegdlnych grupach i tgcznie w trzech
grupach
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Odsetek zmian zestawiony do liczby embrionow
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Rys.16. Odsetek zmian rozwojowych i ogéinych w poszczegdinych grupach i tgcznie w trzech
grupach

Poréwnanie odsetka zmian ogdlnych pomiedzy poszczegdlinymi grupami, przedstawione
na rysunku 17, wykazato najwiekszy odsetek wystgpienia wszystkich rodzajéw tych zmian
w grupie 2. Obrzek woreczka osierdziowego, obrzek woreczka zéttkowego, spowolnienie
pracy serca oraz pomniejszenie serca wynosity odpowiednio w tej grupie: 35,67 %, 28,27
%, 13,55 % oraz 5,66 %. Odsetek embrionéw u ktérych stwierdzono obrzek woreczka
osierdziowego (blisko 30%) i woreczka zottkowego (okoto 22 %) byt podobny w grupie 1 i
grupie 3. Stabsze bicie serca stwierdzono u 8,22 % embrionéw w grupie 1, a w grupie 3
objaw ten stwierdzono u dwukrotnie mniejszego odsetka embrionéw wynoszgcego 4,10 %.
Pomniejszone serce wystgpito u 4,96 % wszystkich embrionéw w grupie 1 i 3,73 %

wszystkich embrionéw w grupie 3.
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Odsetek zmian ogdlnych - poréwnanie grup
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Rys.17. Odsetek zmian ogéinych w poszczegdlnych grupach

Posréd wad rozwojowych, przedstawionych na rysunku 18, deformacje ciata i skrocenie
ciata stanowity odpowiednio 6,10 % i 6,05 % zmian u wszystkich embrionéw w grupie 1.
Zmiany takie nie wystgpity w tak wysokim odsetku w grupie 2 i nie zanotowano ich w grupie
3. Skrzywienie kregostupa oraz mniejsze oczy bylty wadami rozwojowymi, ktorych
najwiekszy odsetek zanotowano w grupie 2. Odsetek embriondw ze skrzywieniem
kregostupa stanowit 5,23 % w grupie 2 i byt nieznacznie tylko wyzszy od takiego odsetka w
grupie 1, gdzie wynosit on 5,01 %. Mniejsze oczy posiadato 1,73 % embrionéw w grupie 2
i 0,27 % embrionéw w grupie 1. Stwierdzono tez nieliczne przypadki zaburzen w ptetwach,
ktére stanowity 0,27 % w grupie 1i 0,18 % w grupie 2 oraz skrzywienia kregostupa. Ktére
stanowity 0,24 % w grupie 2i 0,11 % w grupie 1. W grupie 3 odnotowano jedynie 0,37 %

przypadkéw skrzywienia kregostupa oraz 0,07 % przypadkéw skrzywienia ogona.
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Odsetek zmian rozwojowych - poréwnanie grup
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Rys.18. Odsetek zmian rozwojowych w poszczegdlnych grupach

15.5. Weryfikacja metody
Do weryfikacji metody postuzyty:

1. wartosci wspotczynnika toksycznosci TI(LCs) i TI(ECso) otrzymane w trakcie
testow dla hydr.

2. wartos¢ rozpietosci R, ktéra jest ilorazem stezenia powodujgcego Smiertelno$¢ co
najmniej potowy embrionéw w 96 godzinie (LCE) i stezenia powodujgcego
pierwsze objawy toksycznosci u embrionéw (LCO) (doktadne omdwienie
rozpietosci R zamieszczono w dalszej czesci).

3. wystgpienie zmian rozwojowych u embriondw.

Przyjeto nastepujgce zatozenia, w ktorych punkty odciecia ustalano empirycznie, a
sposob ich ustalenia opisano ponizej :

1. wtestach na hydrach w grupie 1 wartos¢ wspétczynnika toksycznosci Tl powinna
wynosi¢ co najmniej 1,7; w grupie 2 wartos¢ tego wspoétczynnika powinna wynosi¢
co najmniej 1,5; a w grupie 3 powinna by¢ mniejsza od 1,5.

2. W testach na embrionach przyjeto, ze wartos¢ rozpietos¢ R dla grupy 12
powinna wynosi¢ co najmniej 2,25; a w grupie 3 warto$¢ rozpietosci R powinna
by¢ mniejsza od 2,25. W grupie 1 i 2 powinny wystgpi¢ u embrionéw zmiany

rozwojowe, a w grupie 3 takie zmiany nie powinny by¢ obserwowane.
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Sposob ustalenia punktéw odciecia dla wspoétczynnika T

Wartosci punktéw odciecia dla wspétczynnika toksycznosci opracowano na
podstawie testéw dla 11 zwigzkdw o roznym stopniu toksycznego wptywu na rozwdj (Sornat
iin., 2021), w trakcie testow, ktére postuzyty do opracowania metody oceniajgcej dziatanie
zwigzkow. Metode opracowano na podstawie testéw dla 2,4-D, karbendazymu, MCPA,
bromfenwinfosu, tlenochlorku miedzi, glifosatu, prochlorazu, deltametryny, linuronu, CCC i
dicamby. Badania dla kolejnych zwigzkéw umozliwity weryfikacje metody i modyfikacje
poczatkowo przyjetych wartosci dla punktéw odciecia wspotczynnika TI.

Na podstawie zmian jakie wywotat dany zwigzek u dorostych hydr w testach
toksycznosci ostrej oraz u hydr wzrastajgcych w testach na regeneracje, wyliczono dla
kazdego zwigzku wspoétczynnik toksycznosci TI. Przyjeto na podstawie danych
literaturowych z badan na hydrach, ze im bardziej index ten przekracza warto$¢ 1, tym
bardziej dany zwigzek wykazuje potencjat wywotywania zmian teratogennych (Pachura-
Bouchet i in., 2006; Sornat i in., 2021 ). Dla kazdego zwigzku obliczono wspétczynnik
toksycznosci na podstawie wartosci LCs (czyli stezenia materiatu dla ktérego potowa
badanych osobnikow jest martwa) oraz na podstawie wartosci ECso (czyli stezenia dla
ktérego przynajmniej potowa osobnikéw jest prawidtowo rozwinieta).

Wspétczynnik toksycznosci Tl obliczony na podstawie LCso przekracza wartos¢ 2 dla
czterech zwigzkéw z 1 grupy (o dziataniu embriotoksycznym, fetotoksycznym czy
teratogennym): karbendazymu, diuramu, nitrofenu i trichlorfonu. Dla cztery kolejnych
zwigzkow z tej grupy: bromfenwinfosu, flusilazolu, 2,4-D, MCPA wartos¢ wspotczynnika Tl
znacznie przekracza wartos¢ 1 i wynosi od 1,7 do 1,9. Dwa zwigzki z tej grupy: tiuram i
propikonazol osiggnety warto$¢ indexu przekraczajgcg nieznacznie wartos¢ 1, co
Swiadczyloby na podstawie tych testéw o braku potencjalnego szkodliwego dziatania na
rozwoj. Stanowi to 20% zwigzkow, ktérych wspétczynnik TI(LCso) obliczony na podstawie
testbw na hydrach, jest niski i nie odpowiada ich szkodliwemu dziataniu u zwierzat
laboratoryjnych.

Wspodtczynnik toksycznosci Tl obliczony na podstawie ECsy jest wysoki i przekracza
warto$¢ 2 dla tych samych substancji dla ktérych przekroczyt wartosé 2 liczony na
podstawie LCso. Dla pozostatych szesciu substancji wartos¢ tego wspodtczynnika jest
rowniez stosunkowo wysoka i przekracza wartos¢ 1,5. Dla zwigzkow wykazujgcych
najsilniejsze negatywne dziatanie na rozwdj wspotczynnik toksycznosci powinien byé
wysoki. Srednia dla tego wspoétczynnika w tej grupie wyliczonego na podstawie LCso wynosi
1,77. Zatozono wiec, ze wspoétczynnik Tl wiekszy od 1,7 charakteryzuje grupe silnych
teratogenéw w testach na hydrach. Przy takim zatozeniu czutos¢ metody w grupie 1 dla

wspotczynnika Tl (LCso) wynosi 0,8; a dla wspétczynnika TI(ECso) jedynie 0,5.
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Wspotczynnik toksycznosci Tl obliczony na podstawie LCso przekracza wartosé 2 dla pieciu
zwigzkow z 2 grupy (wykazujgcych toksycznosé matczyng): fenuronu, 2,4-dinitrotoluenu,
deltametryny, 2,4-dichlorophenolu i 3,4-dichlorophenolu. Cztery zwigzki: izoksaflutol,
kaptafol, diazynon i tiabendazl uzyskaty warto$¢ tego wspétczynnika pomiedzy 1,5 a 1,85.
Dla pozostatych 7 zwigzkow wartos¢ ta jest mniejsza od 1,4 i waha sie od 1,22 do 1,37.
Tylko dla jednego zwigzku - malationu wartos¢ wskaznika TI(LCsp) jest nieznacznie wieksza
od 1. Blisko 50% zwigzkow tej grupy mozna zakwalifikowa¢ do grupy, w ktorej wartos¢ Tl
przekracza 1,5 — co odpowiada charakterystyce tych zwigzkéw i mozliwosci ich
negatywnego dziatania na rozwaj.

Wspodtczynnik toksycznosci Tl obliczony na podstawie ECso przekroczyt wartos¢ 2 dla
trzech zwigzkow tiabendazolu, fenuronu i 3,4-dinitrotoluenu. Siedem zwigzkéw z tej grupy:
bentazon, glifosat, flufenacet, izoksaflutol , kaptafol, 2,4-dinitrotoluen i 2,4- dichlorophenol
uzyskato wartos¢ TI(ECso) pomiedzy 1,5 a 2, a szes¢: malation, prochloraz, metrybuzyna,
linuron, diazynon i deltametryna - warto$¢ pomiedzy 1 a 1,5. Poréwnujgc te same zwigzki
tej grupy po pod wzgledem wartosci uzyskanych na podstawie TI(LCsg) oraz TI(ECso),
mozna stwierdzi¢, ze jedynie dla fenuronu i 3,4-dinitrotoluenu warto$¢ Tl byta wieksza od 2
liczona zarébwno na podstawie LCso jak i ECso. 1zoksaflutol i kaptafol uzyskaty podobne
wartosci TI(LCso) oraz TI(ECsp) mieszgce sie pomiedzy 1,5 a 2. Malation, prochloraz,
metrybuzyna i linuron uzyskaty podobne wartosci TI(LCso) oraz TI(ECso) mieszgce sie
pomiedzy 1 a 1,5. Dla pozostatych zwigzkéw: bentazonu, glifosatu, tlenochlorku miedzi,
flufenacetu, diazynonu, tiabendazolu, 2,4-dinitrotoluenu, deltametryny, 2,4-dichlorophenolu
wartosci uzyskane na podstawie LC(s0) nie pozwolity zakwalifikowaé do tej samej grupy do
jakiej zaklasyfikowano dany zwigzek na podstawie TI(ECso). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
sposrod tej grupy jedynie dla deltametryny wartosci uzyskane na podstawie tych dwdch
parametrow odbiegajg znaczaco od siebie: wartos¢ TI(LCso) wynosi 2,615; a wartos¢
TI(ECs0) wynosi 1,417. Zaktadajac, ze grupa 2 to zwiazki, ktére moga powodowaé
negatywny wplyw na rozwdj, to nalezy przyjac, ze wartosé¢ Tl bedzie co najmniej
wigksza od 1,5. Dla 7 zwigzkow tej grupy: izoksaflutolu, kaptafolu, tiabendazolu, fenuronu,
2,4-dinitrotoluenu, 2,4-dichlorophenolu i 3,4-dichlorophenolu wartos¢ Tl jest wieksza od 1,5
zaréwno dla LCs jak i ECso. Dla dwéch zwigzkdw: diazynonu i deltametryny ta wartosc jest
wieksza jedynie liczona na podstawie LCso, a dla dwoch innych bentazonu i glifosatu
warto$¢ ta jest wieksza w oparciu o ECso. Jedynie dla czterech zwigzkéw: malationu,
prochlorazu, metrybuzyny i linuronu obie wartosci Tl sg mniejsze od 1,5. Poniewaz jest to
grupa, ktérej toksycznos$é na rozwoj jest mniejsza niz w grupie 1, przyjeto zatozenie,

wspotczynnik toksycznosci w tej grupie powinien uzyskaé¢ warto$é w tej grupie co

93



Robert Sornat

,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata i Brachydanio
rerio”

najmniej 1,5. Przy takim zatozeniu czutos¢ metody w grupie 2 dla wspodtczynnika TI(LCso)
wynosi 0,53; a dla wspotczynnika TI(ECso) jest nieznacznie wyzsza i wynosi 0,59.

W grupie 3 (zwigzki nie wykazujgce negatywnego wptywu na rozwoj) siedem zwigzkéw
uzyskato wartos¢ TI(LCso) mniejszg od 1,5 i miescita sie ona w zakresie od 1,18 do 1,41.
Jedynie dla dwdch zwigzkéw: metrybuzyna i dicamba wartos¢ ta przekroczyta nieznacznie
1,5. Niska wartos¢ tego indexu dobrze charakteryzuje te grupe jako nieszkodliwg dla
rozwoju: blisko 78% zwigzkéw charakteryzowata sie niskg wartoscig TI(LCso). Wartos¢ Tl
obliczona na podstawie ECs, dla dwdch zwigzkow: karboksyny i metazachloru przekroczyta
wartos¢ 2. Dla dwoch zwigzkdéw: kaptanu i dicamby wartos¢ ta przekroczyta 1,5; a dla
etofumesatu wyniosta 1,5. Jedynie dla czterech zwigzkéw: pendimetaliny, CCC, profamu i
alachloru uzyskano obie warto$¢ Tl mniejsze od 1,5; co prawidtowo charakteryzuje te grupe
pod wzgledem wpltywu na rozwoj. Dwa zwigzki: etofumesat i kaptan uzyskaty jedynie
warto$¢ TI(LCso) mniejszg od 1,5. Najwiekszg réznicg pomiedzy obiema wartosciami Tl
uzyskata karboksyna, dla ktérej TI(LCso) wynosit 1,24, a TI(ECso) — 2,063 i ktérg mozna na
podstawie pierwszej wartosci zakwalifikowa¢ do zwigzku nietoksycznego, a na podstawie
drugiej do silnego teratogenu. Dla zwigzkéw z grupy 3, nie majacych negatywnego
wplywu na rozwdj, przyjeto zatozenie, ze wspotczynnik toksycznosci Tl powinien by¢
mniejszy od 1,5. Przy takim zatozeniu swoistoS¢ metody w grupie 3 dla wspétczynnika

TI(LCso) wynosi 0,78; a dla wspotczynnika TI(ECso) wynosi 0,56.

Sposoéb ustalenia punktéw odciecia dla wspétczynnika R

W testach na embrionach danio pregowanego wykonanych dla silnych teratogenéw
mozna stwierdzi¢, pewng wspoélng ceche tych zwigzkéw do pojawiania sie zmian (ogélnych
lub rozwojowych) w stezeniach wyraznie nizszych od stezen powodujgcych $miertelnosc.
Dla zwigzkéw niepowodujgcych zmian w procesie rozwoju zakres stezen z objawami byt
mniejszy. Wspétczynnik R (wspofczynnik rozpietosci) oraz wartosci punktéw odciecia dla
niego zostaty opracowane dla oceny 11 zwigzkow o roznym stopniu negatywnego dziatania
na rozwdj (Sornat i in., 2021). Podobnie jak w przypadku hydr byty to: 2,4-D, karbendazym,
MCPA, bromfenwinfos, tlenochlorek miedzi, glifosat, prochloraz, deltametryna, linuron,
CCC i dicamba. W kolejnych etapach badan dla innych zwigzkéw potwierdzono
przydatnosé tego wspoétczynnika do koncowej oceny ich wptywu na rozwdj embriondw,
modyfikujgc jednoczesnie wartosci punktéw odciecia.

Powstawanie zmian w stezeniach nizszych od stezen powodujgcych smiertelno$é
w grupie 1, w poréwnaniu z grupg 2 i 3, ilustrujg ponizsze wykresy (rysunek 19),
przedstawiajgce srednig dla kazdej grupy ilos¢ stezen, w ktérych nie stwierdzono zadnych

objawéw — kolor niebieski, w ktorych stwierdzano objawy — kolor czerwony oraz w ktérych
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stwierdzono $miertelnos¢ co najmniej potowy embriondw — kolor zielony. Dla ujednolicenia
wykresow pomiedzy grupami, za wystgpienie smiertelnosci uznawano stezenie, w ktérym
dotyczyta ona co najmniej potowy embriondw.

W grupie 1 $rednia ilos¢ stezen, w ktérych stwierdzono objawy (kolor czerwony) wynosi 4,3
i jest najwieksza posréd wszystkich grup. W grupie 2 ilos¢ takich stezen wynosita srednio
3,6; a w grupie 3 jedynie 1,9. W grupie pierwszej $rednia liczba stezen, w ktérych
obserwowano objawy i ktore poprzedzaly stezenia powodujgce smiertelno$¢ byta ponad
dwukrotnie wyzsza od analogicznej $redniej liczby stezen w grupie 3. Natomiast srednia
ilos¢ stezen, w ktorych nie stwierdzono objawdw (kolor niebieski) byta najnizsza w grupie 1
i wynosita 0,9. W grupie 2 $rednia ilo$¢ stezen, w ktérych nie stwierdzano objawow, byta
wyzsza i wynosita 1,9. Najwiecej stezen bez objawdw — srednio 3,9 — stwierdzono w grupie
3.

Zjawisko to postuzyto do obliczenia dla kazdego zwigzku tzw. wspétczynnika
rozpietosci — R. Wspétczynnik ten informuje w ile razy mniejszym stezeniu od stezenia
powodujgcego $miertelno$¢ co najmniej potowy embriondw, pojawity sie u embriondéw
pierwsze widoczne objawy ogdlne lub rozwojowe (przyktad obliczenia wspétczynnika R dla
diuronu: $miertelno$¢ co najmniej potowy embriondéw w 96 godzinie (LCE) stwierdzono w
stezeniu 15,55 mg/l. Pierwsze objawy (LCO) obserwowano w stezeniu 6,91 mg/l. R =
LCE/LCO = 15,55/6,91 = 2,25). Im wigksza wartos¢ rozpietosci R tym w wiecej stezen

z objawami poprzedzajacych stezenie Smiertelne.

Wartosci R dla kazdego zwigzku postuzyly jako jeden z elementow do oceny
badanych zwigzkéw.

Dla grupy 1 i grupy 2, w ktérych badane zwigzki majg zdolnos¢ do wywotywania
zmian w procesie rozwoju okreslono czutosc¢ testéw dla hydr i embrionéw. Dla grupy 3, w
ktorej badane zwigzki nie wywotujg zmian w procesie rozwoju okreslono swoistosc¢ testow
dla hydr i embrionébw. Na podstawie czutosci i swoistosci okreslono doktadnosc¢ catej
metody na ktorg sktadajg sie testy na hydrach i embrionach.

Czuto$¢ testéw na hydrach okreslona na podstawie wspoétczynnika toksycznosci
TI(LCs0) wynosi dla grupy 1 — 0,80; a dla grupy 2 — 0,53. tgcznie dla grupy 1 i 2 czutos¢
wynosi 0,63; Swoistos¢ okreslona dla grupy 3 na podstawie wspoétczynnika toksycznosci
TI(LCs0) wynosi 0,78.

Czuto$¢ testéw na hydrach okreslona na podstawie wspoétczynnika toksycznosci
TI(ECso) wynosi dla grupy 1 —0,5; a dla grupy 2 — 0,59. Czutos¢ testéw tagcznie dla grupy 1
i 2 wynosi 0,56. Swoistos¢ okreslona na podstawie wspétczynnika toksycznosci TI(ECso) w

grupie 3 wynosi 0,56.
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Rys. 19. Poréwnanie Sredniej ilo$¢ stezen z objawami, brakiem objawow i $miertelnoscig dla trzech

grup.
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W grupie 1 czuto$¢ testdw na embrionach okreslona na podstawie rozpietosci R
wyniosta 0,6; a na podstawie zmian rozwojowych wynosita 1. W grupie 2 czutosc¢ testéw na
embrionach okreslona na podstawie rozpietosci R wyniosta 0,88; a na podstawie zmian
rozwojowych wynosita 0,65.

Swoistos¢ testdw na embrionach okreslona w grupie 3 na podstawie rozpietosci wynosi
0,78, natomiast swoisto$¢ testow na embrionach na podstawie zmian rozwojowych wynosi
0,89.

Doktadnos¢ catej metody oszacowana tgcznie na podstawie testéw na hydrach oraz
testéw na embrionach wynosi 0,70.

Dodatkowo dla wspoétczynnikow toksycznosci TI(LCso) oraz TI(ECso) wykonano analize

statystycznag, ktéra nie wykazata roznic istotnie statystycznych pomiedzy grupami.

16. DYSKUSJA WYNIKOW

Poréwnujgc wspétczynnik toksycznosci Tl pomiedzy poszczegdolnymi grupami,
nalezy stwierdzi¢, ze w Kkazdej grupie mozna znalez¢ zwigzki, ktoérych wartosci
wspotczynnika TI(LCso) lub TI(ECso) sa zblizone do wartosci wspotczynnikéw zwigzkéw z
innych grup. Jedynie w grupie pierwszej nie ma zadnego zwigzku, ktérego wartos¢ Tl (ECsp)
jest mniejsza od 1,5 i mozna go sklasyfikowac jako nie majacy negatywnego wptywu na
rozwoj, a w grupie trzeciej jest siedem zwigzkéw dla ktérych wartosc¢ TI(LCso) jest mniejsza
od 1,5 i na podstawie tego parametru mozna je zaliczy¢ do zwigzkow nietoksycznych dla
procesu rozwoju .

Im wieksza od 1 jest warto$¢ wspétczynnika toksycznosci Tl, tym wiekszy potencjat
do wywotywania zmian rozwojowych ma dany zwigzek, zatem tylko 20% zwigzkdéw (2
zwigzki) w grupie 1 charakteryzowanych przez TI(LCso) ma bardzo niski — bliski 1 —
potencjat wywotywania takich zmian. 80% zwigzkéw charakteryzowanych tym
wspotczynnikiem ma potencjat do wywotywania zmian wiekszy od wartosci 1,7. Stabiej
charakteryzuje tg grupe wspétczynnik TI(ECso) — jedynie 50 % zwigzkéw dla tego
wspotczynnika przekracza wartos¢ 1,7.

Stosunkowo dobrze charakteryzuje grupe 3 wspétczynnik TI(LCso) — tu wartos¢ Tl
jedynie dla dwoch zwigzkéw (22 %) nieznacznie przekracza 1,5. Pozostate 7 zwigzkow
(blisko 78 %) charakteryzuje sie wspétczynnikiem Tl mniejszym od 1,5

Wspdtczynnik toksycznosci Tl bardzo stabo charakteryzuje grupe 2. Blisko potowe
zwigzkow z tej grupy mozna scharakteryzowa¢ na podstawie tego wspotczynnika jako
zwigzki nietoksyczne. Dla dziewieciu zwigzkow (53 %) wspoétczynnik TI(LCso) przekracza

wartos¢ 1,5; a dla o$miu pozostatych (47 %) wspoétczynnik TI(LCso) jest mniejszy od 1,5.
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Tylko nieznacznie te wartosci roznig sie dla wspétczynnika TI(ECs): dla 10 zwigzkow (59
%) wspotczynnik przekracza 1,5,.dla 7 (41 %) — jest mniejszy od 1,5.

Istnienie stosunkowo duzego zbioru zwigzkow, ktoéry jest wspdiny pomiedzy grupa
2 a 1 i pomiedzy grupg 2 a 3, powoduje znaczne osfabienie znaczenia indexu TI dla
klasyfikacji zwigzkow w rozwoju toksycznosci przedporodowej. Przyczyny tego zjawiska
nalezy upatrywa¢ w dwoch czynnikach. Pierwszym jest réznorodnos¢ badanych zwigzkow
chemicznych. Substancje czynne stosowane w srodkach ochrony nalezg do réznych grup
zwigzkow, a tym samym charakteryzujg sie réznorakimi mechanizmami szkodliwego
dziatania na rozwdj, ktére to mechanizmy mogag nie by¢ uchwytne w procesie regeneracji
hydry. W ogolnym pojeciu toksyczne dziatanie na rozréd oznacza bardzo szerokie spektrum
niekorzystnego dziatania i moze dotyczy¢ np. dziatania embriotoksycznego — czyli nasilenie
Smiertelnosci we wczesnych fazach rozwoju ale moze tez oznaczac zaburzenia rozwojowe
w tworzeniu poszczegdlnych narzadéw, czy tez fetotoksycznosé — czyli nasilenie
Smiertelnosci pdzniejszych fazach rozwoju, ktére dotyczg juz stadium ptodowego (Alves-
Pimenta i in., 2018). Wydaje sie, ze hydra moze by¢ dobrym modelem dla wczesnych faz
rozwojowych, np. odtwarzajgcych embriotoksycznos¢. Budowa anatomiczna hydry i jej
stadium rozwoju ewolucyjnego stanowig drugi czynnik zmniejszajgcy przydatnosé indexu
Tl do oceny toksycznosci rozwojowej. Dwie warstwy budujgce ciato hydry: ektoderma i
endoderma, brak typowej dla zwierzat wyzszych trzeciej warstwy: mezodermy sg
czynnikami ktore pozwalajg oceni¢ hydre jako odpowiedni model badawczy tylko dla
wczesnych stadiéw rozwojowych kregowcow czy ssakow. Dodatkowym czynnikiem nie
pozwalajgcym pozytywnie zweryfikowaé hydr, jako model badawczy dla wczesnych faz
rozwojowych zwierzat jest istnienie wspdlnych ewolucyjnie szlakéw metabolicznych
kierujgcych procesami rozwoju czy regeneracji (Hedges 2002; Luo 2007; Willmore 2012).
Obecnos¢ w ciele hydry znacznej ilosci niezréznicowanych komérek macierzystych o
charakterze pluripotencjalnym, ich szybki podziat i r6znicowanie skutkujgce szybkim
odbudowaniem dorostej formy hydry odzwierciedla procesy zachodzgce w stadium
kilkudziesieciu czy nawet kilkuset komérkowego zarodka kregowca (Buzgariu 2022; David
2012; Vogg i in. 2021; Tananka i in. 2011; Hobmayer i in. 2012). Dane literaturowe
wskazujg, ze znaczna grupa substancji stosowanych w srodkach ochrony roslin wykazuje
silny potencjat embriotoksyczny (Andrade i in. 2015; Yang i in. 2018; Wang i in. 2020;
Lankas i in. 2001). Wiasciwosci hydry potencjalnie pozwalajg takie dziatanie wykryc.
Potwierdzeniem hipotezy wiekszej wrazliwosci hydry w procesie regeneracji na czynniki
embriotoksyczne niz na czynniki fetotoksyczne czy teratogenne jest analiza efektu na
rozwoj przedporodowy u zwierzat dla czterech zwigzkéw z 1 grupy o skrajnych wartosciach

TI(LCso): tiuramu i propikonazolu, ktérych wartosé TI(LCso) wynosita odpowiednio: 1,095 i
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1,173 oraz karbendazymu i trichlorfonu, dla ktérych wartos¢ TI(LCso) wynosita: 2,04 i2,918.
Tiuram wywotuje teratogenne dziatanie poprzez zaburzenia wyksztatcenia kosci czaszki,
kregostupa, zrastanie zeber, serca i duzych naczyh krwionosnych oraz zaburzenia w
konczynach w dawkach 125 mg/kg-dobe (badania na chomikach). Moze tez powodowac
dziatanie embriotoksyczne ale w dawkach 10 krotnie wiekszych od dawek teratogennych —
stwierdzono zwiekszong resorpcje zarodkow w dawce 1200 mg/kg-dobe (badania na
myszach) (Extoxnet, 1996q). Dla propiconazolu obserwowano wystepowanie wad
rozwojowych w dawkach 100 i 300 mg/kg-dobe, w badaniach na szczurach. Nie
stwierdzono dziatania embriotoksycznego — nie stwierdzono resorpcji i wptywu na
liczebnosé miotéw (WHO, 2004). Dla trichlorfonu, ktéry posiada najwyzszy wspotczynnik
TI(LCso) dla hydr, w badaniach na szczurach obserwowano w pojedynczej dawce 80 mg/kg
podanej 13 dnia cigzy zaréwno zwiekszenie liczby zgondw embrionéw (embriotoksyczno$¢)
jak i zwiekszong liczbe wad ptodu (teratogenno$¢) (Extoxnet, 1996p). Podobng zalezno$é
mozna zauwazy¢ dla karbendazymu, dla ktérego wspétczynnik TI(LCso) dla hydr wynosi
ponad 2. W badaniach na szczurach i krolikach stwierdzono wystepowanie
embriotoksycznosci i wad rozwojowych dla takich samych dawek karbendazymu (Sitarek,
2004). O zlozono$ci proceséw rozwojowych i regeneracyjnych swiadczg wyniki badan
toksycznosci reprodukcyjnej i rozwojowej dla nitrofenu przeprowadzone na szczurach.
Obserwowano wystepowanie réznych nieprawidtowosci w obrebie ptuc, nerek, przepony i
serca. Czestos¢ wystepowania wszystkich wad (catkowity odsetek ptodéw z wadami
rozwojowymi) byta podobna w danej dawce dla réznych szczepdéw szczuréw na ktorych
wykonywano badania. Istnialy jednak réznice w czestosci wystepowania danej wady
skorelowane ze szczepem szczura. | tak np. szczury szczepu SD charakteryzowata
wieksza czestotliwos¢ wystepowania wad przepony i ptuc, a u szczuréow szczepu LEH
czesciej wystepowaly wady nerek (Manson, 1986). Zjawisko to nalezy ttumaczy¢
subtelnymi réznicami w genetycznych mechanizmach regulacji procesu rozwoju. Chociaz
sita czynnika uszkadzajgcego jest taka sama (podobny catkowity odsetek ptodow z wadami)
to mechanizm jego uszkadzajgcego dziatania dotyczy innych narzadéw docelowych i ma

charakter wysoce selektywny (Manson, 1986).

Wszystkie obserwowane zmiany w rozwijajgcych sie embrionach, od nieznacznych
obrzekdéw woreczka osierdziowego az do powaznych deformaciji catego ciata zarodka byly
wynikiem toksycznego stresu powodowanego przez czynnik chemiczny. Mechanizmami
odpowiedzialnymi za powstawanie zaburzen czynnosciowych i zmian morfologicznych sg
stres oksydacyjny, zmiany regulacji mechanizméw apoptozy komérkowej, wptyw na uktad

odpornosciowy i hormonalny. Badania nad toksycznymi efektami w trakcie rozwoju
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wykazywaty zmiany w aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych (katalazy CAT), nadtlenku
dysmutazy (T-SOD), dysmutazy ponadtlenkowej Cu/Zn (Cu/Zn- SOD) i peroksydazy
(POD). Zmianom ulegaty takze aktywnosci enzymoéw apoptotycznch  (Kaspaza3 i
Kaspaza9) oraz enzyméw detoksykacyjnych jak transferaza S-glutationowa (GST),
karboksyloesteraza (CarE) i cytochrom P450. Stwierdzana wysoka aktywnos¢ enzymu
antyoksydacyjnego CAT w trakcie narazania embriondw swiadczyta o uruchomieniu
proceséw chronigcych przed skutkami dziatania stresu oksydacyjnego i eliminujgcych
powstajgce wolne rodniki (Ge i in. 2015). Stres oksydacyjny moze by¢ istotnym elementem
powodujgcym uszkodzenia komérek. W mechanizmie tym zaangazowane sg geny bax i
p53, ktorych aktywnos¢ wzmaga sie pod wplywem stresu oksydacyjnego. Stres
oksydacyjny moze wptywac na sktadniki uktadu odpornosciowego (Yangiin., 2018, Geiiin.
2015), a jednym z mechanizmow jest modulacja transkrypcji cytokin i chemokin, ktore
prowadzg do zaburzen w uktadzie odpornosciowym (Wang i in. 2019b). Ponadto jednym z
istotnych mechanizméw szkodliwego dziatania jest indukowanie zmian uktadu
hormonalnego: wykryto zmiany w ekspresji gendw zaangazowanych w uktad osi
podwzgorze-przysadka-tarczyca / gonady (Wang i in. 2019b, Liu i in. 2021). Udowodniono
takze wptyw na biosynteze estradiolu i uktad dopaminergiczny (Bertotto i in. 2019).
Mechanizmy szkodliwego dziatania mogg tez dotyczyé proceséw metabolicznych.
Wykazano np. mechanizmy molekularnego oddziatywania czgsteczek glifosatu z miejscami
aktywnymi biatek: glkokinazy i heksokoinazy. Mechanizm taki moze istotnie zaburzac
procesy rozwoju embriondw poprzez wptyw na procesy energetyczne w ktérych istotng role
odgrywajg przemiany glukozy (Panetto i in., 2019). Mobilizacja rezerw energii jest istotnym
mechanizmem w mozliwosci adaptacji i przystosowania do réznych czynnikéw
stresogennych i zaburzenie tego mechanizmu moze istotnie wptyngé na procesy
prawidtowego rozwoju.

Zmiany mogg by¢ indukowane poprzez zmiane transkrypcji genéw powigzanych z wadami
rozwojowymi. Stwierdzono, ze geny krt 17 i tbx 16 odpowiadajg za powstawanie wad
rdzenia kregowego i proces ksztaltowania pakoéw ogonowych i ksztattowania pletwy
ogonowej. Zmiany ekspresji genu tbx 16 mogg powodowac zaburzenia i skrzywienia
kregostupa zarodkéw. Podobnie w powstawaniu wad serca istotng role odrywajg zburzenia
ekspresji odpowiednich gendéw. Gen egf kodujgcy biatka odpowiedzialne za rézne procesy
komérkowe w tym za proliferacje i réznicowanie odgrywa istotng role w procesach
chrzagstkotwoérczych i tworzeniu takze serca. Uposledzenie ekspresji egf powoduje
zaburzenia przeptywu krwi i pracy serca (Liu i in. 2021). Geny hox9-13 sg odpowiedzialne
za rozwoj ptetwy piersiowych. Zburzenia tréjfazowego procesu ekspresji tych genéw moze

skutkowa¢ zmianami w obrebie ptetw o roznym stopniu nasilenia (Ahniin. 2008). W testach
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na embrionach obserwowano zmiany w procesie rozwoju ptetw dla karbendazymu, tiuramu,
diuronu, trichlorfonu, diazynonu i linuronu. Wszystkie te zwigzki w réznych badaniach
wykazujg dziatanie genotoksyczne (Raiiin., 2020; Timoroglu i in., 2014; Hussain i in., 2021;
Ezziiin., 2016; Goumenou i in., 2004).

Mechanizm dziatania karbendazymu polega na hamowaniu tgczenia biatka tubuliny
i blokowaniu tworzenia mikrotubul . Dlatego negatywne skutki jego dziatania uwidaczniaja
sie w bardzo wczesnym okresie zycia embrionalnego, w czasie intensywnych podziatow
komorkowych.

Jednym z istotnych proceséw indukujgcych powstawanie wad jest wzmaganie
procesOw apoptozy. Takie dziatanie stwierdzono dla karbendazymu. Stwierdzono, Ze
ekspozycja na karbendazym prowadzita do istotnych zmian w ekspresji wielu gendéw
odgrywajgcych kluczowg role podczas apoptozy komérek (Jiang et al. 2015). Mechanizm
dziatania karbendazymu jest prawdopodobnie zwigzany z jego silnym potencjatem
indukowania apoptozy komoérek. Dziatajgc na zespot tubulin, ktory bezposrednio wptywa na
wiele proceséw komérkowych, w tym mitoze, dziatanie karbendazymu jest szczegdlnie
szkodliwym mechanizmem dla wczesnych etapdw rozwoju. Ten mechanizm dziatania
znajduje odzwierciedlenie w anomaliach rozwojowych takich jak obrzeki osierdzia,
deformacje tutowia i ogona, zmniejszona czesto$¢ akcji serca i dlugosé ciata. Ponadto
wiadomo, ze karbendazym, podobnie jak inne pestycydy zaburza gospodarke hormonalng.
Jest odpowiedziany za zmiany ekspresji gendw zwigzanych z tarczycg (Andrade i in. 2016).

Poza oceng przydatnosci hydry i embrionébw do badan toksycznosci okresu
przedporodowego zaktadano tez opracowanie nowej alternatywnej metody badawcze;.
Jednym z celow rozprawy byto opracowanie prostego, taniego testu przesiewowego dla
badan toksycznosci rozwoju przedporodowego z uzyciem znanych zwierzat stosowanych
w laboratoriach, z rbwnoczesnym uwzglednieniem zasady 3R. Po przeprowadzeniu badan
I przeanalizowaniu uzyskanych wynikow zdecydowano, ze ostateczna ocena potencjatu
toksycznego badanego materiatu musi opiera¢ sie na punktowej skali oceny. Poniewaz
okazato sie ze przydatnos¢ wspotczynnika toksycznosci Tl okreslanego zaréwno na
podstawie LC50 jak i EC50 jest niska zdecydowano przeprowadzaé ocene badanych

zwigzkow dla obu wspotczynnikdw.

16.1. Ocena punktowa stosowana dla klasyfikacji badanego zwigzku w tescie
przesiewowym

W celu szybkiej oceny uzyskanych wynikéw i klasyfikacji badanego zwigzku
zastosowano ocene punktowg dla wartosci wspoétczynnika toksycznosci Tl (dla hydr),

wartosci rozpietosci stezen R dla embrionéw oraz stwierdzanych zmian rozwojowych u
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embrionéw. Proby stosowania punktowej oceny wplywu na rozwdj substancji czynnych
stosowanych w srodkach ochrony roslin byty podejmowane juz wczesniej i proponowana
ocena opiera sie na juz opisanym systemie punktacji (Sornat i in., 2021). Po obliczeniu
wartosci wspoétczynnika toksycznosci Tl na podstawie LCso i ECso dla hydr dla uzyskanych
wartosci wspétczynnika przypisuje sie odpowiednie wartosci punktowe H1 i H2, zgodnie z
tabelg 10.

Tabela 10. Wartosci punktowe H1 i H2 przypisywane dla odpowiednich zakreséw wartosci
wspofczynnika toksycznosci (Tl).

Uzyskana wartos¢ indeksu toksycznosci (TI) Przypisywane wartosci punktowej
H1 dla TI (LC50)
H2 dla TI (ECso)

TI< 1,5 )
1,5<TI<1,7 1
1,7 <TI 2

Po obliczeniu wartoéci rozpietosci stezen wywotujgcych objawy R dla embriondw,
dla uzyskanej wartosci rozpietosci przypisuje sie wartosci punktowe PR zgodnie z tabelg
11.

Tabela 11. WartoSci punktowe przypisywane do odpowiednich zakreséw wartos$ci rozpietosci R.

Uzyskana wartos¢ rozpietosci (R) Przypisywane wartosci punktowe
PR
R =1,5 (]
1,5<R < 3,38
3,38 <R 2

Dla wystgpienia lub braku wad rozwojowych W (deformacje, skrécenie ciata,
skrzywienia, zmiany pfetw, zmiany oczu, skrzywienie ogona) przypisuje sie wartosci

punktowe PW zgodnie z tabelg 12.
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Tabela 12. Wartos$ci punktowe przypisywane dla zmian rozwojowych embrionéw

Wady rozwojowe

Przypisywane wartosci punktowe

w PW
Brak zmian rozwojowych o
Wystagpienie co najmniej 1 wady rozwojowej w
jednym ze stezen ktdore nie powoduja $mierci 3

wszystkich embrionéw do 96 godziny.

Wartosci punktowe z wszystkich ocenianych parametréw sie nalezy zsumowac (H1

+ H2 + PR + PW). Otrzymana wartos¢ moze przyjg¢ wielkos¢ od 0 do 9. Konhcowag

klasyfikacje zwigzku dokonuje sie na podstawie sumy punktéw zgodnie z tabelg 13.

Tabela 13. Klasyfikacja zwigzku na podstawie koricowej warto$ci punktowey.

Uzyskana wartos¢ sumy punktow

Koncowa klasyfikacja

H1+ H2 + PR+ PW <5

Brak toksycznego dziatania na

rozwoj.

5 =H1 + H2 + PR + PW

Potencjalne dziatanie toksyczne na
rozwo0j mogace ujawniac sie wraz z

toksycznoscia matczyna.

6 = H1 + H2 + PR + PW

Potencjalne dziatanie
embriotoksyczne, fetotoksyczne

lub teratogenne.

16.2. Ocena wynikébw 2z wykorzystaniem wartosci punktowych dla

poszczegoblnych testow.

Wyniki koncowe w oparciu o skale punktowg przedstawiono w tabeli 14 dla silnych

teratogenow (grupa 1), w tabeli 15 dla zwigzkéw charakteryzujgcych sie toksyczno$cig

matczyng (grupa 2), a w tabeli 16 — dla zwigzkéw nie wykazujgcych negatywnego wptywu

na rozwdj (grupa 3).
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Tabela 14. Zestawienie wynikow dla wszystkich zwigzkéw — embriotoksyczne, fetotoksyczne, teratogenne

Badany zwigzek

Hydry: wspétczynnik toksycznosci Tl

Embriony: rozpietos¢

Embriony: wady rozwojowe

R . .
Wartosé Tl Wartosci punktowe Wartosé Wartosé tak/nie Wartosé Suma 1\’\:_ aHrtgfglRpfS\I/(\;owej
dla rozpigtosci punktowa W punktowa
LCso ECso H1 H2 R PR PW
2,4-D 1,736 1,595 2 1 2,25 1 tak 3 7
Karbendazym 2,040 10,846 2 2 15 0 tak 3 7
MCPA 1,940 1,545 2 1 2,25 1 tak 3 7
Bromfenwinfos 1,705 1,623 2 1 7,59 2 tak 3 8
Propikonazol 1,173 1,724 0 2 3,38 2 tak 3 7
Diuron 2,299 2,999 2 2 2,25 1 tak 3 8
Flusilazol 1,705 1,542 2 1 5,06 2 tak 3 8
Trichlorfon 2,916 2,064 2 2 3,38 2 tak 3 9
wstepne
Tiuram 1,095 1,645 0 1 11,36 2 tak 3 6
Nitrofen 2,857 2,371 2 2 5,06 2 tak 3 9
Srednia 1,947 | 2,795 | 1,6 1,5 4,41 1,5 - 3 7,4
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Tabela 15. Zestawienie wynikow dla wszystkich zwigzkoéw — objawy toksycznego wptywu wraz z toksyczno$cig matczyna

Hydry: wspotczynnik toksycznosci Tl

Embriony: rozpietosé

Embriony: wystepowanie wad

rozwojowych L. )
Badany zwigzek Wartos¢ Tl Wartosci Wartos¢ Wartos¢ tak/nie Wartos¢ Sumﬂ r_"_ a|_r|t ;fglRpfS\I/(\;owej
dla punktowe rozpietosci punktowa W punktowa
LCso ECso H1 H2 R PR PW
Tlenochlorek 1,333 0,974 0 17,1 2 nie 0 2
miedzi
Glifosat 1,237 | 1,665 0 1 0 0 nie 0 1
Prochloraz 1,221 1,284 0 0 3,38 2 tak 3 5
Deltametryna 2,615 1,417 2 0 7,59 2 tak 3 7
Linuron 1,319 1,287 0 0 15 0 nie 3 3
Malation 1,081 1,133 0 0 3,38 2 nie 3 5
Tiabendazol 1,841 | 2,083 2 2 3,38 2 nie 0 6
Izoksaflutol 1,537 1,863 1 2 2,25 1 nie 0 4
Bentazon 1,231 1,712 0 2 3,38 2 nie 0 4
= Diazynon 1,808 1,321 2 0 5,06 2 tak 3 7
= 2,4-dichlorophenol 2784 | 1,838 2 2 5,06 2 tak 3 9
Fenuron 2,034 3,512 2 2 2,25 1 tak 3 8
Flufenacet 1,373 | 1,676 0 1 2,25 1 tak 3 5
Kaptafol 1,790 1,985 2 2 2,25 1 nie 0 5
Metrybuzyna 1,262 | 1,174 0 0 3,38 2 tak 3 5
2,4-dinitrotoluen | 2,454 1,516 2 1 5,06 2 tak 3 8
3,4-dinitrotoluen | 3,223 2,272 2 2 3,38 2 tak 3 9
Srednia 1,773 | 1689 | 1,0 | 1,0 4,16 1,53 - 1,94 5,47
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Tabela 16. Zestawienie wynikow dla wszystkich zwigzkow — brak negatywnego wptywu na rozwoj

Hydry: wspétczynnik toksycznosci Tl

Embriony: rozpigtos¢

Embriony: wystepowanie wad

. — v R = - rozwojowych = Suma wartosci punktowej
Badany zwiazek [ WaroS Tl [ yyarogci punktowe | harosé [ Wartos¢ takinie Wartos¢ HL+H2+PRAPW
LCso ECso H1 H2 R PR PW

CccC 1,241 0,987 0 0 0 0 nie 0 0
Dicamba 1,529 1,681 1 1 0 0 nie 0 2
Kaptan 1,410 1,648 0 1 0 0 nie 0 1
Metazachlor 1,510 2,042 1 2 15 0 nie 0 3
Pendimetalina | 1,180 1,447 0 0 17,11 2 nie 0 2
Karboksyna 1,240 2,063 0 2 15 0 tak 0 2
Alachlor 1,357 1,000 0 0 15 0 nie 0 0
Etofumesat 1,409 1,500 0 0 3,38 2 tak 3 5
Profam 1,352 1,302 0 0 15 0 nie 0 0
Srednia 1,359 | 1519 | 0,2 | 0,67 2,94 0,44 - 0,33 1,67
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Dla kazdej kolumny obliczono srednig z uzyskanych dla poszczegdélnych zwigzkow
wartosci, co umozliwito pordwnywanie trzech grup zwigzkéw. Srednia dla warto$ci
wspotczynnika toksycznosci Tl obliczona na podstawie ECs jest najwieksza dla grupy
silnych teratogendw (grupa pierwsza) i wynosi 2,795. Warto$¢ ta w pozostatych grupach
jest mniejsza i dla zwigzkow wykazujgcych toksycznos¢ matczyng (grupa druga) wynosi
1,689, a dla zwigzkéw nietoksycznych 1,519. Wspodtczynnik toksycznosci liczony na
podstawie LCso jest takze najwiekszy w grupie zwigzkdéw teratogennych i wynosi 1,947. Dla
zwigzkow wykazujgcych toksycznos¢ matczyng jest mniejszy i wynosi 1,773, a dla
zwigzkdw nie majgcych negatywnego wptywu na rozwdj jest najmniejszy i wynosi 1,359.
Wartosci punktowe przypisane dla wartosci wspétczynnika toksycznosci Tl liczonego
zarowno dla LCso jak i dla ECso prawidtowo charakteryzujg grup podziat badanych
zwigzkow na trzy grupy: srednie wartosci punktowe sg najwyzsze dla silnych teratogendéw
(grupa pierwsza), wynoszgc odpowiednio 1,6 i 1,5; sg mniejsze dla zwigzkoéw
charakteryzujgcych sie toksycznoscig matczyng (grupa druga), gdzie srednie wartosci
punktowe wynoszg 1,0 oraz sg najmniejsze dla zwigzkow nieszkodliwych (grupa trzecia),
majgc w tej grupie wartosci 0,2 i 0,67. Chociaz srednie wartosci liczbowe dla
wspotczynnikdw toksycznosci jak i przypisanych im wartosci punktowych sg najwigksze
dla silnych teratogendéw, a najmniejsze dla zwigzkéw nietoksycznych, to analiza
poszczegolnych wynikdéw pokazuje, ze we wszystkich trzech grupach mozemy znalez¢
identyczne jednostkowe wyniki, co skutkuje nieprawidtowg klasyfikacjg zwigzku w oparciu
o testy na hydrze. Analiza czutosci, swoistosci i dokladnosci testéw oraz brak istotnosci
statystycznej pomiedzy grupami jednoznacznie potwierdza matg przydatnos¢ hydry jako
zwierzecia modelowego do badania toksycznosci rozwoju przedporodowego.

Srednie warto$ci wspétczynnika rozpietoéci R, sg podobne w grupie pierwszej i
grupie drugiej. Dla silnych teratogenéw wartos¢ R wynosi 4,41; a dla zwigzkéw z
toksycznoscig matczyng — 4,16. Srednie wartosci punktowe przypisane na podstawie
rozpietosci R w grupach 1 i 2 wynoszg odpowiednio 1,5 i 1,563. Dla zwigzkow nie
wykazujgcych negatywnego wplywu w grupie 3 $rednia wartos¢ rozpietosci wynosi 2,94; a
srednia z wartosci punktowych dla rozpietosci R w tej grupie wynosi tylko 0,44. Wartosci te
sg wyraznie nizsze w porownaniu do analogicznych wartoSci grupy pierwszej i drugiej.
Mozna stwierdzi¢, ze silne teratogenny oraz zwigzki dla ktérych toksycznos$¢ dla ptodéw
wigze sie z toksyczno$cig matczyng cechuje mozliwos¢ wywotywania objawow klinicznych
u embriondw danio w stezeniach wyraznie nizszych od stezen powodujgcych smiertelnosé
i mozna tym parametrem wyraznie oddzieli¢ te dwie grupy zwigzkéw od grupy nie

wywotujgcej zmian.
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Wystepowanie wad u embrionéw jest parametrem najbardziej oddajgcym istote
klasyfikacji badanych zwigzkéw. Dlatego wystgpieniu wady rozwojowej przypisuje sie
najwiekszg wartos¢ punktowg — 3. Nalezy podkreslic, ze dla wszystkich zwigzkéw
nalezgcych do grupy 1 — stwierdzono wystepowanie wad u embrionéw. Srednia dla warto$ci
punktowej tego parametru dla grupy pierwszej — wartos¢ 3 — jest maksymalng wartoscig i
jest 1,55 razy wieksza w poréwnaniu do tej sredniej dla grupy 2 (wartos¢ 1,94), i jest
jednoczesnie dziewieciokrotnie wieksza od sredniej tego parametru dla grupy 3 (wartosé
0,33). Mozna przyja¢, ze wystgpienie wad charakteryzuje dwie pierwsze grupy: 100%
silnych teratogenéw powoduje pojawienie sie wad u embriondéw, 67% zwigzkow
powodujgcych toksyczno$é matczyng generuje takze powstanie wad u embrionéw. Tylko
11% zwigzkow z grupy nietoksycznych wywotuje wady u embriondéw.

W grupie 1 stwierdzenie wad dla wszystkich badanych zwigzkéw i jednoczesnie uzyskanie
najwyzszej sredniej dla wartosci rozpieto$¢ R, Swiadczyto o duzej czutosci embrionéw jako
modelu dla toksycznosci rozwojowej. Potwierdzity to takze analiza czuto$ci testow na
embrionach dla grupy 1. W grupie drugiej na 17 testowanych zwigzkéw, 11 powodowato
wystgpienie wad u embrionéw. W trzeciej grupie na 9 testowanych zwigzkéw tylko jeden
powodowat wady u embrionow. Analiza czuto$ci i swoistosci testow na embrionach dla tych

grup wykazata wiekszg przydatnosc testow na embrionach w poréwnaniu z hydrami.

Ostateczng oceng zwigzkéw jest suma wartosci punktowej z testéw na hydrze i
testébw na embrionach. Wartos¢ punktowa 6 i wiecej — a maksymalnie 9, charakteryzuje
silne teratogenny. W grupie tej mogg tez sie znalezé z pewnym prawdopodobienstwem
zwigzki cechujgce sie toksycznoscig matczyng — na 17 zwigzkéw charakteryzujgcych sie
toksycznoscig matczyng jest 7 zwigzkow, ktére mozna uznac za silne teratogenny. Zwigzki,
ktorych suma wartosci punktowych wynosi mniej niz 5 nalezatoby zalicza¢ do zwigzkow
nietoksycznych i takie zwigzki nie powinny zostac¢ znalezione w grupie 2. Jednak w grupie
tej (toksycznos¢ matczyna) znalazto pie¢ zwigzkéw z sumg wartosci punktowej mniejszej
od 5. Stanowi to 29 % zwigzkéw w tej grupie, ktore zostaty niewtasciwie sklasyfikowane
proponowang metoda. Nalezy jednak podkresli¢, ze obecnie uznane i stosowane metody
alternatywne nie zapewniajg 100 % wiarygodno$ci otrzymywanych wynikow.

Przeprowadzono analize doktadnosci metody na podstawie przypisywanych
wartosci punktowych. Do analizy przyjeto zatozenie, ze dla grupy 1 (silne teratogeny) suma
wartosci punktowych musi wynosi¢ co najmniej 6. Dla grupy 2 suma wartosci punktowej
musi wynosi¢ co najmniej 5. Dla grupy 3 suma wartosci punktowych musi by¢ mniejsza od

5. Dla takich zatozen dokfadnos¢ catej metody wynosita 0,83.
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17. PODSUMOWANIE
Przedstawiona metoda opiera sie na dwoch gatunkach zwierzat. Hydra ze wzgledu

na jej wlasciwosci regeneracyjne wykorzystywana jest w badaniach zaburzen proceséw
regeneracji wywotywanych przez rézne czynniki srodowiskowe. Wiele publikacji powotuje
sie na hydre jako odpowiedni model badawczy do oceny ryzyka ekotoksykologicznego
szczegolnie w srodowisku wodnym, ze wzgledu na tatwg mozliwos¢ uchwycenia i oceny
zmian morfologicznych, behawioralnych i rozrodczych (Vimalkumar i in., 2022). Wielu
badaczy uzywato Hydry do oceny toksycznosci chemikaliow organicznych (BPA), metali
ciezkich, farmaceutykéw, nanomateriatéw i mikroplastikéw. Narazanie hydry indukuje
zaréwno u osobnikow dorostych jak we fragmentach podlegajgcych procesom regeneracii
tatwo obserwowalne zmiany (Hanana i in., 2022; Marchesano i in., 2015; Vimalkumar i in.,
2022). Jednak wykorzystanie procesu regeneracji hydry do wystarczajgco doktadnej
klasyfikacji substancji czynnych $rodkéw ochrony roslin pod wzgledem ich potencjalnego
negatywnego wptywu na proces rozwoju okazato niemozliwe. Obserwowane zmiany i
obliczane na podstawie zmian wspétczynniki nie pozwalajg wystarczajgco doktadnie
klasyfikowa¢ badanych zwigzkéw. Wydaje sie na podstawie przeprowadzonych testéw, ze
jej przydatnos¢ jako organizmu modelowego umozliwiajgcego predykcje w badaniach
toksycznosci rozwoju przedporodowego jest ograniczona. Obliczona dla hydry czutos¢ i
swoisto§¢ metody jest niska, szczegodlnie obliczona na podstawie wspétczynnika
toksycznosci TI(ECso), dla ktérego przekracza nieznacznie 0,5. Dla stosunkowo duzej
grupy zwigzkéw testy na hydrach nie klasyfikowaty prawidlowo badanego zwigzku.
Wykonane testy statystyczne nie wykazaty réznic pomiedzy wspoétczynnikami toksycznosci
Tl w poszczegolnych grupach, co jednoznacznie sugeruje matg wartos¢ hydry jako
organizmu modelowego w badaniach przesiewowych.

Danio pregowany jest szeroko stosowanym organizmem modelowym. Testy
screeningowe wykorzystujgce danio przyczynity sie do odkrycia nowych grup zwigzkow,
znalezienia nowych zastosowah i mozliwosci juz istniejgcych zwigzkoéw bioaktywnych, a
takze do okre$lenia ich mechanizméw dziatania (Rennekamp i in.,, 2015). Danio
wykorzystywano tez wielokrotnie do badan toksycznosci srodkéw ochrony roslin, takze w
badaniach dotyczgcych toksycznosci rozwojowej. Zmiany toksyczne i zaburzenia
rozwojowe, ktére obserwowano w trakcie oceny 36 prezentowanych substancji czynnych
Srodkow ochrony roslin, stwierdzano takze w innych w badaniach ré6znych srodkéw ochrony
roslin, jak np: 2,4-D (Gaaied i in., 2019), linuronu (Quintaneiro i in., 2016), azoxystrobiny,
pyraxystrobiny (Viera i in., 2021; Li i in., 2018), miedzi, propiconazolu (Wang i in., 2019a;
Souders i in., 2019), a takze srodkéw ochrony roslin pochodzenia naturalnego (Viera i in.,

2021: Melo i in., 2015) czy ekstraktow z ziot (Alafiatayo i in., 2019). Zmiany te stanowig
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bardzo dobry parametr koncowy umozliwiajgcy prawidtowag ocene toksycznego wptywu na
rozwijajgce sie embriony. Pomimo stosowania jedynie oceny mikroskopowej, czestotliwosc
wystepowania tych zmian jak i ich nasilenie pozwolity na prawidtowg ocene wszystkich
testowanych w grupie pierwszej substancji czynnych, jako silnych teratogenéw. Nalezy
podkreslic, ze jednym z ograniczen czutosci metody na embrionach byty techniczne
mozliwosci obserwacji wynikow. Obserwowane punkty kohcowe jak obrzeki, deformacje sg
powszechnie stosowane w innych badaniach. Podziat zmian w prezentowanych w pracy
wynikach, na zmiany ostre (obrzeki i stabsze bicie serca) oraz zmiany rozwojowe
(deformacije, skrzywienia itp.) jest podziatem wprowadzony na podstawie czestotliwosci
wystepowania tych zmian (zmiany ostre wystepowaty we wszystkich grupach) i ma na celu
tatwiejszg interpretacje wynikdéw. Obecnie wykorzystywanie zwierzat i badania skupiajg sie
na zaawansowanych technikach, ktérych bezsprzeczng zaletg jest duza czuto$¢ testéw
pozwalajgcych obserwowaé zmiany juz na poziomie komérkowym, molekularnym czy
genetycznym. Obrzeki, spadek czestotliwosci i kurczliwosci serca sg zmianami,
wnoszacymi wiele informacji na temat toksycznosci badanego czynnika, ale wymagajg
bardziej zawansowanej aparatury badawczej i odpowiedniego oprogramowania
umozliwiajgcego ich doktadna analize. Np. wielkos¢ obrzeku, ilosS¢ uderzen serca, jego
rozmiar, przeptyw krwi, czy aktywnos¢ ruchowg larw mozna w grupach narazanych
doktadnie analizowac i poréwnywaé do grupy kontrolnej. Wymaga to jednak zastosowania
odpowiedniej aparatury i oprogramowania (Zakaria i in., 2018). Poza stosowaniem oceny
wystgpienia lub braku wystgpienia wady mozna za pomocg odpowiednich pomiarow na
wykonywanych zdjeciach ocenia¢ ilosciowo obserwowane nieprawidtowosci morfologiczne
za pomocg takich parametrow jak ograniczony ruch, nieprawidtowe katy pomiedzy roznymi
czesciami ciata, wielko$¢ obrzekow (Nagel, 2002, (Shaikh i in., 2019). Prawidtowe serce
rozwijajgcego sie embrionu ma wielkos¢ okoto 313 mikrometrow. Narazany embrion moze
odpowiedzieC obrzekiem dochodzgcym do 500 mikrometréw, a narazanie w wyzszych
stezeniach moze doprowadzi¢ do obrzeku siegajgcego 624 mikrometréw. Uchwycenie tego
rodzaju réznic pomiedzy réznymi wielkosciami stezen wymaga mozliwosci pomiaru réznych
parametrow jak np. wielko$¢ serca czy woreczka osierdziowego lub zéitkowego (Khan i in.,
2019). Dodatkowo stosowane sg tez techniki barwienia embrionéw w celu uwidocznienia
réznych struktur ciata, co umozliwia rozszerzy¢ badanie o dodatkowe punkty koncowe.
Barwienie za pomocg oranzu akrydyny pozwala na wykrycie komérek apoptycznych w
zarodkach. Po przeprowadzeniu odpowiedniej procedury barwienia, dechorionacji, ptukania
i znieczulenia zarodkoéw, za pomocg odpowiedniego stereomikroskopu mozna zliczy¢
komorki apoptyczne, ktére uwidaczniajg sie w formie jasnych punktéw. Dodatkowo mozna

oceni¢ stopien intensywnosci fluorescencji obrazéw przy uzyciu odpowiedniego
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oprogramowania (Wang i in., 2019a; Wang i in., 2019b). Barwienie za pomocg oranzu
akrydyny pozwala uwidacznia¢ rézne struktury ciata i powstajgce w nich zmian, takie jak
oprocz wymienionej juz apoptozy komérek, zaburzenia angiogenezy, zatrzymanie cyklu
komérkowego i generowanie reaktywnych form tlenu na skutek stresu oksydacyjnego co
manifestuje sie skrzywieniami czy deformacjg ogona (Park i in., 2019).

Pomimo stosowania réznych wyrafinowanych i skomplikowanych metod
badawczych w testach na embrionach, testy sreeningowe na embrionach danio opierajg
sie na ocenie zmian anatomicznych jako koricowych punktach toksycznosci. Smiertelnosé
oceniana jest na podstawie koagulacji, znieksztatcenie somitéw, brak bicia serca i brak
oddzielenia ogona. Teratogennosé oceniana jest na podstawie nieprawidtowego rozwoju
oczu lub innych czesci ciata, obecnosci obrzekéw, braku spontanicznych ruchow,
nietypowej czestosci akcji serca, braku pigmentacji (Chahardehi i in., 2020)

Jednym z zatozen szybkich testow przesiewowych jest prostota ich wykonania,
maksymalne skrocenie czasu, tatwos¢ interpretacji i ograniczenie kosztéw (Caballero i in.,
2016). Proponowany system punktowy klasyfikacji zwigzkéw jest prébg spetnienia tych
zatozeh. Problemem jest odpowiedni dobor zwierzat modelowych. Kazdy system opierajgcy
sie na modelach in vivo posiada swoje wady i zalety (d’Amora i in., 2018, Chahardehi i in.,
2020), ktére nalezy rozwazyC i oceni¢ w praktyce. Hydra jako organizm modelowy nie
spetnit oczekiwan. Danio pregowany, pomimo stosowania bardzo prostej metody
obserwacji zmian metodg mikroskopowa, okazat sie wystarczajgco dobrym modelem, do
precyzyjnego scharakteryzowania zwigzkéw cechujgcych sie duzym potencjatem
embriotoksycznym, fetotoksycznym i teratogennym. Na pewno jednym z czynnikdw
poprawy czutosci i dokladnosci proponowanej metody jest poprawa technicznych
mozliwosci, ktore pozwalatyby na rozszerzenie obserwowanych punktow koncowych i
wprowadzenie dodatkowych parametrow punktowych dla ich oceny. Najwazniejszym
czynnikiem wptywajgcym na dokfadnosC jest zastgpienie hydry innym modelem
zwierzecych, o bardziej skomplikowanym niz hydra procesie rozwoju. Alternatywa dla hydry
mogg by¢ filogenetycznie nizsze od ssakow bezkregowce, np. muszka owocowa
Drosophila melanogaster lub kregowce, jak np. zaba szponiasta Xenopus laevis.

Muszka owocowa Drosophila melanogaster ze wzgledu na prosty i niedrogi system hodowli
jest odpowiednim modelem do tanich testow screeningowych. Najwazniejszg jej cechg jest
jej podobienstwo do rozwojowych szlakow kregowcow (Affleck i in., 2019). Cechuje ja
wysoki stopnieh homologii genetycznej w stosunku do ludzi. Owad ten przechodzi catkowitg
metamorfoze. Poszczegolne etapy embriogenezy i metamorfozy, mozna zidentyfikowaé na
podstawie cech morfologicznych i sg one rozpoznawalne pod mikroskopem $wietlnym

(Rand i in., 2014). Ze wzgledu na swoje zalety muszka owocowa jest stosowana, poza
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innymi, takze w badaniach toksycznosci rozwojowej i badaniach przesiewowych (Beamish
iin., 2021, Su 2019).

Zaba szponiasta Xenopus laevis byta szeroko wykorzystywana w przesztosci do
odkrywania mechanizméw rozwojowych w znacznym stopniu przyczynita sie do
zrozumienia podstawowych zasad rozwoju embriologicznego i biologicznego komorki, a
takze w badaniach gtéwnych szlakéw sygnatowych (Blum i in., 2015). Ciekawg cechg tego
gatunku sg wtasciwosci regeneracyjne (Kha i in. 2018). Najbardziej przydatng cechg tego
gatunku dla badan rozwojowych, odrdzniajgcg go od danio rerio, jest rozmiar jaj i zarodkéw
(Blum i in., 2015). Ponadto wykonywane w ostatnich latach badania dla toksycznosci
rozwojowej herbicyddw wykazaty duzg przydatno$é tego gatunku jako zwierzecia
modelowego (Bonfanti i in., 2017). Wyniki badan z uzyciem tego gatunku wykazaty r6zng
wrazliwos¢ roznych stadidw rozwojowych na ten sam czynnik, co pozwala powaznie
traktowa¢  hipoteze globalnego =zaniku ptazow spowodowanego wszechobecnym
skazeniem chemicznym (Babalola i in., 2018). Zmiany rozwojowe jakie powstajg w trakcie
narazania embriondéw zaby i ktére mozna oceni¢ przy uzyciu mikroskopu bardzo
przypominajg punkty koricowe przyjete dla oceny toksycznosci rozwojowej dla embriondw
danio (Babalola i in., 2021a; Babalola i in., 2021b).

Model zwierzecy w badaniach toksycznoéci rozwojowej jest modelem bardzo
skomplikowanym i stworzenie alternatywnej metody catkowicie eliminujgcej zwierzeta z
tego rodzaju badan dtugo nie bedzie jeszcze mozliwe, dlatego nalezy dazyé do
opracowania testow przesiewowych, ktore przynajmniej czesciowo bedg mogty ograniczaé
liczbe badan toksycznosci rozwoju przedporodowego wykonywanych na zwierzetach.
Embriony danio okazaty sie wystarczajgco doktadnym modelem do typowania silnych
teratogenow. Znalezienie, drugiego, odpowiedniego gatunku modelowego, moze pozwoli¢
na stworzenie wystarczajgco czutej i doktadnej metody. Proponowana metoda wydaje sie
by¢ potencjalnie dobrym kierunkiem poszukiwania alternatywnych metod dla testow

przesiewowych. Mozna jg tatwo rozbudowac, o nowe gatunki testowe i system punktowy.

18. WNIOSKI
Planowany zakres pracy zostat zrealizowany, a zlozone cele zostaty osiggniete.

Przedstawione wyniki pozwalajg jedynie na czesciowe potwierdzenie tez sformutowanych
przed przystgpieniem do pracy.
Na podstawie przedstawionych wynikéw sformutowano nastepujgce wnioski:
1. Niska czutos¢ i doktadnos$¢ testu na regeneracje z wykorzystaniem Hydra
attenuata nie pozwala na zastosowanie tego testu jako narzedzia

diagnostycznego w przesiewowym badaniu wilasnosci teratogennych
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zanieczyszczen. Hydra attenuata nie jest odpowiednim modelem dla testu
przesiewowego toksycznosci rozwojowe;j.

Zastosowanie prostych metod diagnostycznych w tescie toksycznosci
rozwojowej z embrionami Brachydanio rerio pozwala prawidtowo zakwalifikowaé
zwigzki o dziataniu emriotoksycznym, fetotoksycznym i teratogennym.

Silne teratogenny oraz zwigzki ktérych toksycznos$é¢ dla ptodéw wigze sie
z toksycznoscia matczyng cechuje mozliwos¢ wywotywania objawow
klinicznych u embrionéw danio w stezeniach wyraznie nizszych od stezen
powodujgcych smiertelnosc.

Dla wszystkich zwigzkéw okreslonych jako silne teratogeny stwierdzono
wystepowanie wad u embrionow, zatem parametr ten najlepiej roznicuje zwigzki
posiadajgce potencjat teratogenny od nieposiadajgcych takich wtasciwosci.
Wystepowanie wad u embriondéw jest parametrem, ktory najlepiej diagnozuje
wystepowanie wiasciwosci teratogennych badanych zwigzkow.

Embriony Brachydanio rerio mogg zosta¢ uznane za odpowiedni model
badawczy, ktory przy uzyciu prostych metod diagnostycznych wykazuje wysokg
swoisto$¢ wykazywania braku negatywnego wptywu na rozwdj dla zwigzkdw
nietoksycznych.

Opracowana ocena punktowa ma uniwersalny charakter i przy doborze
odpowiednio czutych modeli badawczych pozwala na szybka klasyfikacje

badanego zwigzku.

Poniewaz realizacja pracy doktorskiej pozwolita na uzyskanie cze$ciowo zadowalajgcych

efektow jesli chodzi o opracowanie szybkiego testu do przesiewowego badania, ktéry bytby

mozliwy do stosowania w laboratorium Srodowiskowym sformutowano dalsze mozliwe

kierunki badan:

1.

Zastgpienie Hydra attenuata innym modelem badawczym, o wiekszym stopniu
ztozonosci procesow rozwojowych.

Rozbudowanie oceny punktowej o dodatkowe parametry koncowe dla testéw na
embrionach Brachydanio rerio.

Poprawa czutosci i doktadnos$ci metod poprzez wprowadzenie odpowiednich
narzedzi do precyzyjnej oceny zmian morfologicznych.

Badania z wykorzystaniem matryc srodowiskowych.
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Tabela Z-1. Tiuram. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
16.11.2021 metoda
d - roznica Z - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
0,005855693 0,005855693 0 0 0
0,008783539 g 0,002927846 0 0 0
0,013175309 E 0,00439177 0 0 0
0,019762963 0,006587654 0 0,00 0 0
0,029644444 0,009881481 6 66,67 3 0,029644
0,044466667 0,014822222 9 100,00 75 0,111167
0,0667 0,022233333 9 9 0,2001
suma (zd) 03
lsuma/n 0.0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 0,0288
1/LC50 34,697
czas [h 96
16.11.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
0,005855693 0,005855693 0 0 0
0,008783539 g 0,002927846 0 0 )
0,013175309 5 0,00439177 0 0 )
0,019762963 0,006587654 2 22,22 1 0,006588
0,029644444 0,009881481 9 100,00 55 0,054348
0,044466667 0,014822222 9 9 0,1334
0,0667 0,022233333 9 9 0,2001
suma (z*d) 04
suma/n 0.0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,0229
1/LC50 43,718
czas [h 96
4.12.2021 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
warto$ci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z+d
0 - 0 -
0,005855693 0,005855693 0 0 0
0,008783539 E 0,002927846 0 0 0
0,013175309 ;E 0,00439177 0 0 0
0,019762963 0,006587654 0 0,00 0 0
0,029644444 0,009881481 4 44,44 2 0,019763
0,044466667 0,014822222 9 100,00 6,5 0,096344
0,0667 0,022233333 9 9 0,2001
suma (z*d) 03
lsuma/n 0,0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,0316
1/LC50 31,680
czas [h] 96
4.12.2021 metoda
d - roznica 2z - pofowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
0,005855693 0,005855693 0 0 0
0,008783539 g 0,002927846 0 0 0
0,013175309 E 0,00439177 0 0 0
0,019762963 0,006587654 0 0,00 0 0
0,029644444 0,009881481 6 66,67 3 0,029644
0,044466667 0,014822222 9 100,00 75 0,111167
0,0667 0,022233333 9 9 0,2001
suma (z*d) 03
suma/n 0,0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 0,0288
1/LC50 34,697
96h: Tiuram test | i test Il
wg Krabera
LC50 11/LC50 LC-0%(b)  {EC50 1/EC50
os 0,0288! 34,6969 0,0184; 0,0162 61,8653
REG 0,0229, 43,7181 0,0190 0,0094|  106,9194
OS/REG | 1,2600; 0,7937 0,9658; 1,7283 0,5786
Test Il 1,0952! 1,5625
Srednia O/R| 1,1776 1,6454,
Odchy! 0,1165 0,1172]
LC50 11/LC50 LC-0%(b)  {EC50 1/EC50
os 0,0316, 31,6798 0,0000 0,0152 65,5772
REG 0,0288° 34,6969 0,00001 0,0098  102,4644
OS/REG Il 1,0952 0,9130 1,5625 0,6400
Srednia OS 0,0302 0,0157
Odchy! 0,0019 0,0006
Srednia REG! 0,0258 0,0096
Odchy! 0,0042 0,0003

134

czas [h] 9%
16.11.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,005855693 0,005855693 9 9 0,052701
0,008783539 g 0,002927846 9 100,00 9 0,026351
0,013175309 E 0,00439177 7 77,78 8 0,035134
0,019762963 0,006587654 1 11,11 4 0,026351
0,020644444. 0,000881481 0 0,00 05 0,004941
0,044466667 0,014822222 0 0 0
0,0667 0,022233333 [} 0 0
suma (z*d) 01
sumain 00
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 0,0162
1/EC! 61,865
czas []] %6
16.11.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,005855693 0,005855693 9 100,00 9 0,052701
0,008783539 g 0,002927846 5 55,56 7 0,020495
0,013175309 E 0,00439177 0 0,00 25 0,010979
0,019762963 0,006587654 0 ]
0,029644444 0,009881481 0 4 [}
0,044466667 0,014822222 0 4 [}
0,0667 0,022233333 0 4 4
suma (z+d) 01
suma/n 00
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 0,0094
1/EC50 106,919
czas [h] %
4.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikéw  [9%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,005855693 0,005855693 9 9 0,052701
0,008783539 3 0002927846 9 100,00 9 0,026351
0,013175309 g 0,00439177 7 77,78 8 0,035134
0,019762963 0,006587654 0 0,00 35 0,023057
0,029644444 0,009881481 0 0 )
0,044466667 0,014822222 0 0 0
0,0667 0022233333 4 o 4
suma (z¢d) 01
suma/n 00
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,0152
1 EC50 65,577
czas[h 9%
4.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
[} - 9 - -
0,005855693 0,005855693 9 100,00 9 0,052701
0,008783539 3 0,002027846 6 66,67 75 0,021959
0,013175309 g 0,00430177 0 0,00 3 0013175
0,019762963 0,006587654 0 0 o
0,029644444 0,009881481 0 4 o
0,044466667 0,014822222 0 0 o
0,0667 0,022233333 0 ] 0
suma (z*d) 01
suman 00
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 0,0098
1/EC50 102,464
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Tabela Z-2. Propikonazol. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 9%
24.08.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/] stezen osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 0 -
0,438957476 0,438957476 0 0 0
0,658436214 % 0,219478738 0 0 0
0,987654321 < 0,329218107 0 0 0
1,481481481 049382716 0 0 0
2,222222222 0,740740741 0 0,00 0 0
3,333333333 1,111111111 9 100,00 45 5
5 1,666666667 9 9 15
suma (z2*d) 20,0
suman 22
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 278
1/1C50 0,360
czas ] %
24.08.2020 metoda
d - réznica 2z - pofowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwbch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%) dawkach z*d
] - 0 - -
0,438957476 0,438957476 0 0 ]
0,658436214 g 0,219478738 0 0 ]
0,987654321 E 0,329218107 0 0 ]
1,481481481 0,49382716 0 0,00 0 )
2,222222222 0,740740741 2 22,22 1 0,740741
3,333333333 1,111111111 9 100,00 55 6,111111
5 1,666666667 9 9 15
suma (z*d) 219
suma/n 24
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 2,57
1/LC50 0389
czas [h] 9%
15.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0 -
0,438957476 0,438957476 0 0 0
0,658436214 g 0,219478738 0 0 0
0,987654321 g 0,329218107 0 0 0
1,481481481 049382716 0 0 0
2,222222222 0,740740741 0 0,00 0 0
3,333333333 1,111111111 9 100,00 45 5
5 1,666666667 9 9 15
suma (z2*d) 20,0
suma/n 22
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 278
L1C! 0360 |
czas 96
15.09.2020 metoda
2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
4 - [} - -
0,438957476 0,438957476 [} 0 0
0,658436214 3 0,219478738 o 0 0
0,987654321 £ 0,329218107 [} 0,00 0 0
1,481481481 0,49382716 1 11,11 05 0246014
2,222222222 0,740740741 5 55,56 3 2,222222
3,333333333 1111111111 9 100,00 7 7777778
5 1,666666667 9 9 15
suma (z*d) 252
suma/n 28
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 2,19
1/1C50 0,456
96h: Propikonazol test i Il
wg Krabera
LC50 1/LC50 LC-0%(b)___|EC50 1/EC50
5 2,7778 0,360, 2,2222 1,8519 0,5400
REG 2,5720 0,3888; 1,6363 0517 0,9509
OS/REG | 1,0800 0,9259 1,3581] 1,7609! 0,5679
Test Il 1,2656] 1,6875
Srednia O/R 1,1728 1,7242!
0,1313 0,0519
LC50 [vLcso LC0%(b) _ |EC50 1/EC50
os 2,7778 0,0000 0,5400!
2,1948 0,0000 1,0974 0,9113
OS/REG Il 1,2656 #DZIEL/O! 1,6875! 0,5926
Srednia 0S 2,778 1,8519
0,0000 0,0000
Srednia TER 2,3834 1,0745
0,2667 0,0323

135

czas [h] %
24.08.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw | [%] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,438957476 0,438957476 9 9 3,950617
0,658436214 E 0,219478738 9 9 1,975309
0,987654321 g 0,320218107 9 9 2,962963
1,481481481 0,49382716 9 100,00 9 4,444444.
2,222222222 0,740740741 0 0,00 45 3,333333
3,333333333 1,111111111 ) 0 0
5 1,666666667 4 0 [}
suma (z¢d) 16,7
suma/n 19
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 1,85
1/ EC50 0,540
czas [h] 9%
24.08.2020 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w Zwierzat przy
po sobie peni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,438957476 0,438957476 9 9 3,950617
0,658436214 E 0,219478738 9 100,00 9 1,975309
0,987654321 E 0,329218107 5 55,56 7 2,304527
1,481481481 0,49382716 0 0,00 25 1,234568
2,222222222 0,740740741 ) 0
3,333333333 1,111111111 ] 0 0
5 1,666666667 4 [} 0
suma (z2*d) 95
suma/n 11
[EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 1,05
1/EC50 0951
czas [h] 96
15.00.2020 metoda
d - r6znica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 9 -
0,438957476 0,438957476 9 9 3,950617
0,658436214 3 0,219478738 9 9 1,975309
0,987654321 g 0,329218107 9 9 2,962963
1,481481481 0,49382716 9 100,00 9 4.444444
2,202222222 0,740740741 0 0,00 45 3,333333
3,333333333 1111111111 [ 0 0
5 1,666666667 0 0 0
suma (z*d) 16,7
suma/n 19
EC50 = LCmax -
1.85
1/EC50 0,540
czas [h] 9%
15.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l) stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,438957476 0,438957476 9 9 3,950617
0,658436214 E 0,219478738 9 100,00 9 1,975309
0,987654321 g 0,329218107 6 66,67 7.5 2,469136
1,481481481 0,49382716 0 0,00 3 1,481481
2222202222 0,740740741 0 0 0
3,333333333 1,111111111 4 0 0
5 1,666666667 0 0 0
suma (z*d) 29
suma/n 11
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 110
1/EC50 0911
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Tabela Z-3. Bromfenwinfos. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECso0raz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
2.03.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
0,087791495 0,087791495 0 0 0
0,131687243 E 0,043895748 0 0 0
0,197530864 g 0,065843621 [} 0 0
0,296296296 0,098765432 [} 0,00 [} 0
0,444444444 0,148148148 8 88,89 4 0,592593
0,666666667 0,222222222 9 100,00 85 1,888889
1 0,333333333 9 9 3
suma (z*d) 55
suma/n 06
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 039
1/1LC50 2,558
czas [h 9%
2.03.2020 metoda
d - rbznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
0,087791495 0,087791495 0 0 0
0,131687243 g 0,043895748 0 0,00 0 0
0,197530864 5 0,065843621 3 33,33 15 0,098765
0,296296296 0,098765432 7 77,78 5 0,493827
0,444444444 0,148148148 9 100,00 8 1,185185
0,666666667 0,222222222 9 9 2
1 0,333333333 9 9 3
suma (z*d) 68
suma/n 08
LCS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l) 025
/1C50 4,050
czas [h 9%
9.03.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0 -
0,087791495 0,087791495 0 0 0
0,131687243 g 0,043895748 0 0 0
0,197530864 g 0,065843621 0 0,00 0 0
0,296296296 0,098765432 5 55,56 25 0,246914
0,444444444 0,148148148 9 100,00 7 1,037037
0,666666667 0,222222222 9 9 2
1 0,333333333 9 9 3
suma (z2*d) 63
suma/n 07
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 030
1/1LC50 3,314
czas[h 9%
9.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
4 - [} - -
0,087791495 0,087791495 [} 0 4
0,131687243 3 0043895748 [} 0,00 0 4
0,197530864 § 0,065843621 9 100,00 45 0,296296
0,296206296 0,098765432 9 9 0,838889
0,444444444 0148148148 9 9 1,333333
0,666666667 0222222222 9 9 2
1 0,333333333 9 9 3
suma (z*d) 75
suma/n 08
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 016
1/1C50 6,075
96h: Bromfenuinfos Test | test I
wg Krabera
LC50 [1/Lcs50 LC-0%(b) __|EC50 1EC50
0s 0,1905/ 0,2743] 3,6450
REG 0,1241] 0,1524] 6,5610
OS/REG 1,5351] 1,8000 0,5556
Test Il 1,4423
Srednia OR | 1,7083| 1,6212
Odchyl 0,1768| 0,2529)
wg Krabera 96h: jnfos i
LC50 [1Lcs0 JLC-0%(b) __|EC50 |1/EC50
0,3018! 3,3136 0,0000] 0,2286/ 4,3740
0,1646 6,0750 0,0000; 0,1585/ 6,3087
1,8333 0,5455[ #DZIEL/O! | 1,4423 0,6933|
Srednia OS 0,3464 0,2515
Odchyl. 0,0630 0,0323
Srednia REG! 0,2058 0,1555
Odchyl. 0,0582 0,0043

136

czas [h] 9%
2.03.2020 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,087791495 0,087791495 9 9 0,790123
0,131687243 g 0,043895748 9 9 0,395062
0,197530864. g 0,065843621 9 100,00 9 0,592593
0,296296296 0,098765432 2 22,22 55 054321
0,444444444 0,148148148 0 0,00 1 0,148148
0,666666667 0,222222222 0 0 0
1 0,333333333 [} 0 0
suma (z*d) 25
sumain 03
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 027
1/E T = 645
2.03.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezent osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,087791495 0,087791495 9 100,00 9 0,790123
0,131687243 E 0,043895748 7 77,78 8 0,351166
0197530864 g 0,065843621 4 0,00 35 0,230453
0,206296296 0,098765432 4 0 0
0444444444 0,148148148 4 0 0
0,666666667 0222222222 0 0 0
1 0,333333333 0 0 0
suma (z2*d) 14
suma/n 0,2
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 015
1/EC50 6,561
czas [h] 9%
9.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
0,087791495 0,087791495 9 9 0,790123
0,131687243 3 0,043895748 9 100,00 9 0,395062
0,197530864 E 0,065843621 7 77,78 8 0,526749
0,296296296 0,098765432 4 0,00 35 0,345679
0,444444444 0,148148148 4 o 4
0,666666667 0222222222 0 0 0
1 0,333333333 0 0 ]
suma (zd) 21
suma/n 0,2
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 023
/ EC50 4,374
czash 9%
9.03.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,087791495 0,087791495 9 100,00 9 0,790123
0131687243 3 0,043895748 8 88,89 85 0373114
0,197530864 g 0,065843621 4 0,00 4 0,263374
0,296296296 0,098765432 0 0 0
0,444444444 0,148148148 0 0 0
0,666666667 0222222222 0 0 0
1 0,333333333 0 0 0
suma (z2*d) 14
suma/n 0,2
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 016
1/ EC50 6,309
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Tabela Z-4. Flusilazol. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECso0raz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] 96
9.10.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
0,263374486 0,263374486 0 0 0
0,395061728 E 0,131687243 0 0 0
0592592593 g 0,197530864 [} 0 0
0,838888389 0,296296296 [} [} 0
1,333333333 0,444444444 0 0,00 0 0
2 0,666666667 9 100,00 45 3
3 1 9 9 9
suma (z*d) 120
suma/n 13
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 1,6667
1/LC50 0,600
czas [h 9%
9.10.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
0,263374486 0,263374486 0 0 0
0,395061728 g 0,131687243 0 0 0
0,592592593 5 0,197530864 0 0,00 0 )
0,888888889 0,296296296 5 55,56 25 0,740741
1,333333333 0,444444444 9 100,00 7 3111111
2 0,666666667 9 9 6
3 1 9 9 9
suma (z*d) 189
suma/n 21
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l) 0,9053
1/1C50 1,105
czas [n] 96
18.08.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*+d
0 - 0
0,263374486 0,263374486 0 0 0
0,395061728 E 0,131687243 0 0 0
0592592593 g 0,197530864 [} 0 0
0,838888389 0,296296296 [} 0,00 [} 0
1,333333333 0,444444444 4 44,44 2 0,888889
2 0,666666667 9 100,00 6,5 4,333333
3 1 9 9 9
suma (z*d) 14,2
suma/n 16
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 1,4198
1/LC50 0704
czash 9%
18.08.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - [} - -
0,263374486 0,263374486 [} 0 4
0,395061728 3 0131687243 [} 0 4
0,592592593 § 0,197530864 o 0,00 0 4
0,883888389 0,296296296 5 55,56 25 0,740741
1,333333333 0,444444444 9 100,00 7 3111111
2 0,666666667 9 6
3 1 9 9 9
suma (z+d) 189
suma/n 21
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 09053
1/LC50 1,105
96h: Flusilazol test | i test Il
wg Krabera
LC50 11/LC50 LC-0%(b) 11/EC50
0s 1,6667 0,6000
REG 09053,  1,1045] ) 1979
OS/REG | 1,8409 0,5432 1,3973 0,7157
Test Il 1,5682 1,6875
Srednia O/R 1,7045: 1,5424,
Odchyl 0,1928/ 0,2052
LC50 11/LC50 LC-0%(b) __ [EC50 1/EC50 ]
0S 1,4198 0,7043 0,0000} 1,1111 0,9000|
0,9053 1,1045 0,0000 0,6584 1,5188|
OS/REG Il 1,5682 0,6377 i 1,6875 0,5926]
Srednia OS 1,5432 1,0219
Odchyl 0,1746 0,1261
Srednia REG 0,9053 0,6630
Odchyl 0,0000 0,0065

czas [h] 9%
9.10.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 g 0,131687243 9 100,00 9 1,185185
0,592592593 g 0,197530864 7 77,78 8 1,580247
0,838888839 0,296296296 6 66,67 65 1,925926
1,333333333 0,444444444, 0 0,00 3 1,333333
2 0,666666667 0 0 0
3 1 [} 0 0
suma (z*d) 8.4
sumain 09
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 0,9328
1/EC! 107
czas []] %6
9.10.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 100,00 9 2,37037
0,395061728 g 0,131687243 8 88,89 8,5 1,119342
0,592592593 E 0,197530864 7 77,78 75 1,481481
0,888888889 0,296296296 0 0,00 35 1,037037
1,333333333 0,444444444 0 0 0
2 0,666666667 0 4 [}
3 1 0 4 4
suma (z+d) 6.0
suma/n 07
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 067
1/EC50 1,498
czas [h] 9%
18.08.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 3 0,131687243 9 9 1,185185
0,592592593 E 0,197530864 9 9 1,777778
0,888888889 0,296296296 9 100,00 9 2,666667
1,333333333 0,444444444 4 0,00 45 2
2 0,666666667 0 0 0
3 1 0 0 ]
suma (z°d) 10,0
suma/n 11
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 11111
/ EC50 0,900
czas[h 9%
18.08.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw (%] dawkach z*d
B 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 2,37037
0,395061728 H 0,131687243 9 100,00 9 1,185185
0592592503 g 0,197530864 6 66,67 75 1,481481
0,883883889 0,296296296 0 0,00 3 0,883889
1,333333333 0,444444444 0 4 o
2 0,666666667 0 0 o
3 1 0 ] 0
suma (z*d) 59
suma/n 07
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 0,6584
1/EC50 1,519




Robert Sornat

,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata i Brachydanio

rerio ”

Tabela Z-5. 2,4-D. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] 9%
20.08.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow %] dawkach z*d
[ - 0 -
7,976284125 7,976284125 0 0 0
10,36916936 E 2,392885237 0 0 0
13,47992017 E 3,110750809 0 0 0
17,52389622 4,043976051 0 0 0
22,78106509 5,257168867 0 0,00 [} 0
29,61538462 6,834319527 9 100,00 45 30,75444
38,5 8,884615385 9 9 79,96154
suma (z*d) 110,7
sumaln 123
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 26,20
1/LC50 0,038
czas [h] 96
20.08.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
9 - [} - -
7,976284125 7,976284125 0 0 0
10,36916936 g 2,392885237 0 0 0
13,47992017 E 3,110750809 0 0,00 0 0
17,52389622 4,043976051 9 100,00 45 18,19789
22,78106509 5,257168867 9 9 47,31452
29,61538462 6,834319527 9 9 61,50888
38,5 8,884615385 9 9 79,96154
suma (z*d) 207,0
suma/n 23,0
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 15,50
/1C50 0,065
czas [h] 96
24.08.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 0 -
7,976284125 7,976284125 ] ] 0
10,36916936 B 2,392885237 0 0 o
13,47992017 g 3,110750809 4 4 [}
17,52389622 4,043976051 ] ] 0
22,78106509 5,257168867 0 0,00 0 0
29,61538462 6,834319527 9 100,00 45 30,75444
38,5 8,884615385 9 9 79,96154
suma (z*d) 1107
sumain 123
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 26,20
1/1C50 0,038
czas [h] 96
24.08.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
7,976284125 7,976284125 0 0 0
10,36916936 E 2,392885237 ] 0,00 0 0
13,47992017 E 3,110750809 2 22,22 1 3,110751
17,52389622 4,043976051 9 100,00 55 22,24187
22,78106509 5,257168867 9 9 47,31452
29,61538462 6,834319527 9 9 61,50888
38,5 8,884615385 9 9 79,96154
suma (z*d) 2141
suma/n 238
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 14,71
1/1C50 0,068

oS |
os |
Srednia
Odchyl.

2,4-D: Test | i test Il - Srednia

LC50

26,19822

EC50

17,0521 REG |

26,19822 16,13788 REG Il
26,19822 16,59499 Srednia

0 0,646448 Odchyl.

LC50
15,5019
14,7069
15,1044
0,56215
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EC50

czas [h] 9%
20.08.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 9 - -
7976284125 7976284125 9 9 71,78656
10,36916936 H 2,392885237 9 9 21,53597
13,47992017 g 3,110750809 9 100,00 9 27,99676
17,52389622 4,043976051 3 33,33 6 24,26386
22,78106509 5,257168867 0 0,00 15 7,885753
29,61538462 6,834319527 0 4 0
385 8,834615385 0 0 [
suma (zd) 1535
suma/n 17,1
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/1] 17,05
1/EC50 0,059
czas [h] 9%
20.08.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw %] dawkach z+d
0 - 9 -
7,976284125 7,976284125 9 9 71,78656
10,36916936 E 2,392885237 9 100,00 9 21,53597
13,47992017 E 3,110750809 0 0,00 4,5 13,99838
17,52389622 4,043976051 0 0 0
22,78106509 5,257168867 0 0 0
29,61538462 6,834319527 0 0 0
385 8,884615385 [} 4 4
suma (z*d) 1073
suma/n 119
[ECS0 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 11,92
1/EC50 0084 |
czash 9%
24.08.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w 2Zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [9%] dawkach z+d
0 - 9 -
7,976284125 7,976284125 9 9 71,78656
10,36916936 B 2,392885237 9 100,00 9 21,53597
13,47992017 g 3,110750809 8 88,89 85 26,44138
17,52389622 4,043976051 2 22,2 5 20,21988
22,78106509 5,257168867 0 0,00 1 5,257169
29,61538462 6,834319527 0 0 0
385 8,834615385 4 0 o
suma (z*d) 1452
suma/n 16.1
ECS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/1] 16,14
1 EC50 0,062
czas [h 9%
24,08.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
7,976284125 7,976284125 9 100,00 9 71,78656
10,36916936 g 2,392885237 0 0,00 45 10,76798
13,47992017 g 3,110750809 0 [} 0
17,52389622 4,043976051 0 o 4
22,78106509 5,257168867 0 o 0
29,61538462 6,834319527 0 o 4
385 8,884615385 0 o 0
suma (z*d) 82,6
suma/n 92
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 9,17
1/EC50 0109

11,9245 OS/REG |
9,1727 OS/REG I
10,5486 Srednia

1,945816 Odchyl.

LC50

1,6900
1,7814
1,7357
0,0646

EC50
1,4300
1,7593
1,5947
0,2329
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Tabela Z-6. MCPA. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
22.07.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/] stezerh osobnikow %] dawkach z+d
0 - 0
7,976284125 7,976284125 0 0 0
10,36916936 % 2,392885237 0 0 0
13,47992017 < 3,110750809 0 0 0
17,52389622 4,043976051 [} 0,00 [} 0
22,78106509 5,257168867 4 44,44 2 1051434
29,61538462 6,834319527 9 100,00 6,5 44,42308
38,5 8,884615385 9 9 79,96154
suma (zd) 1349
suman 150
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 2351
1/LC50 0,043
czas [h %
22.07.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
4 - [} - -
7,976284125 7976284125 o 0 4
10,36916936 3 2,392885237 [} 0,00 0 4
13,47992017 g 3,110750809 8 88,89 4 12,443
17,52389622 4,043976051 9 100,00 85 34,3738
22,78106509 5,257168867 9 9 47,31452
29,61538462 6,834319527 9 9 61,5088
38,5 8,884615385 9 9 79,96154
suma (z*d) 235,6
suma/n 262
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 12,32
o 1/LC50 0,081
20.07.2019 Tetota
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 0 - -
7,976284125 7,976284125 0 0 0
10,36916936 3 2,392885237 0 0 0
13,47992017 g 3,110750809 0 0 0
17,52389622 4,043976051 0 0,00 0 0
22,78106509 5,257168867 4 44,44 2 10,51434
29,61538462 6,834319527 9 100,00 6,5 44,42308
385 8,884615385 9 9 79,96154
suma (zd) 134,9
sumain 150
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 2351
1/LC50 0,043
czas [n] 9%
20.07.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z+d
[ - 0 - -
7,976284125 7,976284125 0 0 0
10,36916936 g 2,392885237 0 0,00 0 0
13,47992017 g 3,110750809 9 100,00 4,5 13,99838
17,52389622 4,043976051 9 9 36,39578
22,78106509 5257168367 9 9 47,31452
29,61538462 6,834319527 9 9 61,50883
385 8,884615385 9 9 79,96154
suma (z*d) 239,2
suma/n 26,6
LCS50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 11,92
1/1C50 0,084

oS |

oS |l
Srednia
Odchyl.

MCPA: Test iitest Il

LC50
23,51123
23,51123
23,51123

0

EC50

14,82618 REG |

13,51448 REG I
14,17033 Srednia
0,927512 Odchyl.

LC50
12,32203
11,92454
12,12329
0,281064
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czas [n] 9%
22.07.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z*d
[} - 9 - -
7,976284125 7,976284125 9 9 71,78656
10,36016036 % 2,392885237 9 100,00 9 2153507
13,47992017 M 3,110750809 4 44,44 6,5 20,21988
17,52389622 4,043976051 0 0,00 2 8,087952
22,78106509 5,257168867 0 0 [
20,61538462 6,834319527 0 0 0
38,5 8,884615385 0 0 0
suma (z*d) 1216
sumain 135
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 1351
1/ECt 0074
czas ] 9%
22.07.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2wierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezerh osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
7,976284125 7,976284125 9 100,00 9 71,78656
10,36916936 E 2,392885237 0 0,00 45 10,76798
13,47992017 E 3,110750809 0 0 0
17,52389622 4,043976051 0 0 0
22,78106509 5,257168867 0 0 0
29,61538462 6,834319527 0 0 )
385 8,884615385 [} 0 4
suma (z+d) 826
suma/n 92
ECS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 917
1/EC50 0109
czas [h] %
20.07.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg] stezeft osobnikéw | [%)] dawkach z+d
0 - 9 -
7976284125 7976284125 9 9 71,78656
10,36916936 E 2,392885237 9 100,00 9 21,53597
13,47992017 g 3,110750809 4 44,48 65 20,21988
17,52389622 4,043976051 0 0,00 2 8,087952
22,78106509 5,257168867 0 4 0
29,61538462 6,834319527 0 ) 0
385 8,834615385 0 4 0
suma (z*d) 121,6
lsuma/n 148
ECS50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 14,83
/ EC50 0,067
czas [h 9%
20.07.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwdch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw %] dawkach z+d
[ - 9 - -
7,976284125 7,976284125 9 100,00 9 71,78656
10,36916936 g 2,392885237 0 0,00 4,5 10,76798
13,47992017 g 3,110750809 0 0 0
17,52389622 4,043976051 [} 0 0
22,78106509 5,257168867 o 0 4
29,61538462 6,834319527 [} 0 0
385 8,884615385 o 0 0
suma (z*d) 82,6
suma/n 92
ECS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 917
1/EC50 0109

EC50

LC50

9,172727 OS/REG |
9,172727 OS/REG ||
9,172727 Srednia

0 Odchyl.

1,9081
1,9717
1,9399
0,0450

EC50
1,6163
1,4733
1,5448
0,1011
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Tabela Z-7. Karbendazym. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas[h] 9%
5.03.2020 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba. sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 0
0,005179602 0,005179602 0 0 0
0,007251443 3 0,002071841 0 0 0
0,01015202 g 0,002900577 0 0 [}
0,014212828 0,004060808 0 0 [
0,019897959 0,005685131 0 0,00 0 0
0,027857143 0,007959184 2 22,22 1 0,007959
0,039 0,011142857 9 100,00 55 0,061286
suma (z*d) .
suma/n 0,0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/! 0,0313
czas [ 96
5.03.2020 metoda—— - LC50 L83
d - roznica Z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z2+d
0 - 0 -
0,005179602 0,005179602 0 0 0
0,007251443 5 0,002071841 0 0 0
0,01015202 § 0,002900577 0 0,00 0 0
0014212828 0,004060808 6 66,67 3 0,012182
0,019897959 0,005685131 7 71,78 65 0,036953
0,027857143 0,007959184 9 100,00 8 0,063673
0,039 0,011142857 9 9 0,100286
suma (z*d) 02
suma/n 0,0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,0153
1/1C50 65,262
czas[n] 9%
16.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] wkach z+d
- 0 -
0,003423868 0,003423868 0 0 0
0,005135802 % 0,001711934 0 0 0
0,007703704 g 0,002567901 0 0,00 0 0
0,011555556 0,003851852 3 33,33 15 0,005778
0,017333333 0,005777778 4 44,44 35 0,020222
0,026 0,008666667 3 33,33 35 0,030333
0,039 0,013 9 100,00 6 0,078
suma (z*d) 01
sumain 00
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,0241
1/1C50 41,538
czas [h %
16.03.2020 metoda
d - roznica 2 - potowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow | [%] dawkach z+d
0 - 0 - -
0,003423868 0,003423868 0 0 0
0,005135802 3 0,001711934 0 0 0
0,007703704 g 0,002567901 0 0,00 0 0
0,011555556 0,003851852 5 55,56 25 0,00963
0,017333333 0,005777778 9 100,00 7 0,040444
0,026 0,008666667 9 9 0,078
0,039 0,013 9 9 0117
suma (z*d) 0,2
suma/n 0.0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0,0118
1/1LC50 84,965
96h: Karbendazym Test I test Il
wg Krabera
LC50 [1/LC50 [LC-0%(b) _ [EC50 VEC50
oS 0,0313| 31,9426 0,1905! 369532
IREG 10,0153 65,2623 0,1241)77770,0026 _386,1301
(OSIREG _2,0431] 0,4895 15351) 10,4492 0,0957
Test Il 2,0455} 10,2455
2,
Srednia O/R 2,0443} 10,3473
Odchyl 0,0017} 0,1440
wg Krabera 6h:K il
LC50 T1Lcs0 [Lc-0%(b) _ [EC50, VEC50
[eX 0,0241] 41,5385 0,000/ 0,0205 48,8688
REG 00118/ 84,9650 0,0000] 0,020 500,6868
OSIREG 2,0455] 0,4889) | 10,2455 0,0976
Srednia OS 0,0277 0,0238
Odchyl. 0,0051 0,0047
Srednia REG! 0,0135 0,0023
Odchyl. 0,0025 0,0004
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czas[h] %
5.03.2020 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,005179602 0,005179602 9 9 0,046616
0,007251443 g 0,002071841 9 9 0,018647
0,01015202 g 0,002900577 9 9 0,026105
0,014212828 0,004060808 9 9 0,036547
0,019897959 0,005685131 9 100,00 9 0,051166
0,027857143 0,007959184 3 33,33 6 0,047755
0,039 0,011142857 o 0,00 15 0,016714
suma (z*d) 02
sumain 00
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0,0271
1/EC! - — 36,953
5.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
- 9 100,00 - -
0,005179602 0,005179602 0 0,00 45 0,023308
0,007251443 H 0,002071841 0 4 o
0,01015202 g 0,002900577 0 4 o
0,014212828 0,004060808 0 0 o
0,019897959 0,005685131 0 4 0
0,027857143 0,007959184 0 0 o
0,039 0,011142857 0 ] 0
suma (z°d) 00
suma/n 0,0
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 0,0026
1/EC50 386,130
czas [h] 96
16.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
B 9 . -
0,003423868 0,003423868 9 9 0,030815
0,005135802 3 0001711934 9 9 0,015407
0,007703704 E 0,002567901 9 100,00 9 0,023111
0,011555556 0,003851852 6 66,67 75 0,028889
0,017333333 0005777778 5 55,56 55 0,031778
0,026 0,008666667 3 33,33 4 0,034667
0,039 0,013 ) 0,00 15 0,0195
suma (z°d) 02
suma/n 0.0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,0205
/ EC50 48,869
czas[h 9%
16.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 100,00 - -
0,003423868 0,003423868 1 11,11 5 0,017119
0,005135802 E 0,001711934 0 0,00 05 0,000856
0,007703704 E 0,002567901 ) 0 0
0,011555556 0,003851852 4 0 0
0017333333 0,005777778 4 0 0
0,026 0,008666667 4 0 0
0,039 0,013 0 0 0
suma (z2*d) 00
suma/n 00
ECS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 0,0020
1/EC50 500,687
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Tabela Z-8. Diuron. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
23.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stgzenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 0
3,072702332 3,072702332 0 0 0
4,609053498 3 1,536351166 [} [} 0
6,913580247 g 2,304526749 [} [} 0
10,37037037 3,456790123 [} [} 0
15,55555556 5,185185185 0 0,00 0 0
23,33333333 7777777778 2 22,22 1 7777778
35 11,66666667 9 100,00 55 64,16667
suma (z*d) 719
suma/n 80
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 27,01
1 0:037—
czas ] %
23.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 0 - -
3,072702332 3,072702332 0 o 0
4,609053498 3 1,536351166 0 [} 0
6,913580247 § 2,304526749 0 0,00 o 0
10,37037037 3456790123 2 2222 1 345679
15,55555556 5,185185185 9 100,00 55 28,51852
23,33333333 7777777778 9 9 7
35 11,66666667 9 9 105
suma (z*d) 207,0
suma/n 23,0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 12,00
/1LC50 0,083
czas [h] 9%
28.09.2020 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
warto$ci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | marwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 4 -
3,072702332 3,072702332 4 4 [}
4,609053498 E 1,536351166 [ [ 0
6,913580247 E 2,304526749 ] ] 0
10,37037037 3,456790123 ] 0 0
15,55555556 5,185185185 ] 0,00 ] 0
23,33333333 7777777778 3 33,33 15 11,6667
35 11,66666667 9 100,00 6 70
suma (z*d) 81,7
suma/n 91
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 25,93
1/LC50 0,039
czas [h] 9%
28,09.2020 metoda
d - réznica Z - potowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw  [%] dawkach z*d
[ - 0 - -
3,072702332 3,072702332 ] 0 0
4,609053498 E 1,536351166 ] 0 0
6,913580247 E 2,304526749 ] 0,00 0 0
10,37037037 3,456790123 4 44,44 2 6,91358
15,55555556 5,185185185 9 100,00 6,5 33,7037
23,33333333 7777777778 9 9 70
35 11,66666667 9 9 105
suma (z*d) 2156
suma/n 24,0
LCS0 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 11,04
1/1C50 0,091
96h: Diuron test | i test Il
wg Krabera
LC50 1/LC50 LC-0%(b) __|EC50 [1/ECS0
os 27,0062 0,0370] 17,1808| 19,4444/ 0,0514
REG 12,0027 00833 7,635 6,4015 0,1562
OS/REG | 2,250, 0,4444; 2,2500] 3,0375/ 0,3292
Test Il 2,3478] Z,QGOE{
Srednia O/R 2,2989 2,9990
Odchyl 0,0692! 0,0544]
LC50 [uLcso LC-0%(b) _ |EC50 |VEC50
oS 25,9250 0,0386: 0,0000! 18,0041 0,06!
REG 11,0425 0,0906 0,0000] 6,0814 0,16,
OS/REG II 2,3478] 0,42597 #DZIEL/O! | 2,9605] 0,34
Srednia OS 26,4660 18,7243
Odchyl 0,7638 1,0185
Srednia REG! 11,5226 6,2414
Odchyl 0,6790 0,2263
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czas [h] 9%
23,09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikow  [9%] dawkach z+d
0 - 9 - -
3,072702332 3,072702332 9 9 27,65432
4,609053498 3 1,536351166 9 9 13,82716
6,913580247 g 2,304526749 9 9 20,74074
10,37037037 3456790123 9 9 3111111
15,55555556 5,185185185 9 100,00 9 46,66667
23,33333333 7777777778 4 0,00 45 35
35 11,66666667 4 [} 4
suma (z*d) 175,0
suma/n 194
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 19.44
[ EC50 Tl = 0051 |
23.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwdch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw %] dawkach z*d
[ - 9 - -
3,072702332 3,072702332 9 9 27,65432
4,609053498 g 1,536351166 9 100,00 9 13,82716
6,913580247 E 2,304526749 2 22,22 55 12,6749
10,37037037 3,456790123 0 0,00 1 3,45679
15,55555556 5,185185185 0 0 0
23,33333333 7777777778 0 0 0
35 11,66666667 0 0 0
suma (z*d) 57,6
suma/n 6.4
EC50 = LCmax -
(suma’n) [mg/l] 6.40
1/EC50 0156
czas [h] 9%
28,09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 -
3072702332 3072702332 9 9 27,65432
4,600053498 3 1,536351166 9 9 13,82716
6,913580247 E 2,304526749 9 9 20,74074
10,37037037 3456790123 9 100,00 9 3111111
15,55555556 5,185185185 7 77,78 8 41,48148
23,33333333 7777777778 0 0,00 35 27,22222
35 11,66666667 0 0 )
suma (z°d) 162,0
suma/n 18,0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 18,00
/ EC50 0,056
czas [h 96
28.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*d
[ - 9 - -
3,072702332 3,072702332 9 9 27,65432
4,609053498 E 1,536351166 9 100,00 9 13,82716
6,913580247 E 2,304526749 1 11,11 5 11,52263
10,37037037 3,456790123 0 0,00 05 1,728395
15,55555556 5,185185185 0 0 0
23,33333333 7777777778 0 0 0
35 11,66666667 0 ] 0
suma (z*d) 54,7
suma/n 6.1
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 6,08
1/EC50 0164
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Tabela Z-9. Nitrofen. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] 9
17.08.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z2+d
0 - 0
0,263374486 0,263374486 0 0 0
0,395061728 3 0,131687243 0 0 0
0,592592593 E 0,197530864 0 0 0
0,888888889 0,296296296 0 0 0
1,333333333 0,444444444. 0 0,00 0 0
2 0,666666667 7 77,78 35 2,333333
3 1 9 100,00 8 8
suma (z*d) 10,3
suma/n 11
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 1,8519
1/1C50 0,540
czas [h] 96
17.08.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mgll] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
0,263374486 0,263374486 0 0 0
0,395061728 3 0,131687243 0 0,00 0 0
0,592592593 £ 0,197530864 1 11,11 0,5 0,098765
0,888888889 0,296296296 8 88,89 45 1,333333
1,333333333 0,444444444 9 100,00 85 3,777778
2 0,666666667 9 9 6
3 1 9 9 9
suma (z*d) 20,2
suma/n 22
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,7545
1/LC50 1,325
czas [n] 96
9.10.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 0
0,263374486 0,263374486 0 0 0
0,395061728 3 0,131687243 0 0 0
0,592592593 E 0,197530864 0 0 0
0,888888889 0,296296296 0 0 0
1,333333333 0,444444444 0 0,00 0 0
2 0,666666667 6 66,67 3 2
3 1 9 100,00 75 75
suma (z*d) 95
suma/n 11
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 1,9444
1/1C50 0,514
czas [h 3
9.10.2021 metoda
d - roznica z - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 0
0,263374486 0,263374486 0 0,00 0 0
0,395061728 3 0,131687243 3 33,33 15 0,197531
0,592592593 g 0,197530864 7 77,78 5 0,987654
0,888888889 0,296296296 8 88,89 75 2,222222
1,333333333 0,444444444 8 88,89 8 3,555556
2 0,666666667 9 100,00 85 5,666667
3 1 9 9 9
suma (z*d) 21,6
suma/n 24
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 0,5967
1/1C50 1,676
96h: Nitrofen test | i test Il
wg Krabera
LC50 [1/LC50 LC-0%(b) _|EC50 1/EC50
0os 1,8519] 0,5400 1,2488] 1,1111] 0,9000
REG 0,7545 3255 0,4384) 0,5213 1,9184
OS/REG | 2,4545; 0,4074; 2,8484] 2,1316] 0,469
Test Il 3,2586 2,6109
ir_gﬂﬂia-_o_lg 2,8566 2,3713
Odchyl 0,5686/ 0,3389)
LC50 1/LC50 LC-0%(b) __|EC50 [1/EC50
oS 1,9444 0,5143 0,0000; 194, 0,9529!
REG 0,5967 1,6759 0,0000 0,4019
OS/REG Il 3,2586 0,3069; 2,6109
Srednia OS 1,8981 1,0802
Odchy! 0,0655 0,0436
Srednia REG 0,6756 0,4616
Odchy! 0,1115 0,0844

czas [h] 9%
17.08.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 g 0,131687243 9 9 1,185185
0,592592593 g 0,197530864 9 9 1,777778
0,838888839 0,296296296 9 100,00 9 2,666667
1,333333333 0,444444444, 0 0,00 45 2
2 0,666666667 0 0 0
3 1 [} 0 0
suma (z*d) 10,0
suma/n 11
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 11111
1/EC! 0,900
czas []] %6
17.08.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 g 0,131687243 9 100,00 9 1,185185
0,592592593 E 0,197530864 1 11,11 5 0,987654
0,888888889 0,296296296 0 0,00 05 0,148148
1,333333333 0,444444444 0 0 0
2 0,666666667 0 [}
3 1 0 4 o
suma (z+d) 47
suma/n 05
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,5213
1/EC50 1,918
czas [h] 9%
9.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 3 0,131687243 9 9 1,185185
0,592592593 E 0,197530864 9 100,00 9 1,777778
0,888888889 0,296296296 6 66,67 75 2,222222
1,333333333 0,444444444 1 1,11 35 1,555556
2 0,666666667 0 0,00 05 0,333333
3 1 0 0 ]
suma (z°d) 94
suma/n 1,0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 1,0494
/ EC50 0,953
czas [h 96
9.10.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch |  Liczbaw 2wierzat przy
po sobie pefni dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z+d
[} - 9 100,00 - -
0,263374486 0,263374486 7 77,78 8 2,106996
0,395061728 H 0,131687243 3 33,33 5 0,658436
0,592592593 E 0,197530864 0 0,00 15 0,296296
0,888888889 0,296296296 0 ] 0
1,333333333 0,444444444 1 05 0,222222
2 0,666666667 0 05 0,333333
3 1 0 ) 0
suma (z*d) 36
suma/n 0.4
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 0,4019
1/EC50 2,488
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Tabela Z-10. Trichlorfon. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECso0raz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] 96
2.11.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 0
52,67489712 52,67489712 0 0 0
79,01234568 E 26,33744856 0 0 0
118,5185185 g 39,50617284 [} 0 0
177,7777778 59,25925926 [} 0,00 [} 0
266,6666667 88,88888889 3 33,33 15 133,3333
400 133,3333333 9 100,00 6 800
600 200 9 9 1800
suma (z*d) 27333
suma/n 3037
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 296.2963
1/LC50 0003
czas [n] 9%
2.11.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 0 - -
52,67489712 52,67489712 0 0,00 0 0
79,01234568 g 26,33744856 3 33,33 15 39,50617
118,5185185 g 39,50617284 7 77,78 5 197,5309
177,7777778 59,25925926 9 100,00 8 474,0741
266,6666667 88,83888389 9 9 800
400 133,3333333 9 9 1200
600 200 9 9 1800
suma (z*d) 4511,1
suma/n 501,2
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 98,7654
/1C50 0,010
czas [n 9%
16.11.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 0 -
52,67489712 52,67489712 0 0 0
79,01234568 g 26,33744856 0 0 0
118,5185185 g 3950617284 0 0 0
177,7777778 50,25025926 0 0 0
266,6666667 88,88888889 0 0,00 0 0
400 133,3333333 6 66,67 3 400
600 200 9 100,00 75 1500
suma (z*d) 1900,0
suma/n 2111
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 388,8889
1/LC50 0003
czas [n] 9%
16.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - [} -
52,67489712 52,67489712 0 0 4
79,01234568 3 26,33744856 [} 0,00 0 4
118,5185185 § 39,50617284 5 55,56 25 98,76543
177,7777778 59,25925926 7 77,78 6 355,5556
266,6666667 88,83888889 9 100,00 8 711,111
400 133,3333333 9 9 1200
600 200 9 9 1800
suma (z*d) 4165,4
suma/n 4628
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 137,1742
1/LC50 0,007
96h: Trichlorfon test | i test Il
wg Krabera
LC50 [1/LCs0 LC-0%(b) __|EC50 TUEC50
os 296,2963 0.0034] 184,1270] 115,563 0,0087]
REG 98,7654, 0,0101] 45,2464 1,4540 0,0163|
OS/REG | 3,0000] 0,3333 4,0694] 1,8750 0,5333]
Test 2,8350] 2,2535)
Srednia O/R| 2,9175 2,0643;
Odchyl 0,1167, 0,2677|
[1/L.C50 JLC-0%(b) _[EC50 [1/EC50 |
0s 0,0026{ 0,0000{ 117,0553 0,0085!
REG 137,1742 0,0073] 0,0000] 51,9433 0,0193]
OS/REG Il 2,8350] 0,3527} 2,2535 0,4438
Srednia 0S 342,5926 116,1408
Odchyl 65,4729 1,2033
Srednia REG[[1117,9698 56,6987
Odchyl 27,1501 6,7251
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czas [h] 9%
2.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 -
52,67489712 52,67489712 9 9 474,0741
79,01234568 3 26,33744856 9 100,00 9 237,037
118,5185185 E 39,50617284 3 33,33 6 237,037
177,7777778 50,25925926 0 0,00 15 88,88889
266,6666667 88,88888889 4 o 4
400 133,3333333 0 o 0
600 200 ) 0 )
suma (z°d) 1037,0
suma/n 1152
EC50 = LCmax -
’_@uma/n) [mg/) 115,2263
/ EC50 0,009
czash 9%
2.11.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 9 00,00 - -
52,67489712 52,67489712 8 88,89 8,5 447,7366
79,01234568 g 26,33744856 0 0,00 4 105,3498
118,5185185 E 39,50617284 0 0 0
177,7777778 59,25925926 0 ] 0
266,6666667 88,83888389 0 4 [}
400 133,3333333 0 4 [}
600 200 0 4 o
suma (z+d) 553,1
suma/n 615
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 61,4540
1/EC50 0,016
czas [h] 9%
16.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
52,67489712 52,67489712 9 100,00 9 474,0741
79,01234568 3 26,33744856 8 88,89 85 223,8683
118,5185185 E 39,50617284 4 44,44 6 237,037
177,7777778 59,25025926 4 0,00 2 118,5185
266,6666667 88,88888889 4 o 4
400 133,3333333 0 0 0
600 200 0 0 ]
suma (z°d) 10535
suma/n 1171
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 117,0553
/ EC50 0,009
czas [h] 9%
16.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 9 100,00 - -
52,67489712 52,67489712 5 55,56 7 368,7243
79,01234568 g 26,33744856 1 11,11 3 79,01235
118,5185185 E 39,50617284 0 0,00 05 19,75309
177,7777778 59,25925926 0 ) 0
266,6666667 88,88888889 0 ] 0
400 133,3333333 4 4 [}
600 200 0 4 o
suma (z+d) 467,5
suma/n 51,9
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 51,0433
1/EC50 0,019
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Tabela Z-11. Malation. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
25.08.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
warto§ci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
[] - 0 -
4,38957476 4,38957476 0 0 0
6,58436214 % 2,19478738 0 0 0
9,87654321 <z 3,29218107 ] 0,00 0 ]
14,81481481 4,938271605 1 11,11 0,5 2,469136
22,22222222 7,407407407 9 100,00 5 37,03704
33,33333333 11,11111111 9 9 100
50 16,66666667 9 9 150
suma (z*d) 289,5
suma/n 32,2
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 17,8326
1/LC50 0,056
czas [h 96
25.08.2020 metoda
d - réznica Z - potowa sumy
warto$ci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
4,38957476 4,38957476 0 0 0
6,58436214 3 2,19478738 0 0 0
9,87654321 g 3,29218107 0 0,00 0 0
14,81481481 4,938271605 4 44,44 2 9,876543
22,22222222 7,407407407 9 100,00 6,5 48,14815
33,33333333 11,11111111 9 9 100
50 16,66666667 9 150
suma (z*d) 308,0
suma/n 34,2
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 15,7750
1/LC50 0,063
czas [h] 96
8.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
4,38957476 4,38957476 0 0 0
6,58436214 % 2,19478738 0 0,00 0 0
9,87654321 <z 3,29218107 4 44,44 2 6,584362
14,81481481 4,938271605 3 33,33 35 17,28395
22,22222222 7,407407407 9 100,00 6 44,44444
33,33333333 11,11111111 9 9 100
50 16,66666667 9 9 150
suma (z*d) 318,3
suma/n 354
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 14,6319
1/1C50 0,068
czas [h 96
8.09.2020 metoda
d - réznica 2 - potowa sumy
warto$ci padlych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
4,38957476 4,38957476 0 0 0
6,58436214 g 2,19478738 0 0,00 0 0
9,87654321 g 3,29218107 2 22,22 1 3,292181
14,81481481 4,938271605 5 55,56 35 17,28395
22,22222222 7,407407407 9 100,00 7 51,85185
33,33333333 11,11111111 9 9 100
50 16,66666667 9 9 150
suma (z*d) 3224
suma/n 358
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 14,1747
1/LC50 0,071
96h: Malation Test I Il
wg Krabera
LC50 1/LC50 LC-0%(b) __|EC50 [1/EC50
0s 17,8326 0,0561] 11,6354 6
REG 15,7750 0,0634 9,6742
OS/REG | 1,1304 0,8846 1,2027]
Test Il 1,0323 1,1364]
Srednia O/R 1,0813 1,1334)
0,0694 0,0042
LC50 1LC50 {LC-0%(b)___|EC50 [/EC50
14,6319 0,0683! 0,0000 7,6208 0,1312
14,1747 0,0705] 0,0000} 6,7063 0,1491
1,0323; 0,96887 #DZIEL/0!_| 1,1364 0,8800)
$rednia OS 16,2323 7,7732
2,2633 0,2155
Srednia REG||14,9749 6,8587
1,1316 0,2155
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czas [n] 96
25.08.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | Liczba w 2wierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z2%d
0 - 9 - -
4,38957476 4,38957476 9 100,00 9 39,50617
6,58436214 2 2,19478738 8 83,89 85 18,65569
9,87654321 g 3,29218107 0 0,00 4 13,16872
14,81481481 4,938271605 0 0 0
22,22222222 7,407407407 0 0 0
33,33333333 11,11111111 0 0 0
50 16,66666667 0 0 0
suma (z*d) 7.3
suma/n 7.9
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 7,9256
1/ EC50 0,126
czas [h] 96
25.08.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 9 - -
4,38957476 4,38957476 9 100,00 9 39,50617
6,58436214 B 2,19478738 5 55,56 7 15,36351
9,87654321 g 3,29218107 0 0,00 25 8,230453
14,81481481 4,938271605 0 0 0
22,20222222 7,407407407 0 0 0
33,33333333 11,11111111 0 0 0
50 16,66666667 0 0 0
suma (z*d) 63,1
suma/n 7.0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 7,0111
1/EC50 0,143
czas [h] %6
8.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie pelni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 9 - -
4,38957476 4,38957476 9 100,00 9 39,50617
6,58436214 B 2,19478738 7 77,78 8 17,5583
9,87654321 E 3,29218107 0 0,00 35 11,52263
14,81481481 4,938271605 0 0 0
22,22222222 7,407407407 0 0 0
33,33333333 11,11111111 0 0 0
50 16,66666667 0 0 0
suma (z*d) 68,6
suma/n 7.6
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 7,6208
/ EC50 0,131
czas [h] 96
8.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikew  [%] dawkach z*d
0 - 9 - -
4,38957476 4,38957476 9 100,00 9 39,50617
6,58436214 3 2,19478738 4 44,44 65 14,26612
9,87654321 g 3,29218107 0 0,00 2 6,584362
14,81481481 4,938271605 0 0 0
22,20202222 7,407407407 0 0 0
33,33333333 11,11111111 0 0 0
50 16,66666667 0 0 0
suma (z*d) 60,4
suma/n 6,7
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 6,7063
1/EC50 0,149
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Tabela Z-12. Prochloraz. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

oS |
os |
Srednia
Odchyl.

czas [h] %
7.10.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow %] dawkach z*d
o - [} -
0,269329074 0,269329074 [} [} 4
0,350127797 E 0,080798722 0 0 0
0,455166136 g 0,105038339 0 0,00 0 0
0,591715976 0,136549841 7 71,78 35 0,477924
0,769230769 0,177514793 9 100,00 8 1,420118
1 0,230769231 9 9 2,076923
13 03 9 9 27
suma (z*d) 6,7
lsuma/n 0,7
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,56
1/LC50 1,791
czas [h 9%
7.10.2019 metoda
d - rbznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z*d
[ - 0 - -
0,269329074 0,269329074 0 0 0
0,350127797 g 0,080798722 0 0,00 0 ]
0,455166136 5 0,105038339 5 55,56 25 0,262596
0,591715976 0,136549841 9 100,00 7 0,955849
0,769230769 0177514793 9 9 1,507633
1 0,230769231 9 9 2,076923
13 03 9 9 27
suma (z*d) 7.6
suma/n 08
LCS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l) 0,46
1/1C50 2,191
15.10.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 0 - -
0,269320074 0,269320074 0 0 0
0,350127797 3 0,080798722 0 0 0
0,455166136 g 0,105038339 0 0 0
0,591715976 0,136549841 0 0,00 0 0
0,769230769 0,177514793 9 100,00 45 0,798817
1 0,230769231 9 9 2,076923
13 03 9 9 27
suma (z*d) 56
sumain 06
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 068
1/LC50 1,470
czas [h] %
15.10.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwoéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezerh osobnikow  [%) dawkach z+d
0 - [} - -
0,269329074 0,269329074 [} o 0
0,350127797 g 0,080798722 o 0 0
0,455166136 g 0,105038339 0 0,00 0 ]
0,591715976 0,136549841 7 71,78 35 0,477924
0,769230769 0,177514793 9 100,00 8 1,420118
1 0,230769231 9 9 2,076923
13 0,3 9 9 2,7
suma (z*d) 6,7
suma/n 0,7
LC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/l] 0.56
1/1LC50 1,791

Prochloraz:Test | i test Il
EC50

LC50
0,558337
0,680473
0,619405
0,086363

0,442912 REG |
0,450965 REG I
0,446938 Srednia
0,005694 Odchyl.

LC50
0,456333
0,558337
0,507335
0,072128
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EC50

LC50

0,381998 OS/REG |
0,320053 OS/REG Il
0,351026 Srednia
0,043802 Odchyl.

1,2235
1,2188
1,2211
0,0034

czas[h] 9%
7.10.2019 metoda
d - roznica Z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch |  Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,269320074. 0,269320074 9 9 2,423962
0,350127797 3 0,080798722 9 100,00 9 0,727189
0,455166136 g 0,105038339 0 0,00 4,5 0,472673
0,591715976 0,136549841 0 0 0
0,769230769 0,177514793 o 0 0
1 0,230769231 o 0 o
13 03 0 0 0
suma (z*d) 36
suma/n 04
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1) 044
1/EC50 2,258
7.10:2009 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwdch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw %] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,269329074 0,269329074 9 100,00 9 2,423962
0,350127797 E 0,080798722 7 77,78 8 0,64639
0,455166136 g 0,105038339 0 0,00 35 0367634
0,591715976 0,136549841 0 0 0
0,769230769 0177514793 0 0 0
1 0,230769231 o 0 0
13 03 0 0 0
suma (z+d) 34
suma/n 04
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,38
1/EC50 2,618
czas [h] 9%
15.10.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwach | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw  [9%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,269329074 0,269329074 9 9 2,423962
0,350127797 3 0,080798722 9 100,00 9 0,727189
0,455166136 g 0,105038339 0 0,00 45 0472673
0,591715976 0,136549841 0 0 )
0,769230769 0177514793 4 o 4
1 0,230769231 0 o 4
13 03 0 0 )
suma (zd) 36
suma/n 05
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 045
/ EC50 2,218
czas [h] 96
15.10.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | Liczbaw 2wierzat przy
po sobie pefni dwach po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
[} - 9 - -
0,269329074 0,269329074 9 100,00 9 2,423962
0350127797 H 0,080798722 1 11,11 5 0,403994
0,455166136 E 0,105038339 0 0,00 05 0,052519
0,591715976 0,136549841 0 ] 0
0,769230769 0,177514793 0 ] 0
1 0,230769231 0 ] 0
13 03 0 ) 0
suma (z*d) 2,9
suma/n 03
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 032
1/EC50 3,124

EC50
1,1595
1,4090
1,2842
0,1765
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Tabela Z-13. Bentazon. Test na hydra

czas [h] 9%
4.09.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
4,38957476 4,38957476 0 0 0
6,58436214 g 2,19478738 0 0 0
9,87654321 g 3,29218107 0 0 0
14,81481481 4,938271605 [} 0 0
22,22222222 7,407407407 0 0 0
33,33333333 11,11111111 0 0,00 0 0
50 16,66666667 9 100,00 45 75
suma (z*d) 75,0
suma/n 83
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 41,6667
1/1C50 0,024
czas [ 96
4.09.2021 metoda
d - rbznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
0 - 0 - -
4,38957476 4,38957476 0 0 0
6,58436214 g 2,19478738 0 0 0
9,87654321 5 3,29218107 0 0 )
14,81481481 4,938271605 0 0,00 0 )
22,22222222 7,407407407 3 33,33 15 11,11111
33,33333333 11,11111111 5 55,56 4 4444444
50 16,66666667 9 100,00 7 116,6667
suma (z*d) 172,2
suma/n 191
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/] 30,8642
1/1C50 0,032
czas [h] 96
4.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 0 -
4,38957476 4,38957476 0 0 0
6,58436214 3 2,19478738 0 0 0
9,87654321 g 3,29218107 0 0 0
14,81481481 4,938271605 0 0 0
22,22222222 7,407407407 0 0,00 0 0
33,33333333 11,11111111 7 77,78 35 38,88889
50 16,66666667 9 100,00 8 133,3333
suma (z*d) 172,2
suma/n 191
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/] 30,8642
1/1C50 0,032
czas [h] 9%6
4.10.2021 metoda
d - réznica 2z - pofowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwach po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
] - 0 -
4,38957476 4,38957476 0 0 0
6,58436214 g 2,19478738 0 0 0
9,87654321 E 3,29218107 0 0 0
14,81481481 4,938271605 0 0 0
22,22222222 7,407407407 0 0,00 0 0
33,33333333 11,11111111 9 100,00 4,5 50
50 16,66666667 9 9 150
suma (z*d) 200,0
suma/n 222
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 27,7718
1/1C50 0,0:
96h: Bentazon test | test I
wg Krabera
LC-0%(b) __[EC50 [1EC50
os 33,3333 23,6626 0,0423;
REG 13,0171 12,4981 0,0800!
OS/REG | 2,5607 1,8033] 10,5282
Test Il 1,1111] 1,5306]
Srednia O/R| 1,2306 1,7120
Odchyl 0,1689) 0,2565/
LC50 J1/Lcso LC-0%(b) _|EC50 [1/ECB0
os 30,8642 0,0324; 0,0000 25,7202 0,0389!
REG 27,7778 0,0360; 0,0000 16,8038 0,0595;
OS/REG Il 1,1111 0,9000; 1,5306 0,6533]
Srednia OS 36,2654 24,6914
Odchyl 7,6385 1,4550
Srednia REG 29,3210 14,6510
Odchyl 2,1824 3,0446
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ch. Wyniki dla wartosci LCsoi ECso oraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 9%
4.09.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 9 - -
4,38957476 4,38957476 9 9 39,50617
6,58436214 3 2,19478738 9 9 19,75309
9,87654321 g 3,20218107 9 9 29,62063
14,81481481 4,938271605 9 100,00 9 44,44444
22,22222222 7,407407407 5 55,56 7 51,85185
33,33333333 11,11111111 4 0,00 25 27,77778
50 16,66666667 4 0 0
suma (z+d) 213,0
suma/n 23,7
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 23,6626
1 EC50 0,042
czash 9%
4.09.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l) stezert osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
4,38957476 4,38957476 9 100,00 9 39,50617
6,58436214 g 2,19478738 8 88,89 8,5 18,65569
9,87654321 E 3,29218107 7 77,78 75 24,69136
14,81481481 4,938271605 2 22,22 45 22,22222
22,22202222 7,407407407 0 0,00 1 7,407407
33,33333333 11,11111111 0 4 o
50 16,66666667 0 4 0
suma (z+d) 1125
suma/n 125
EC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/l] 12,4981
1/EC50 0,080
czas [h] 9%
4.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwach | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw | [9%] dawkach z+d
0 - 9 -
4,38957476 4,38057476 9 9 39,50617
6,58436214 3 2,19478738 9 9 19,75309
9,87654321 g 3,29218107 9 9 20,62063
14,81481481 4,938271605 9 100,00 9 44.44444
22,22222222 7,407407407 7 77,78 8 59,25026
33,33333333 11,11111111 0 0,00 35 38,88889
50 16,66666667 0 0 0
suma (z°d) 2315
suma/n 25,7
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 25,7202
/ EC50 0,039
czas [h] 96
4.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch |  Liczbaw 2wierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z+d
0 - 9 -
4,38957476 4,38957476 9 9 39,50617
6,58436214 g 2,19478738 9 100,00 9 19,75309
9,87654321 E 3,29218107 6 66,67 75 24,69136
14,81481481 4,938271605 4 44,44 5 24,69136
22,22222222 7,407407407 3 33,33 35 25,92593
33,33333333 11,11111111 0 0,00 15 16,66667
50 16,66666667 0 4 o
suma (z+d) 1512
suma/n 16.8
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 16,8038
1/EC50 0,060
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Tabela Z-14. Glifosat. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
9.09.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezerh osobnikow %] dawkach z+d
0 - 0
8,77914952 8,77914952 0 0 0
13,16872428 % 4,38957476 0 0 0
19,75308642 M 6,58436214 0 0,00 0 0
20,62962963 9,87654321 8 88,89 4 39,50617
44,44444444, 14,81481481 9 100,00 85 125,9259
66,66666667 22,22222222 9 9 200
100 33,33333333 9 9 300
suma (z*d) 665,4
suman 73,9
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 26,06
1/1C50 0,038
czas [h 9%
9.09.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
8,77914952 8,77914952 0 0 0
13,16872428 g 4,38957476 0 0,00 0 )
19,75308642 5 6,58436214 3 33,33 15 9,876543
29,62962963 9,87654321 9 100,00 6 59,25026
44,44444444 14,81481481 9 9 133,3333
66,66666667 22,22022022 9 9 200
100 33,33333333 9 9 300
suma (z*d) 702,5
suma/n 78,1
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 21,95
1/1C50 0,046
czas [h] 96
6.04.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwech przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*+d
0 - 0 -
8,77914952 8,77914952 0 0 0
13,16872428 g 4,38957476 0 0 0
19,75308642 g 6,58436214 [} 0,00 0 0
29,62962963 9,87654321 9 100,00 45 44,4444
44,44444444 14,81481481 9 9 133,3333
66,66666667 22,22222222 9 9 200
100 33,33333333 9 9 300
suma (zd) 677.8
suma/n 753
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 24,69
czas[h 9%
1/ LCS! 0,041
6.04.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
warto$ci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%) dawkach z*d
[ - [} - -
8,77914952 8,77914952 0 0 ]
13,16872428 g 4,38957476 0 0,00 0 ]
19,75308642 E 6,58436214 6 66,67 3 19,75309
29,62962963 9,87654321 9 100,00 75 74,07407
44,44444444 14,81481481 9 9 133,3333
66,66666667 22,22222222 9 9 200
100 33,33333333 9 9 300
suma (z*d) 7272
suma/n 808
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 19,20
1/1C50 0,052 |
96h: Glifosat Test | i test Il
wg Krabera
LC50 ULC50 LC-0%(b) __|EC50 [VECS0
oS 26,0631 0,0384; 19,0090] 22,8624
REG 21,9479 0,0456! 13,6390 13,4126
OS/REG | 1,1875 0,8421; 1,3037} 1,7045
Test Il 1,2857] 1,6250]
| |
Srednia O/R 1,2366/ 1,6648]
Odchyl 0,0694] 0,0562
LC50 1LCE0 LC0%(b)  |EC50 |vEcso ]
0s 24,6914 0,0405;
REG 19,2044 0,0521;
OS/REG Il 1,2857 0,7778!
Srednia OS 25,3772 23,3196
Odchyl 0,9700 0,6466
Srednia REG 20,5761 14,0223
Odchyl 1,9399 0,8622
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czas[h] 9%
9.09.2019 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
8,77914952 8,77914952 9 9 79,01235
13,16872428 g 4,38957476 9 100,00 9 39,50617
10,75308642 g 6,58436214 7 77,78 8 52,6749
29,62962963 9,87654321 o 0,00 35 34,5679
44,44444444, 14,81481481 0 0 0
66,66666667 22,22222222 0 0 0
100 33,33333333 [} 0 0
suma (z*d) 2058
suma/n 22,9
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 22,86
1/EC50 0,044
czas [h] 96
9.09.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie peini dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
[ - 9 - -
8,77914952 8,77914952 9 100,00 9 79,01235
13,16872428 E 4,38957476 4 44,44 6,5 28,53224
19,75308642 E 6,58436214 0 0,00 2 13,16872
29,62962963 9,87654321 0 0 0
44,44444444 14,81481481 0 0 0
66,66666667 22,22222222 0 0 0
100 33,33333333 0 ] 0
suma (z*d) 120,7
suma/n 134
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 1341
1/EC50 0,075
czas [h] 9%
6.04.2020 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/] stezef osobnikéw  [%] dawkach z+d
[} - 9 -
8,77914952 8,77914952 9 9 79,01235
13,16872428 3 4,38057476 9 100,00 9 39,50617
19,75308642 ;\E 6,58436214 8 88,89 8,5 55,96708
29,62962963 9,87654321 4 0,00 4 39,50617
44,44444444 14,81481481 4 o 4
66,66666667 22,22022222 0 [ 0
100 33,33333333 0 0 )
suma (z°d) 2140
suma/n 238
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 23,78
/ EC50 0,042
czas|[h 96
6.04.2020 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z+d
[ - 9 - -
8,77914952 8,77914952 9 100,00 9 79,01235
13,16872428 5 4,38957476 6 66,67 7.5 32,2181
19,75308642 E 6,58436214 0 0,00 3 19,75309
29,62962963 9,87654321 0 ] 0
44,44444444 14,81481481 0 0 0
66,66666667 22,22222222 0 0 0
100 33,33333333 0 ) 0
suma (z*d) 131,7
suma/n 14,6
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 14,63
1/EC50 0,068
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Tabela Z-15. Metrybuzyna. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 9%
27.07.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
21,9478738 21,9478738 0 0 0
32,9218107 g 10,9739369 0 0 0
49,38271605 g 16,46090535 0 0 0
74,07407407 24,69135802 [} 0 0
111,1111111 37,03703704 0 0,00 0 0
166,6666667 55,55555556 9 100,00 45 250
250 83,33333333 9 9 750
suma (z*d) 1000,0
suma/n 1111
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 138,8889
1/1C50 0,007
czas [ 96
27.07.2021 metoda
d - rbznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
0 - 0 - -
21,9478738 21,9478738 0 0 0
32,9218107 g 10,9739369 0 0 0
49,38271605 5 16,46090535 0 0 )
74,07407407 24,69135802 0 0,00 0 )
111,1111111 37,03703704 7 77,78 35 129,6296
166,6666667 55,55555556 9 100,00 8 444,4444
250 83,33333333 9 9 750
suma (z*d) 13241
suma/n 147,1
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/] 102,8807
1/1C50 0,010
czas [h 9%
18.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezerh osobnikow %] dawkach z*d
0 - 0 -
21,9478738 21,9478738 0 0 0
32,9218107 % 10,9739369 0 0 0
49,38271605 M 16,46090535 0 0 0
74,07407407 24,69135802 0 0 0
111,1111111 37,03703704 0 0,00 0 0
166,6666667 55,55555556 9 100,00 45 250
250 83,33333333 9 9 750
suma (z*d) 1000,0
sumain 11,1
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 138,8889
1/1LC50 0,007
czas [h 9%
18.11.2021 metoda
d - roznica z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 -
21,9478738 21,9478738 [} 0 0
32,9218107 3 10,9739369 0 [ 0
49,38271605 § 16,46090535 0 0 0
74,07407407 24,60135802 0 0,00 0 0
111,1111111 37,03703704 4 44,44 2 74,07407
166,6666667 55,55555556 9 100,00 65 361,1111
250 83,33333333 9 9 750
suma (z*d) 1185,2
suma/n 131,7
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 118,3128
1/LC50 0,008
96h: Metrybuzyna test | i test Il
wg Krabera
LC50 1/LC50 LC-0%(b) __|EC50 [/ECS0
os 138,8889 0,0072;
REG 102,8807 0,00
OS/REG | 1,3500 0,74
Test Il 1,1739 1,0274)
Srednia O/R| 1,2620. 1,1737
Odchyl 1245 0,2069)
LC50 [LCs0 LC-0%(b) _ |EC50 [1/EC50
os 138,8889 0,0072] 0,0000 85,7339 0,0117
REG 118,3128 0,0085; 0,0000 83,4476 0,0120;
OS/REG Il 1,1739 0,8519! 1,0274] 0,9733!
Srednia OS 138,8889 80,5898
Odchyl 0,0000 7,2748
Srednia REG| 110,5967 70,3018
Odchyl 10,9121 18,5911
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czas [h] 9%
27.07.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
21,9478738 21,9478738 9 9 197,5309
32,9218107 g 10,9739369 9 9 98,76543
49,38271605 g 16,46090535 9 100,00 9 148,1481
74,07407407 24,69135802 4 44,44 65 160,4938
111,1111111 37,03703704 0 0,00 2 74,07407
166,6666667 55,55655556 0 0 0
250 83,33333333 [} 0 0
suma (z*d) 679.0
suma/n 75,4
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 75,4458
1/EC! 0013
czas ]| %
27.07.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow %] dawkach z*d
0 - 9 -
21,9478738 21,9478738 9 197,5309
32,9218107 g 10,9739369 9 100,00 9 98,76543
49,38271605 E 16,46090535 4 44,44 6,5 106,9959
74,07407407 24,69135802 2 22,22 3 74,07407
111,1111111 37,03703704 0 0,00 1 37,03704
166,6666667 55,55555556 4 4 [}
250 83,33333333 0 4 o
suma (z*d) 5144
suma/n 57.2
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 57,1559
1/EC50 0,017
czas [h] 9%
18.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
21,9478738 21,0478738 9 9 197,5309
32,9218107 3 10,9739369 9 9 98,76543
49,38271605 E 16,46090535 9 100,00 9 148,1481
74,07407407 24,60135802 7 77,78 8 197,5309
111,1111111 37,03703704 4 0,00 35 129,6296
166,6666667 55,55555556 0 0 0
250 83,33333333 0 0 ]
suma (zd) 7716
suma/n 85,7
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 85,7339
/ EC50 0,012
czas[h 9%
18.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw (%] dawkach z*d
B 9 - -
21,0478738 21,0478738 9 9 197,5309
32,9218107 H 10,9739369 9 100,00 9 98,76543
49,38271605 g 16,46090535 8 88,89 85 139,9177
74,07407407 24,69135802 7 77,78 75 185,1852
111,1111111 37,03703704 0 0,00 35 129,6296
166,6666667 55,55555556 0 0 o
250 83,33333333 0 ] 0
suma (z*d) 751,0
suma/n 834
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 83,4476
1/EC50 0,012
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Tabela Z-16. Linuron. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] 9%
9.09.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
0 - ] -
10,35881055 10,35881055 0 0 0
13,46645372 % 3,107643165 0 0 0
17,50638983 <z 4,039936115 ] 0,00 0 ]
22,75830678 5,25191695 9 100,00 45 23,63363
29,58579882 6,827492035 9 9 61,44743
38,46153846 8,875739645 9 9 79,88166
50 11,53846154 9 9 103,8462
suma (z*d) 268,8
sumaln 29,9
LC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/1] 20,13
1/LC50 0,050
czas [h] 9%
9.09.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwbch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - [ - -
10,35881055 10,35881055 ] 0 0
13,46645372 g 3,107643165 ] 0,00 0 0
17,50638983 E 4,039936115 9 100,00 4,5 18,17971
22,75830678 5,25191695 9 9 47,26725
29,58579882 6,827492035 9 9 61,44743
38,46153846 8,875739645 9 9 79,88166
50 11,53846154 9 9 103,8462
suma (z*d) 3106
suma/n 345
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 15,49
1/1C50 0,065 |
czas [n] 96
24.10.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 -
10,35881055 10,35881055 0 0 0
13,46645372 g 3,107643165 0 0 0
17,50638983 £ 4,039936115 0 0,00 0 0
22,75830678 5,25191695 3 33,33 15 7,877875
29,58579882 6,827492035 9 100,00 3 40,96495
38,46153846 8,875739645 9 9 79,88166
50 11,53846154 9 9 103,8462
suma (z*d) 2326
sumain 258
LCS50 = LCmax -
(sumarn) [mg/1] 24,16
1/LC50 0,041
czas [h] 9%
24.10.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 0 - -
10,35881055 10,35881055 4 0 0
13,46645372 3 3,107643165 4 0,00 0 0
17,50638983 £ 4,039936115 4 44,44 2 8,079872
22,75830678 5,25191695 9 100,00 65 34,13746
29,58579882 6,827492035 9 9 61,44743
38,46153846 8,875739645 9 9 79,88166
50 11,53846154 9 9 103,8462
suma (z*d) 287,4
suma/n 319
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 18,07
1/1C50 0,055

oS |
(ORH[!
Srednia
Odchyl.

Linuron: Test | i test Il
EC50

LC50

20,13235
24,15882
22,14558
2,847144

18,18662 REG |
19,09992 REG I
18,64327 Srednia
0,645802 Odchyl.

LC50
15,48642
18,06749
16,77696
1,825092
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czas[h] 9%
9.09.2019 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
o B - .
10,35881055 10,35881055 9 100,00 9 93,22929
13,46645372 g 3,107643165 7 77,78 8 24,86115
17,50638983 g 4,039936115 2 22,22 45 18,17971
22,75830678 5,25191695 o 0,00 1 5,251917
29,58579882 6,827492035 0 0 0
38,46153846 8,875739645 0 0 0
50 1153846154 [} 0 0
suma (z*d) 1415
suma/n 15,7
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 16,16
1/EC50 0062 |
czas [A] 96
9.09.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw %] dawkach z+d
[ - 9 - -
10,35881055 10,35881055 9 100,00 9 93,22029
13,46645372 E 3,107643165 5 55,56 7 21,7535
17,50638983 E 4,039936115 0 0,00 25 10,09984
22,75830678 5,25191695 0 0 0
29,58579882 6,827492035 0 0 0
38,46153846 8,875739645 0 0 0
50 11,53846154 0 0 0
suma (z*d) 1251
suma/n 139
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 12,35
1/EC50 0,081
czas [n] 9%
24.10.2019 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w Zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/] stezef osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 9 - -
10,35881055 10,35881055 9 100,00 9 93,22029
13,46645372 z 3,107643165 3 33,33 6 18,64586
17,50638983 g 4,030936115 1 11,11 2 8,079872
22,75830678 5,25191695 0 0,00 05 2,625958
29,58579882 6,827492035 0 4 0
38,46153846 8,875730645 0 4 0
50 11,53846154 0 0 0
suma (z*d) 1226
suma/n 136
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 14,62
/ EC50 0,068
czas [h 9%
24.10.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwdch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow (%] dawkach z*d
0 - 9 - -
10,35881055 10,35881055 9 100,00 9 93,22929
13,46645372 g 3,107643165 8 88,89 85 26,41497
17,50638983 g 4,039936115 0 0,00 4 16,15974
22,75830678 5,25191695 0 0 4
29,58579882 6,827492035 0 0 4
38,46153846 8,875739645 0 0 0
50 11,53846154 0 0 4
suma (z*d) 135,8
suma/n 151
ECS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 11,54
1/EC50 0,087

EC50

LC50

13,89807 OS/REG |

15,08933 OS/REG Il 1,337143
14,4937 Srednia
0,84235 Odchyl.

EC50

1
1

13

1,318571
0,026264

0

, 308571
,265789
1,28718
,030251
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Tabela Z-17.Tlenochlorek miedzi. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i
TI(ECso).

czas [h] 96
10.02.2020 metoda
2 - polowa sumy
padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 0 -
0,263374486 0,263374486 [ [ 0
0,395061728 3 0,131687243 [} [} 0
0,592592593 E 0,197530864 0 0,00 0 0
0,888888889 0,296296296 2 22,22 1 0,296296
1,333333333 0,444444444 3 33,33 25 1,111111
2 0,666666667 9 100,00 6 4
3 1 9 9 9
suma (z*d) 14,4
suma/n 16
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 1,40
1/LC50 0715
czas [h] %
10.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - [ - -
0,263374486 0,263374486 o 0 0
0,395061728 g 0,131687243 [ 0 0
0,592592593 E 0,197530864 0 0 0
0,888888889 0,296296296 0 0,00 0 0
1,333333333 0,444444444 9 100,00 45 2
2 0,666666667 9 9 6
3 1 9 9 9
suma (z*d) 17,0
suma/n 19
LC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/1] 111
1/1C50 0,900
czas [h] %
18.02.2020 metoda
d - réznica z - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow %] dawkach z*d
R o -
0,263374486 0,263374486 [ [} 0
0,395061728 E 0,131687243 0 0 [
0,592592593 ;E 0,197530864 0 0,00 0 0
0,888888889 0,296296296 1 11,11 05 0,148148
1,333333333 0,444444444 1 11,11 1 0,444444
2 0,666666667 9 100,00 5 3333333
3 1 9 9 9
suma (z*d) 129
suma/n 14
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 1,56
1/LC50 0,639
czas [h] %
18.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%) dawkach z+d
0 - [ - -
0,263374486 0,263374486 0 0 0
0,395061728 g 0,131687243 0 0 0
0,592592593 E 0,197530864 0 0 0
0,888888889 0,296296296 0 0,00 0 0
1,333333333 0,444444444 9 100,00 45 2
2 0,666666667 9 9 6
3 1 9 9 9
suma (z*d) 17,0
lsuma/n 19
LC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/1] 111
1/1C50 0,900
96h: Tlenochlorek miedzi Test 1i test Il
wg Krabera
LC50 1/LC50 LC-0%(b) __|EC50 TUECS0
0s 1,3992 0,7147; 0,6650] 0,7407| 1,3500
REG 1,1111 0,9000; 0,8889 0,7819; 1,2789
OS/REG | 1,2593 0,7941; 0,7481] 0,9474, 1,0556
Test Il 1,4074] 1,0000
|
Srednia O/R 1,3333| 00737
Odchyl 0,1048] 0,0372!
LC50 [1/LCs0 LC0%(b) |EC50 1EC50
0s 638! 0,6395: 0,0000 0,7407: 1,3500
REG 11111 0,9000: 0,0000] 0,7407; 1,3500
OS/REG Il 1,4074] 0,7105] #DZIEL/O! | 1,0000 1,0000
Srednia 0S 1,4815 0,7407
Odchyl 0,1164 0,0000
Srednia REG 11111 0,7613
Odchyl 0,0000 0,0291

150

czas[h] 9%
10.02.2020 metoda
d - roznica Z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw | [%] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 3 0,131687243 9 9 1,185185
0,592592593 § 0,197530864 9 100,00 9 1,777778
0,888888889 0,296296296 0 0,00 4,5 1,333333
1,333333333 0444444444, o 0 o
2 0,666666667 [} o
3 1 0 0 o
suma (z*d) 67
suma/n 07
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 074
1/EC50 1,350
czas [h] 96
10.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch |  Liczbaw 2wierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 g 0,131687243 9 9 1,185185
0,592592593 E 0,197530864 9 100,00 9 1,777778
0,888888889 0,296296296 1 11,11 5 1,481481
1,333333333 0,444444444 0 0,00 05 0,222222
2 0,666666667 0 [ 0
3 1 0 4 o
suma (z+d) 7.0
suma/n 08
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 078
1/EC50 1,279
czas [h] 9%
18.02.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie peini dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow | [%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 3 0,131687243 9 9 1,185185
0,592592593 g 0,197530864 9 100,00 9 1,777778
0,888888889 0,296296296 0 0,00 4,5 1,333333
1,333333333 0,444444444 0 0 0
2 0,666666667 [ 0 0
3 1 0 0 o
suma (z*d) 67
suma/n 07
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 074
1 EC50 1,350
czas [h] 9%
18.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch |  Liczbaw 2wierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,263374486 0,263374486 9 9 2,37037
0,395061728 g 0,131687243 9 9 1,185185
0,592592593 E 0,197530864 9 100,00 9 1,777778
0,888888889 0,296296296 0 0,00 4,5 1,333333
1,333333333 0,444444444 0 0 0
2 0,666666667 0 0 0
3 1 o 0 0
suma (z*d) 67
suma/n 07
EC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/l] 074
1/EC50 1,350
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Tabela Z-18. Flufenacet. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
29.11.2021 metoda
d - roznica Z - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
3,511659808 3,511659808 0 0 0
5,267489712 g 1,755829904 0 0 0
7,901234568 E 2,633744856 0 0 0
11,85185185 3,950617284 0 0 0
1777777778 5,925925926 0 0,00 0 0
26,66666667 8,888888889 9 100,00 45 40
40 13,33333333 9 9 120
suma (z*d) 160,0
lsuma/n 17.8
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 22,2222
1/LC50 0,045
czas [h 96
29.11.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padtych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
3,511659808 3,511659808 0 0 0
5,267489712 g 1,755829904 0 0 0
7,901234568 5 2,633744856 0 0,00 0 )
11,85185185 3,950617284 2 22,22 1 3,950617
17,77777778 5,925925926 6 66,67 4 23,7037
26,66666667 8,888888889 9 100,00 75 66,66667
40 13,33333333 9 9 120
suma (z*d) 214,3
suma/n 238
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 16,1866
1/LC50 0,062
czas [h] 96
10.12.2021 metoda
d - roznica Z - polowa sumy
warto$ci padlych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 -
3,511659808 3,511659808 ] ] 0
5,267489712 g 1,755829904 ] ] 0
7,901234568 E 2,633744856 0 0 0
11,85185185 3,950617284 0 0 0
17,77777778 5,925925926 [ 0,00 ] 0
26,66666667 8,888888889 9 100,00 45 40
40 13,33333333 9 9 120
suma (z*d) 160,0
suma/n 17,8
LCS50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 22,2222
1/LC50 0,045
czas [h] 96
10.12.2021 metoda
d - réznica Z - polowa sumy
wartosci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 0 - -
3,511659808 3,511659808 ) 0 0
5,267489712 E 1,755829904 ] 0 0
7,901234568 5 2,633744856 0 0,00 0 0
11,85185185 3,950617284 2 22,22 1 3,950617
17,77777778 5,925925926 6 66,67 4 23,7037
26,66666667 8,888888889 9 100,00 75 66,66667
40 13,33333333 9 9 120
suma (z*d) 214,3
suma/n 238
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 16,1866
1/LC50 0,062
96h: Flufenacet test I i test Il
wg Krabera
LC50 [1/Lc50 ILC-0%(b) _ [EC50 [UECS0
oS 22,2222 0,045 17,777778, 15,4609! 0,06075;
REG 16,1866, 0,06177966! 11,0053 9,8765| 0,10125;
OSIREG | 1,3729| 0,72839506| 1,61538332 1,6667 06
Test Il 1,3729 1,6860
Srednia OIR| 1,3729 1,6763
Odchyl 0,0000 0,0136]
LC50 [1/LC50 ILC-o%()  |EC50 [1/ECS0 |
0s 22,2222 0,045] 0 15,0892 0,06627273)
16,1866, 0,061779661 o 8,9499| 0,11173365/
OS/REG Il 1,3729| 0,728395 \ 1,6860{ 0,59313131!
Srednia OS 22,222 15,775
Odchy! 0,000 0,970
Srednia REG 16,187 9,413
Odchy! 0,000 0,655

151

czas [h] 9%
20.11.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
3,511650808 3,511650808 9 9 31,60494
5,267489712 g 1,755829904 9 9 15,80247
7,901234568 g 2,633744856 9 9 23,7037
11,85185185 3,950617284 9 100,00 9 35,55556
17,77777778 5,925025026 2 22,22 55 32,50259
26,66666667 8,888888889 0 0,00 1 8,888889
40 13,33333333 [} 0 0
suma (z*d) 1481
sumain 165
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 16,4609
1/EC50 0,061
czas[h] %
20.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l) stezert osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
3,511659808 3,511659808 9 31,60494
5,267489712 g 1,755829904 9 100,00 9 15,80247
7,901234568 g 2,633744856 6 66,67 75 19,75309
11,85185185 3,950617284 2 22,22 4 15,80247
1777777778 5,925925926 0 0,00 1 5925926
26,66666667 8,883888389 0 4 o
40 13,33333333 0 4 0
suma (z+d) 88,9
suma/n 99
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/l] 9,8765
1/EC50 0,101
czas [h] 9%
10.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikow  [9%] dawkach z+d
0 - 9 - -
3,511659808 3511659808 9 9 31,60494
5,267489712 3 1,755829904 9 9 15,80247
7,901234568 g 2,633744856 9 100,00 9 23,7037
11,85185185 3,950617284 8 88,89 85 33,58025
17,77777778 5925025926 1 11,11 45 26,66667
26,66666667 8,838888889 4 0,00 05 4,444444
40 13,33333333 0 o 4
suma (z°d) 1358
suma/n 15,1
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 15,0802
/ EC50 0,066
czas [h] 96
10.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch |  Liczbaw 2wierzat przy
po sobie peini dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezer osobnikow %] dawkach z*d
[} - 8 - -
3,511659808 3,511659808 9 8,5 29,84911
5,267489712 E 1,755829904 9 100,00 9 15,80247
7,901234568 E 2,633744856 4 44,44 6,5 17,11934
11,85185185 3,950617284 2 22,22 3 11,85185
17,77777778 5,925925926 0 0,00 1 5,925926
26,66666667 8,888888889 0 ) 0
40 13,33333333 0 4 [}
suma (z7d) 80,5
suma/n 89
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 8,499
1/EC50 0112
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Tabela Z-19. Izoksaflutol. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 9%
9.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [9%)] dawkach z*d
0 - 0
1,053497942 1,053497942 0 0 0
1,580246914. 3 0,526748971 0 0 0
2,37037037 g 0,790123457 0 0 0
3,555555556 1,185185185 0 0 0
5,333333333 1,777777778 0 0,00 0 0
8 2,666666667 6 66,67 3 8
12 4 9 100,00 75 30
suma (z*d) 38,0
suma/n 42
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 7.7778
1/1C50 0,129
czas [ 96
9.10.2021 metoda
d - rbznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
0 - 0 - -
1,053497942 1,053497942 0 0 0
1,580246914 5 0,526748971 0 0 0
2,37037037 g 0,790123457 0 0,00 0 0
3,555555556 1,185185185 2 2222 1 1,185185
5,333333333 1777777778 6 66,67 4 7,111111
8 2,666666667 9 100,00 75 20
12 4 9 9 36
suma (z*d) 64,3
suma/n 7.1
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/] 4,8560
1/1C50 0,206
czas [h] 9%
18.10.2021 metoda
d - réznica Z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%)] dawkach z*d
0 - 0
1,053497942 1,053497942 0 0 0
1,580246914 3 0,526748971 0 0 0
2,37037037 g 0,790123457 0 0 0
3,555555556 1,185185185 0 [ 0
5,333333333 1,777777778 [} 0,00 0 0
8 2,666666667 9 100,00 45 12
12 4 9 9 3%
suma (z*d) 48,0
suma/n 53
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 6,6667
1/1ce 0150
su:[h"l‘]czas 9%
18.10.2021 metoda
d - roznica z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z2+d
0 B - -
1,053497942 1,053497942 0 0 0
1,580246914 3] 0526748971 0 [ 0
2,37037037 g 0,790123457 0 0,00 0 0
3,555555556 1,185185185 4 44,44 2 2,37037
5,333333333 1,777777778 6 66,67 5 8,888889
8 2,666666667 9 100,00 75 20
12 4 9 9 3%
suma (z*d) 67,3
suma/n 7.5
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 4,5267
1/1C50 0221
96h: Izoksafiutol test | test Il
wg Krabera
LC50 [LCcs0 LC-0%(b)___[EC50 1EC50
0s 7.7778| 0,12&; 4,9524, 4,8560 0,2059
REG 4,8560 0,2059; 2,2640] 2,7801; 0,3597
OS/REG | 1,6017] 0,6243] 2,1874] 1,7467, 0,5725
Test Il 1,4727] 1,9800
Srednia O/R) 1,5372. 1,8634.
Odchyl 0,0912] 0,1650;
LC50 1/L.C50 LC-0%(b) __[EC50 [VEC50
oS 6,6667 0,1500; 0,0000, 0,1841
REG 4,5267 0,2209 0,0000! 0,3645
OS/REG Il 1,4727 0,6790; | 1,9800] 0,5051
Srednia 0S 7,2222 5,1440
Odchyl 0,7857 0,4074
$rednia REG 4,6914 2,7618
Odchyl 0,2328 0,0259

czas [h] 9%
9.10.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
1,053497942 1,053497942 9 9 9,481481
1,580246914 g 0,526748971 9 9 4,740741
2,37037037 g 0,790123457 9 100,00 9 7,111111
3,555555556 1,185185185 7 77,78 8 9,481481
5,333333333 1777777778 3 33,33 5 8,888889
8 2,666666667 0 0,00 15 4
12 4 0 0 0
suma (z*d) 437
suma/n 4.9
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 4,8560
1/EC50 0,206
czas [h] 96
9.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l) stezert osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
1,053497942 1,053497942 9 100,00 9 9,481481
1,580246914 5 0,526748971 8 88,89 85 4,477366
2,37037037 g 0,790123457 8 88,89 8 6,32088
3555555556 1,185185185 0 0,00 4 4,740741
5,333333333 1777777778 0 4 0
8 2,666666667 0 0 [}
12 4 0 4 0
suma (z+d) 25,0
suman 28
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 2,78
1/EC50 0360
czas [h] %
18.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
[} - 9 - -
1,053497942 1,053497942 9 9 9,481481
1,580246914 E 0,526748971 9 9 4,740741
2,37037037 g 0,790123457 9 9 7111111
3,555555556 1,185185185 9 100,00 9 10,6667
5,333333333 1,777777778 4 44,44 6,5 11,55556
8 2,666666667 0 0,00 2 5,333333
12 4 0 o 4
suma (z¢d) 48,9
suma/n 54
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 54321
1 EC50 0,184
czas[h %
18.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
1,053497942 1,053497942 9 9 9,481481
1,580246914 3 0,526748971 9 100,00 9 4,740741
2,37037037 g 0,790123457 7 77,78 8 6,320088
3,555555556 1,185185185 0 0,00 35 4,148148
5,333333333 1,777777778 0 ] 0
8 2,666666667 0 ] 0
12 4 0 0 0
suma (z*d) 24,7
suma/n 27
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 2,7435
1/EC50 0,365
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Tabela Z-20. Kaptafol. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] 96

18.11.2021 metoda

d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0

0,00877915 0,00877915 0 0 0
0,013168724 E 0,004389575 0 0 0
0,019753086 g 0,006584362 [} 0 0
0,02962963 0,000876543 [} [} 0
0,044444444 0,014814815 0 0 0
0,066666667 0,022222222 0 0,00 0 0

01 0,033333333 9 100,00 45 0,15
suma (z*d) 02
suma/n 00
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0,0833
1/LC50 12,000
czas [n] 9%
18.11.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 0 - -
0,00877915 0,00877915 0 0 0
0,013168724 E 0,004389575 0 0 0
0,019753086 g 0,006584362 0 0,00 0 0
0,02962963 0,009876543 2 22,22 1 0,009877
0,044444444 0,014814815 5 55,56 35 0,051852
0,066666667 0022222222 9 100,00 7 0,155556
01 0,033333333 9 9 03
suma (z*d) 05
suma/n 01
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 0,0425
1/1C50 23516
czas [n] 96
26.11.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
0,00877915 0,00877915 0 0 0
0,013168724 E 0,004389575 0 0 o
0,019753086 g 0,006584362 [} 0 0
0,02962963 0,000876543 [} [} 0
0,044444444 0,014814815 0 0 0
0,066666667 0,022222222 0 0,00 0 0
01 0,033333333 9 100,00 45 0,15
suma (z*d) 02
suma/n 00
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0,0833
/1050 12,000
czas [h] %
26.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach zvd
0 - [} -

0,00877915 0,00877915 [} 0 4
0,013168724 g 0,004389575 [} 0 0
0,019753086 g 0,006584362 0 0 4

0,02962963 0,009876543 0 0,00 0 4
0,044444444 0,014814815 2 22,22 1 0,014815
0,066666667 0,022222222 9 100,00 55 0,122222

0,1 0,033333333 9 9 03
suma (z+d) 04
suma/n 00
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 00514
1/LC50 19,440
96h: Kaptafol test | i test Il
wg Krabera
LC50 1/LC50 LC-0%(b)___|EC50. [1EC50

[e] 0,0833| 12,0000 0,0667

REG 0,0425 235161 0,0193

OS/REG | 1,9597 0,5103: 34542]

Test Il 1,ezg% 1,8814

Srednia O/R 1,7898 1,9853

Odchyl 0,2402] 0,1470)

LC50 [uLcso LC-0%(b) _ |EC50 |VEC50

0s 0,0833 12,0000 0,0000 19,7027

REG 0,0514] 19,4400 0,0000( 37,0678

OS/REG II 1,6200 0,6173; 1 05315,

Srednia OS 0,0833 0,0521

Odchyl 0,0000 0,0019

$rednia REG 0,0470 0,0263

Odchyl 0,0063 0,0010

czas [h] 9%
18.11.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,00877915 0,00877915 9 9 0,079012
0,013168724 g 0,004389575 9 9 0,039506
0,019753086 g 0,006584362 9 9 0,059259
0,02062963 0,009876543 9 100,00 9 0,088839
0,044444444 0,014814815 8 88,89 8,5 0,125926
0,066666667 0,022222222 0 0,00 4 0,088889
01 0,033333333 [} 0 0
suma (z*d) 05
suma/n 0.1
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 0,0535
1/EC50 18692 |
czas ] 6
18.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,00877915 0,00877915 9 9 0,079012
0,013168724 E 0,004389575 9 100,00 9 0,039506
0,019753086 E 0,006584362 7 77,78 8 0,052675
0,02962963 0,009876543 2 22,22 45 0,044444
0,044444444 0,014814815 4 0,00 1 0,014815
0,066666667 0,022222222 4 0 0
01 0,033333333 0 0 0
suma (2*d) 02
suma/n 00
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 0,0256
1/EC50 39,054
czas [h] %
26.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikéw  [%) dawkach z+d
[} - 9 - -
0,00877915 0,00877915 9 9 0,079012
0,013168724 E 0,004389575 9 9 0,039506
0,019753086 g 0,006584362 9 100,00 9 0,059259
0,02962963 0,009876543 7 77,78 8 0,079012
0,044444444 0014814815 2 22,22 45 0,066667
0,066666667 0,022222222 4 44,44 3 0,066667
01 0,033333333 0 0,00 0,066667
suma (z+d) 05
suma/n 0,1
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,0508
/ EC50 19,703
czas[h 9%
26.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
[} - 9 - -
0,00877915 0,00877915 9 9 0,079012
0,013168724 H 0,004389575 9 100,00 9 0,039506
0,019753086 g 0,006584362 7 77,78 8 0,052675
0,02962963 0,009876543 3 33,33 5 0,049383
0,044444444 0,014814815 0 0,00 15 0022222
0,066666667 0,022222222 0 ] 0
0,1 0,033333333 0 ] 0
suma (z°d) 02
suma/n 0,0
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 0,0270
1/EC50 37,068
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Tabela Z-21. Diazynon. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
6.10.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] z*d
0 - 0
1,316872428 1,316872428 0 0 0
1,975308642 E 0,658436214 0 0 o
2,962962963 g 0,987654321 [ [} 0
4,444444444 1,481481481 0 0,00 0 0
6,666666667 2,222222222 1 11,11 05 1,111111
10 3,333333333 9 100,00 5 16,66667
15 5 9 9 45
suma (%) 62,8
suma/n 7.0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 8,0247
1/LC50 0125
czas [h] %
6.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezerh osobnikow  [%) dawkach z*d
0 - [} - -
1,316872428 1,316872428 0 o 4
1,975308642 g 0,658436214 o 0,00 0 4
2,962962963 E 0,987654321 5 55,56 25 2,469136
4.444444444 1,481481481 5 55,56 5 7,407407
6,666666667 2,222222222 8 88,89 6,5 14,44444
10 3,333333333 9 100,00 85 28,33333
15 5 9 9 45
suma (z*d) 97,7
suma/n 109
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 4,1495
1/LC50 0,241
czas [h] 96
8.12.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z+d
o .
1,316872428 1,316872428 [} [ 0
1,975308642 3 0,658436214 [} [} 0
2,962962963 g 0,987654321 [} 0 0
4,444444444 1,481481481 0 0 0
6,666666667 2,222222222 0 0,00 0 0
10 3,333333333 4 44,44 2 6,666667
15 5 9 100,00 65 325
suma (z*d) 39,2
suma/n 44
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 10,6481
1/LC50 0,094
czas [h %
8.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 - [} - -
1,316872428 1,316872428 [} 0 4
1,975308642 g 0,658436214 [} 0 0
2,962962963 g 0,987654321 0 0,00 0 4
4,444444444 1,481481481 3 33,33 15 2,222222
6,666666667 2,222222222 6 66,67 45 10
10 3,333333333 8 88,89 7 23,33333
15 5 9 100,00 85 42,5
suma (z*d) 781
suma/n 87
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 63272
1/LC50 0,158
96h: Diazynon test | i test Il
LC50 J1/LC50 [LC-0%(b) __|EC50 [1/EC50
0s 8,0247| 0,1246] 5,359 0,4050;
REG 0,2410] 0,8522 2,4691/
OS/REG | 0,5171; 6,1440] 1,0000 1,0000
Test Il 1,6415
Srednia O/R| 1,8084; 1,3208
Odchy 01775 0,4536]
LC50 1/LC50 LC-0%(b) __|EC50 [1/EC50
os 10,6481 0,0939! 0,0000; 71 0,1676!
6,3272 0,1580! 0,0000/ 6351 0,2751]
OS/REG Il 1,6829 0,5042! 1,6415 0,6092;
Srednia OS 9,3364 4,2181
Odchyl 1,8551 2,4734
Srednia REG 5,2383 3,0521
Odchyl 1,5398 0,8245
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czas [h] %
6.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow | [%] dawkach zvd
0 - 9 - -
1,316872428 1,316872428 9 9 11,85185
1,975308642 3 0,658436214 9 100,00 9 5925926
2,962962963 g 0987654321 4 0,00 45 4,444444
4,444444444 1,481481481 0 o 0
6,666666667 2,222222222 0 0 )
10 3,333333333 0 [} 4
15 5 4 o 4
suma (z+d) 22,2
suma/n 25
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 2,4691
1 EC50 0,405
czas[h 96
6.10.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
[} - 9 -
1,316872428 1,316872428 9 9 11,85185
1,975308642 E 0,658436214 9 100,00 9 5,925926
2,962962963 E 0,987654321 0 0,00 45 4,444444
4,444444444 1,481481481 0 0 0
6,666666667 2,222222222 0 0 0
10 3,333333333 0 0 0
15 5 0 ] 0
suma (z*d) 22,2
suma/n 25
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 2,4691
1/EC50 0,405
czas [h] 9%
8.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 -
1,316872428 1,316872428 9 9 11,85185
1,975308642 3 0,658436214 9 9 5925026
2,962962963 E 0,987654321 9 100,00 9 8,888889
4.444444444 1,481481481 8 88,89 8,5 12,59259
6,666666667 2,222222222 2 22,22 5 11,1111
10 3,333333333 0 0,00 1 3,333333
15 5 0 0 0
suma (z°d) 53,7
suma/n 6,0
EC50 = LCmax -
suma/n) [mg/l] 5,9671
/ EC50 0,168
czas[h 9%
8.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
[} - 9 - -
1,316872428 1,316872428 9 9 11,85185
1,975308642 3 0,658436214 9 100,00 9 5925926
2,962062963 g 0,987654321 7 77,78 8 7901235
4,444444444 1,481481481 1 11,11 4 5,925926
6,666666667 2,202222222 0 0,00 05 1111111
10 3,333333333 0 0 o
15 5 0 ] 0
suma (z*d) 327
suma/n 36
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 3,6351
1/EC50 0,275
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Tabela Z-22. Tiabendazol. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] %
20.08.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwich po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
0,00351166 0,00351166 0 0 0
0,00526749 g 0,00175583 0 0 0
0,007901235 g 0,002633745 [} 0 0
0,011851852 0,003950617 0 0,00 0 0
0,017777778 0,005925926 9 100,00 45 0,026667
0,026666667 0,008888889 9 9 0,08
0,04 0,013333333 9 9 0,12
suma (z+d) 02
sumain 00
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/1] 0,0148
czas [h] %
1/ 67,500
20.08.2020 etoda
d - réznica 2z - pofowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwbch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 0 - f
0,00351166 0,00351166 0 0,00 0 ]
0,00526749 E 0,00175583 1 1111 05 0,000878
0,007901235 E 0,002633745 4 44,44 25 0,006584
0,011851852 0,003950617 9 100,00 6,5 0,025679
0,017777778 0,005925926 9 9 0,053333
0,026666667 0,008888889 9 9 0,08
0,04 0,013333333 9 9 012
suma (z7d) 03
sumain 00
LCS0 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0.0082
1/LC50 122,407
czas [h] 96
8.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 0
0,00351166 0,00351166 [} 0 0
0,00526749 3 0,00175583 [} 0 0
0,007901235 g 0,002633745 0 0 0
0,011851852 0,003950617 0 0,00 0 0
0,017777778 0,005925926 9 100,00 45 0,026667
0,026666667 0,008888889 9 9 0,08
0,04 0,013333333 9 9 012
suma (z+d) 0.2
sumain 00
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/1] 0,0148
1/LC50 67500
czas[h] %6
8.09.2020 metoda
d- roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach zvd
0 - 0 -
0,00351166 0,00351166 0 0,00 0 0
0,00526749 g 0,00175583 2 22,22 1 0,001756
0,007901235 E 0,002633745 4 44,44 3 0,007901
0,011851852 0,003950617 9 100,00 6,5 0,025679
0,017777778 0,005925926 9 9 0,053333
0,026666667 0,008888889 9 9 0,08
0,04 0,013333333 9 9 0,12
suma (z*d) 03
suma/n 00
LCS0 = LCmax -
(suma/n) [mg1] 00079
1/LC50 126,173
96h: Tiabendazol Test | test Il
wg Krabera
LC50 ULC50 ___ |LCO0%(b)__|EC50 1/EC50
0s 0,0148/  67,5000] 0,019 0095/  105,1442
REG 0,0082] 12,4067 0,0040) 0044, 227,8125
OS/REG | 1,8134 0,5514] 2,9630 2,1667 0,4615/
Test Il 1.369g} 2,0000]
Srednia O/R 1,8413) 2,0833
0,0395/ 0,1179
LC50 1/LC50 LC-0%(b) _|EC50 VEC50 |
0S 0,0148| 67,5000 0,0000 0,088 113,9063|
REG 0,0079]  126,1731 0,000 0,004, 227,8125|
[OS/REGII__| 18692 0,5350/ #DZIEL/O! | 2,000, 0,5000]
$rednia OS 0,0148 0,0091
0,0000 0,0005
$rednia REG 0,0080 0,0044
0,0002 0,0000
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czas [h] %
20.08.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikéw  [%) dawkach z+d
[} - 9 - -
0,00351166 0,00351166 9 9 0,031605
0,00526749 E 0,00175583 9 100,00 9 0,015802
0,007901235 g 0,002633745 8 88,89 85 0,022387
0,011851852 0,003950617 4 0,00 4 0,015802
0,017777778 0,005925926 0 0 0
0,026666667 0,008888889 0 0 ]
0,04 0013333333 0 [} 4
suma (z+d) 01
suma/n 0,0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,0095
/ EC50 105,144
czas [h 9%
20.08.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwdch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezett osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,00351166 0,00351166 9 100,00 9 0,031605
0,00526749 g 0,00175583 0 0,00 4,5 0,007901
0,007901235 g 0,002633745 [} 0 4
0,011851852 0,003950617 0 0 4
0017777778 0,005925926 [} 0 4
0,026666667 0,008888389 [} 0 0
0,04 0,013333333 o 0 4
suma (z*d) 00
suma/n 00
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 00044
1/EC50 227,813
czas [h] 9%
8.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/] stezef osobnikow  [9%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,00351166 0,00351166 9 9 0,031605
0,00526749 3 0,00175583 9 100,00 9 0,015802
0,007901235 g 0,002633745 6 66,67 75 0,019753
0,011851852 0,003950617 ) 0,00 3 0,011852
0,017777778 0,005925926 0 [} 4
0,026666667 0,008888889 4 o 4
0,04 0013333333 0 0 0
suma (2d) 01
suma/n 0,0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 0,008
/ EC50 113,906
czas [n] 96
8.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow (%] dawkach z*d
o - 9 - -
0,00351166 0,00351166 9 100,00 9 0,031605
0,00526749 g 0,00175583 0 0,00 45 0,007901
0,007901235 E 0,002633745 0 0 0
0,011851852 0,003950617 0 ] 0
0,017777778 0,005925926 0 4 [}
0,026666667 0,008883889 0 4 [}
0,04 0,013333333 0 4 [
suma (z+d) 00
suma/n 00
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 0,00439
1/EC50 227,813
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Tabela Z-23. Fenuron. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCs,i ECsooraz TI(LCsg) i TI(ECso).

czas [h] 96
3.12.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwech przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 0
52,67489712 52,67489712 0 0 o
79,01234568 3 26,33744856 [} [ 0
118,5185185 g 39,50617284 [} [} 0
177,7777778 59,25925926 0 0 0
266,6666667 88,88888889 0 0 0
400 133,3333333 0 0,00 0 0
600 200 9 100,00 45 900
suma (z*d) 900,0
suma/n 1000
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 500,0000
1/1C50 0,002
czas [h] 9%
3.12.2021 metoda
d - réznica 2z - pofowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%) dawkach z*d
[ - [} -
52,67489712 52,67489712 0 0 ]
79,01234568 g 26,33744856 0 0 ]
118,5185185 E 39,50617284 0 0,00 0 )
177,7777778 59,25925926 4 44,44 2 118,5185
266,6666667 88,88888889 8 88,89 6 533,3333
400 133,3333333 9 100,00 85 1133,333
600 200 9 9 1800
suma (z*d) 3585,2
suma/n 3984
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 201,6461
czas [h] %
1/1C 0,005
9.12.2021 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
wartosci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 4 -
52,67489712 52,67489712 4 4 0
79,01234568 = 26,33744856 4 4 [
118,5185185 E 39,50617284 ] ] 0
177,7777778 59,25925926 ] ] 0
266,6666667 88,88888889 ] ] 0
400 133,3333333 4 0,00 0 [
600 200 9 100,00 45 900
suma (z*d) 900,0
suma/n 100,0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 500,0000
1/1C50 0,002
czas [n] 9%
9.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezent osobnikéw  [%) dawkach z+d
0 - 0 - -
52,67489712 52,67489712 0 0 ]
79,01234568 H 26,33744856 [} 0 4
118,5185185 g 39,50617284 [} 0,00 0 4
177,7777778 59,25025926 3 33,33 15 88,83889
266,6666667 88,83888389 4 44,44 35 311,111
400 133,3333333 6 66,67 666,6667
600 200 9 100,00 75 1500
suma (z*d) 2566,7
suma/n 285,2
LCS0 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 314,8148
1/1C50 0,003
96h: Fenuron test |i test Il
wg Krabera
LC50 1/LC50 LC-0%(b) __|ECS0, VECS0
0s 500,000 0,0020{ 400,0000| 35,6790 0,0029
REG 0,0050] _ 97,0626| 90,7179 0,0110]
OS/REG | 2,4796] 0,4033; 4,1211] 3,8105/ 0,2624/
Test Il 1,§8§g§ 3,2143
Srednia O/R| 2,0339 3,5124
Odchyl 0,6303 0,416/
LC50 [uLcso LC-0%(b) _ |EC50 |VEC50 |
0s 500, 0,0000| 382,7160] 0,0026
0,0000| 119,0672 0,0084
OS/REG II 0,6296! 3,2143] 0,3111]
Srednia OS 500,0000 364,1975
Odchyl 0,0000 26,1891
Srednia REG| | 258,2305 104,8925
Odchyl 80,0224 20,0460
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czas [h] 9%
3.12.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwoch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 B -
52,67489712 52,67489712 9 474,0741
79,01234568 3 26,33744856 9 9 237,087
118,5185185 g 39,50617284 9 9 355,5556
177,7777778 59,25925926 9 100,00 9 533,3333
266,6666667 88,88888889 7 77,78 8 711,111
400 133,3333333 2 22,22 45 600
600 200 0 0,00 1 200
suma (z*d) 31111
suma/n 3457
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 345,6790
1/ 0,003
Tzas T o6
3.12.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %) dawkach z+d
0 - 9 00,00 - -
52,67489712 52,67489712 8 88,89 85 447,7366
79,01234568 B 26,33744856 5 55,56 65 171,1934
118,5185185 g 39,50617284 2 22,22 35 138,2716
177,7777778 59,25925926 0 0,00 1 59,25926
266,6666667 88,88888889 0 0 [
400 133,3333333 0 0 0
600 200 0 0 [
suma (z*d) 8165
suma/n 90.7
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 90,7179
1/EC50 0,011
czas [h] 9%
9.12.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
52,67489712 52,67489712 9 9 474,0741
79,01234568 k1 26,33744856 9 9 237,037
118,5185185 g 39,50617284 9 9 355,5556
177,7777778 59,25925926 9 100,00 9 533,3333
266,6666667 83,88888889 7 77,78 8 711,111
400 133,3333333 4 44,44 55 733,3333
600 200 0 0,00 2 400
suma (z*d) 3444,4
suma/n 382,7
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 382,7160
/ EC50 0,003
czas [h] 9%
9.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie peini dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 9 100,00 - -
52,67489712 52,67489712 8 88,89 85 447,7366
79,01234568 3 26,33744856 6 66,67 7 184,3621
118,5185185 g 39,50617284 5 55,56 55 217,284
177,7777778 59,25925926 1 11 3 177,778
266,6666667 88,88888889 0 0,00 05 44,44444
400 133,3333333 0 0 0
600 200 0 0
suma (z*d) 1071,6
suma/n 119.1
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 119,0672
1/EC50 0,008
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Tabela Z-24. 2,4-dinitrotoluen. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas[h] %6
30.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 -
3,072702332 3,072702332 0 0 0
4,609053498 3 1,536351166 0 0 0
6,913580247 g 2,304526749 0 0 0
10,37037037 3,456790123 0 0 0
15,55555556 5,185185185 0 0,00 0 0
23,33333333 7,777777778 3 33,33 15 11,66667
35 11,66666667 9 100,00 6 70
suma (z*d) 81,7
sumarn 9.1
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 25,9259
1/1c 0030
czas Eg
30.11.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 0 -
3,072702332 3,072702332 0 0 0
4,609053498 3 1,536351166 0 0,00 0 0
6913580247 g 2,304526749 2 22,22 1 2,304527
10,37037037 3,456790123 6 66,67 4 13,82716
15,55555556 5,185185185 8 88,89 7 36,2963
23,33333333 7777777778 9 100,00 85 66,1111
35 11,66666667 9 9 105
suma (z*d) 2235
suma/n 248
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 10,1623
1/1C50 0,098
czas [h] 96
1.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z+d
0 - [
3,072702332 3,072702332 0 [ 0
4,609053498 % 1,536351166 0 0 0
6,913580247 g 2,304526749 0 0 0
10,37037037 3,456790123 0 0 0
15,55555556 5,185185185 0 0,00 0 [
23,33333333 7777777778 5 55,56 25 19,44444
35 11,66666667 9 100,00 7 81,66667
suma (z*d) 101,1
suma/n 11,2
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 23,7654
1/1C50 0,042
czas [h] %6
1.12.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
0 - 0 - -
3,072702332 3,072702332 0 0 0
4,609053498 3 1,536351166 0 0 0
6,913580247 g 2,304526749 [ 0,00 0 0
10,37037037 3,456790123 6 66,67 3 10,37037
15,55555556 5,185185185 9 100,00 75 38,88889
23,33333333 7777777778 9 9 70
35 11,66666667 9 9 105
suma (z*d) 2243
suma/n 24,9
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 10,0823
1/1C50 0,099
96h: 2,4 Dinitrotoluen test | i test Il
wg Krabera
LC50 [yLcs0 LC-0%(b)___[EC50 [/EC50
0s 25,9259 16,1111/ 11,2826, 0,0886
REG 10,1623 3,2743] 6,8282 0,1465
OS/REG | 2,5512] 0,3920; 4,9205; 1,6523] 0,6052
Test Il 2,3571] 1,3800]
Sradnia OIR|IIIEABH] 15162
Odchyl 0,1372] 0,1926/
LC50 [1Lcs0 LC-0%(b) __[EC50 1EC50
oS 54/ 0,0421 0,0000, 11,0425 0,0
TER 3 0,0992 0,0000! 8,0018 0,1
{OS/REG Il 2,3571] 0,4242 1,3800] 0,7246
Srednia 0S 24,8457 11,1626
Odchyl 1,5277 0,1697
$rednia REG 10,1223 7,4150
Odchyl 0,0566 0,8299

czas [h] 9%
30.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw  [%] dawkach z+d
B 9 . .
3,072702332 3072702332 9 9 27,65432
4,609053498 % 1,536351166 9 9 13,82716
6,913580247 < 2,304526749 9 100,00 9 20,74074
10,37037037 3,456790123 4 44,44 65 22,46914
15,55555556 5,185185185 1 1,11 25 12,96296
23,33333333 7777777778 0 0,00 05 3,888889
35 11,66666667 ) 0 0
suma (z°d) 1015
suma/n 13
EC50 = LCmax -
suma/n) [mg/l] 11,2826
/ EC50 0,089
czas [h %
30.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
3,072702332 3072702332 9 100,00 9 27,65432
4,609053498 g 1,536351166 8 88,89 85 13,05898
6,913580247 E 2,304526749 4 44,44 6 13,82716
10,37037037 3,456790123 0 0,00 2 6,91358
15,55555556 5,185185185 0 0 )
23,33333333 7777777778 0 0 )
35 11,66666667 0 0 )
suma (z*d) 615
suma/n 68
EC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/l) 68282
1/EC50 0,146
czas [h] 96
1.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikéw  [9%] dawkach z+d
0 - 9 -
3,072702332 3072702332 9 9 27,65432
4,609053498 3 1,536351166 9 9 13,82716
6,913580247 E 2,304526749 9 100,00 9 20,74074
10,37037037 3,456790123 5 55,56 7 24,19753
15,55555556 5,185185185 4 0,00 25 12,96296
23,33333333 7777777718 4 0 0
35 11,66666667 0 0 [
suma (zd) 99,4
suma/n 11,0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 11,0425
1/EC50 0,091
czas [h] %
1.12.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch |  Liczbaw 2wierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezer osobnikow %] dawkach z*d
0 - 9 - -
3,072702332 3,072702332 9 9 27,65432
4,609053498 g 1,536351166 9 100,00 9 1382716
6,913580247 E 2,304526749 7 77,78 8 18,43621
10,37037037 3,456790123 0 0,00 35 12,09877
15,55555556 5,185185185 0 0 ]
23,33333333 7777777778 0 0 ]
35 11,66666667 0 0 ]
suma (z*d) 72,0
sumarn 8,0
EC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/l] 80018
1/EC50 0125
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Tabela Z-25. Deltametryna. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECso oraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] 9
17.02.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 -
0,00877915 0,00877915 0 0 0
0,013168724 % 0,004389575 0 0 0
0,019753086 g 0,006584362 0 0,00 0 0
0,02962963 0,009876543 1 11,11 05 0,004938
0,044444444 0,014814815 6 66,67 35 0,051852
0,066666667 0,022222222 9 100,00 75 0,166667
01 0,033333333 9 9 03
suma (zd) 05
suma/n 01
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,04
1/1C50 23,902
czas [h] 96
17.02.2020 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow | [%] dawkach z*d
0 - 0 -
0,00877915 0,00877915 0 0,00 0 0
0,013168724 3 0,004389575 2 22,22 1 0,00439
0,019753086 g 0,006584362 9 100,00 55 0,036214
0,02962963 0,009876543 9 9 0,088889
0,044444444 0,014814815 9 9 0,133333
0,066666667 0,022222222 9 9 0,2
0,1 0,033333333 9 9 03
suma (z*d) 08
suma/n 0.1
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0,02
1/LC50 65,610
czas [h] 96
24.02.2020 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 -
0,00877915 0,00877915 0 0 0
0,013168724 3 0,004389575 0 0 0
0,019753086 g 0,006584362 0 0,00 0 0
0,02962963 0,009876543 2 22,22 1 0,009877
0,044444444 0,014814815 8 88,89 5 0,074074
0,066666667 0,022222222 9 100,00 85 0,188889
01 0,033333333 9 9 03
suma (z*d) 0,6
suma/n 0.1
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0,0364
1/1C50 27,509
czas [h) %
24.02.2020 metoda
d - réznica Z - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
[} - 0 - -
0,00877915 0,00877915 0 0,00 0 [}
0,013168724 3 0,004389575 3 3333 15 0,006584
0,019753086 g 0,006584362 9 100,00 6 0,039506
0,02962963 0,009876543 9 9 0,088889
0,044444444 0,014814815 9 9 0,133333
0,066666667 0,022222222 9 9 02
01 0,033333333 9 9 03
suma (zd) 08
suma/n 01
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0,01
1/1C50 68,344
96h: Deltametryna Test | i test Il
wg Krabera
LC50 [1/LCcs0 LC-0%(b)___[EC50 [1/EC50
os 0,0418] 23,9016/ 0,0213/ 0,0152/ 65,6100
REG 0,0152 65,6100; 0,0097} 0,0110 91,1250
OS/REG | 2,7450] 0,3643] 2,1959] 1,3889] 0,7200
test Il 2,4844 1,4444
Srednia O/R 2,6147 1,4167
Odchyl 0,1843 0,0393
LC50 l1/Lcs0 ILC-0%(b) _[EC50 [1/EC50 |
os 0,0364| 27,5094 0,0000 0,0159| 63,0865
REG 0.013§§ 68,3438 . 0.011_T)t__ 91,1250
OS/REG Il 2,4844] 1,4444 0,6923
Srednia 08 0,0391 0,0155
Odchyl 0,0039 0,0004
Srednia REG 0,0149 0,0110
Odchyl 0,0004 0,0000
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czas[h] %
17.02.2020 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
o B R -
0,00877915 0,00877915 9 100,00 9 0,079012
0,013168724 g 0,004389575 7 77,78 8 0,035117
0,019753086 g 0,006584362 [} 0,00 35 0,023045
0,02062963 0,000876543 o 0 0
0,044444444 0,014814815 0 0 0
0,066666667 0,022222222 0 0 0
01 0,033333333 [} 0 0
suma (z*d) 01
suma/n 00
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 0,0152
1/EC50 65,610
czas [h) 9%
17.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
warto$ci dojrzatych
liczbowych dwéch |  Liczbaw 2wierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
0,00877915 0,00877915 9 100,00 9 0079012
0,013168724 H 0,004389575 0 0,00 45 0,019753
0,019753086 K 0,006584362 0 4 0
0,02962963 0,009876543 0 ] 0
0,044444444 0,014814815 0 ] 0
0,066666667 0,022222222 0 ] 0
0,1 0,033333333 0 ) 0
suma (z°d) 01
suma/n 0,0
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 0,0110
1/EC50 91,125
czas [h] 9%
24.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwach | Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw  [9%] dawkach z+d
[} - 9 - -
0,00877915 0,00877915 9 100,00 9 0,079012
0,013168724 3 0,004389575 8 88,89 85 0,037311
0,019753086 g 0,006584362 0 0,00 4 0,026337
0,02962963 0,009876543 0 0 0
0,044444444 0014814815 4 o 4
0,066666667 0022222222 0 o 4
01 0,033333333 0 [ 0
suma (z°d) 01
suma/n 0,0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,02
1/EC50 63,087 |
czas [n] %
24.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch |  Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
[} - 9 -
0,00877915 0,00877915 9 100,00 9 0,079012
0,013168724 3 0,004389575 0 0,00 45 0,019753
0,019753086 £ 0,006584362 0 0 0
0,02962963 0,009876543 0 ] 0
0,044444444 0,014814815 0 0 0
0,066666667 0,022222222 0 0 0
0,1 0,033333333 0 0 0
suma (z°d) 01
'suma/n 0,0
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 0,01
1/EC50 91,125
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Tabela Z-26. 2,4-dichlorophenol. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i

TI(ECso).

czas [h] %
20.04.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw %] dawkach z*d
o - o
1,755820904 1,755820904 [} [} 0
2,633744856 3 0,877914952 [} [} 0
3,950617284 g 1,316872428 0 0 0
5,925925926 1,975308642 0 0 0
8,888888889 2,962962963 0 0,00 0 0
13,33333333 4,444444444 5 55,56 25 11,11111
20 6,666666667 9 100,00 7 46,66667
suma (z*d)
lsuma/n 6,4
[T5Q= LComas fhi 96
(sumaliyfrag/] 13,5802
20.04.2021 metoda
1/ 1€5682nica i potoials o ANNO\o7.2)
Wartoscr padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%) dawkach z*d
[ - [} - -
1,755829904 1,755829904 0 0 0
2,633744856 g 0,877914952 0 0,00 0 ]
3,950617284 E 1,316872428 2 22,22 1 1,316872
5,925925926 1,975308642 8 88,89 5 9,876543
8,888888889 2,962962963 9 100,00 85 25,18519
13,33333333 4,444444444 9 9 40
20 6,666666667 9 9 60
suma (z*d) 136,4
suma/n 152
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 4,8468
1/1C50 0,206
czas [h] %
17.11.2021 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
wartosci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*d
o - 0 -
1,755820904 1,755820904 0 0 0
2,633744856 3 0,877914952 0 0 0
3,950617284 ;E 1,316872428 0 0 0
5,925925926 1,975308642 0 0 0
8,888888889 2,962962963 0 0,00 0 0
13,33333333 4,444444444 2 2222 1 4,444444
20 6,666666667 9 100,00 55 36,66667
suma (z2*d) 41,1
lsuma/n 4,6
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 15,4321
1/LC50 0,065
czas [n] 9%
17.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
. 0 - -
1,755829904 1,755820904 [} 0 4
2,633744856 3 0877914952 [} 0,00 0 0
3950617284 § 1,316872428 1 11,11 05 0,658436
5925925926 1,975308642 6 66,67 35 691358
8,888888889 2,962962963 9 100,00 75 22,2022
13,33333333 4,444444444 9 9 40
20 6,666666667 9 9 60
suma (z*d) 1298
suma/n 14,4
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 55784
1/1LC50 0,179
96h: 2.4-Dichlorophenol test | i test Il - $rednie
wg Krabera
LC50 [LCs0 LC0%(b)___|EC50 [VECE0
0s 13,5802 0,0736! 8,3789) 5,2126/ 0,1918
REG 4,8468| 0,2063; 2,6281 3,6580, 0,2734
OS/REG | 2,8019] 0,3569] 31882] 1,250 0,7018
Test II 2,7664 2,2500/
Srednia O/R 2,7841 1,8375
Odchy 0,0251! 0,5834]
LC50 LC50 ILC0%(b) __|EC50 [VECS0
0s 15,4321 0,0648 0,0000] 0,1215
TER 5,5784 0,1793] 0,0000! 0,2734]
{OS/REG Il 2,7664; 0,3615; | 0,4444]
Srednia OS 14,5062 6,7215
Odchyl 1,3095 2,1339
Srednia REG! 5,2126 3,6580
Odchyl 0,5173 0,0000
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czas [h] 9%
20.04.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
1,755829904 1,755829904 9 9 15,80247
2,633744856 g 0,877914952 9 9 7,901235
3,950617284 g 1,316872428 9 100,00 9 11,85185
5,925925926 1,975308642 1 11,11 5 9,876543
8,838888889 2,962962963 0 0,00 05 1,481481
13,33333333 4,444444444 0 0 0
20 6,666666667 [} 0 0
suma (z*d) 46,9
suma/n 52
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 52126
1/EC50 0,192
czas [n] %
20.04.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
[} - 9 -
1,755829904 1,755829904 9 9 15,80247
2,633744856 3 0,877914952 9 100,00 9 7901235
3,050617284 g 1,316872428 2 22,22 55 7,242798
5,025025926 1,975308642 0 0,00 1 1,975309
8,888888889 2,962962963 0 ] 0
13,33333333 4,444444444 0 ] 0
20 6,666666667 0 0 0
suma (z*d) 32,9
suma/n 37
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 3,6580
1/EC50 0,273
czas [h] 9%
17.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
1,755829904 1,755829904 9 9 15,80247
2,633744856 3 0,877914952 9 9 7,901235
3,950617284 E 1,316872428 9 100,00 9 11,85185
5925925926 1,975308642 6 66,67 75 14,81481
8,838888889 2,962062963 4 44,44 5 14,81481
13,33333333 4,444444444 0 0,00 2 8,888889
20 6,666666667 0 0 ]
suma (z°d) 74,1
suma/n 82
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 8,2305
/ EC50 0,122
czas[h %
17.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwdch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 9 -
1,755829904 1,755829904 9 9 15,80247
2,633744856 3 0,877914952 9 100,00 9 7901235
3,950617284 £ 1,316872428 2 22,22 55 7,242798
5,925925926 1,975308642 0 0,00 1 1,975309
8,888888889 2,962962963 0 0 0
13,33333333 4,444444444 0 0 0
20 6,666666667 0 0 0
suma (z°d) 32,9
suma/n 37
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 3,6580
1/EC50 0,273
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Tabela Z-27. 3,4-dinitrotoluen. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
4.11.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 .
0,351165981 0,351165981 0 0 0
0,526748971 g 0,17558299 0 0 0
0,790123457 g 0,263374486 [} 0 0
1,185185185 0,395061728 [} [} 0
1,777777778 0,592592593 0 0,00 0 0
2,666666667 0,888888889 7 77,78 35 3,111111
4 1,333333333 9 100,00 8 10,66667
suma (z*d) 138
suma/n 15
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 2,4691
czas [h] 96
1/ LCS 0,405
4.11.2021 metoda
d - roznica 2z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw  [%] dawkach z*d
[ - 0 - -
0,351165981 0,351165981 0 0 0
0,526748971 g 0,17558299 0 0,00 0 0
0,790123457 E 0,263374486 8 88,89 4 1,053498
1,185185185 0,395061728 9 100,00 85 3,358025
1,777777778 0,592592593 9 9 5,333333
2,666666667 0,888888889 9 9 8
4 1,333333333 9 9 12
suma (z*d) 29,7
suma/n 33
LC50 = LCmax -
(suma’n) [mg/l] 0,6950
1/1C50 1,439
czas [h] 96
29.11.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*+d
0 - 0
0,351165981 0,351165981 0 0 0
0,526748971 g 0,17558299 0 0 0
0,790123457 g 0,263374486 [} 0 0
1,185185185 0,395061728 [} [} 0
1,777777778 0,592592593 0 0,00 0 0
2,666666667 0,888888889 9 100,00 45 4
4 1,333333333 9 9 12
suma (z*d) 16,0
suma/n 18
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 2,2222
1/1LC50 0,450
czash 9%
20.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - [} -
0,351165981 0,351165981 [} 0 4
0,526748971 3 0,17558299 [} 0,00 0 4
0,790123457 § 0,263374486 6 66,67 3 0,790123
1,185185185 0395061728 9 100,00 75 2,962063
1777777778 0592592593 9 9 5,333333
2,666666667 0,883888889 9 9 8
4 1,333333333 9 9 12
suma (z+d) 201
suma/n 32
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0,7682
1/LC50 1,302
96h: 3,4 Dinitrotoluen test I i test I
wg Krabera
LC50 [1/LCs50 LC-0%(b) __|[EC50 [1/EC50
oS 2,4691] 0,4050 1,6650] N
REG 0,6950 1,4388] 0,5069
OS/REG | 3,5526 0,2815] 3,2847
Test Il 2,8929 2,2933]
Srednia O/R. 3,2227| 2,2716
Odchyl 0,4665] 0,0306]
LC50 [vccso LC0%(b) _|EC50 [VECs0
os 2,2222 0,4500! 0,0000] 1,4540 0,6877.
REG 0,7682 1,3018 0,0000/ 0,6340 15772
OS/REG Il 2,8929 0,3457' 2,2033/ 0,4361
Srednia OS 2,3457 1,3306
Odchyl 0,1746 0,1746
Srednia REG 0,7316 0,5853
Odchyl 0,0517 0,0690
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czas [h] 9%
4.11.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,351165981 0,351165981 9 9 3,160494
0,526748971 g 0,17558299 9 9 1,580247
0,790123457 g 0,263374486 9 100,00 9 2,37037
1,185185185 0,395061728 4 44,44 65 2,567901
1,777777778 0,592592593 0 0,00 2 1,185185
2,666666667 0,888888889 0 0 0
4 1,333333333 [} 0 0
suma (z*d) 10,9
suma/n 12
EC50 = LCmax -
10 1,2071
czas [h] 96
. 0,828
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | Liczbaw 2wierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow %] dawkach z+d
[} - 9 - -
0,351165981 0,351165981 9 100,00 9 3,160494
0,526748971 g 0,17558299 4 44,44 6,5 1,141289
0,790123457 E 0,263374486 0 0,00 2 0,526749
1,185185185 0,395061728 0 0
1,777777778 0,592592593 0 ) 0
2,666666667 0,888888889 0 ] 0
4 1,333333333 0 4 0
suma (z7d) 48
suma/n 05
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 05365
1/EC50 1,864
czas [h] 9%
29.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
0,351165981 0,351165981 9 9 3160494
0,526748971 3 0,17558299 9 9 1,580247
0,790123457 E 0,263374486 9 100,00 9 2,37037
1,185185185 0,395061728 7 77,78 8 3,160494
1777777778 0592592593 1 1,11 4 2,37037
2,666666667 0,838888889 0 0,00 05 0,444444
4 1,333333333 0 0 ]
suma (z°d) 131
suma/n 15
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 1,4540
/ EC50 0,688
czas[h 9%
20.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l) stezert osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,351165981 0,351165981 9 100,00 9 3,160494
0526748971 5 0,17558299 8 88,89 85 1,492455
0,790123457 g 0,263374486 0 0,00 4 1,053498
1,185185185 0,395061728 0 4 [}
1,777777778 0,592592593 0 0 [}
2,666666667 0,838883889 0 4 [}
4 1,333333333 0 0 0
suma (z*d) 57
suma/n 06
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/i] 0,6340
1/EC50 1,577
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Tabela Z-28. Pendimetalina. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
21.08.2019 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
0,289711934 0,289711934 0 0 0
0,434567901 g 0,144855967 0 0 0
0,651851852 g 0,217283951 [} 0 0
0977777778 0,325925926 [} 0,00 [} 0
1,466666667 0,488888889 2 22,22 1 0,488889
22 0,733333333 9 100,00 55 4,033333
33 11 9 9 9,9
suma (z*d) 14,4
suma/n 16
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 170
1/LC50 0589
czas [h 9%
21.08.2019 metoda
d - rbznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
0,289711934 0,289711934 0 0 0
0,434567901 g 0,144855967 0 0 0
0,651851852 5 0,217283951 0 0,00 0 )
0,977777778 0,325925926 3 33,33 15 0,488889
1,466666667 0,483888389 4 44,44 35 1,711111
22 0,733333333 9 100,00 65 4,766667
33 11 9 9 99
suma (z*d) 169
suma/n 19
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l) 143
1/1C50 0,701
czas [h] %
7.09.2019 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
wartosci padtych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 0 -
0,289711934 0,289711934 0 0 0
0,434567901 3 0,144855967 0 0 0
0,651851852 ;E 0,217283951 0 0 0
0,977777778 0,325925926 0 0,00 0 0
1,466666667 0,488888889 4 44,44 2 0,977778
22 0733333333 9 100,00 65 4,766667
33 11 9 9 99
suma (z2*d) 156
lsuma/n 17
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 1,56
LC! 0,640
T T %6
7.09.2019 metoda
d - réznica 2z - pofowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwdch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezerh osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 0 - -
0,289711934 0,289711934 0 0 0
0,434567901 g 0,144855967 0 0 0
0,651851852 E 0,217283951 0 0,00 0 0
0,977777778 0,325925926 5 55,56 25 0,814815
1,466666667 0,488888889 4 44,44 4,5 2,2
2,2 0,733333333 9 100,00 6,5 4,766667
33 11 9 9 99
suma (z*d) 177
suma/n 20
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 134
1/1C50 0,749
96h: Pendimetalina Testl i test I
wg Krabera
LC50 JuLcso LC-0%(b)___|EC50 [VECs0
0s 1,6975| 0,5891 0,9623
REG 1,4250 0,7013 0,6179 1,2273
OS/REG | 1,1905 0,8400 1,5574 1,3333] 0,7500!
Test Il 1,1§9_5_‘ 1,5600]
[
Srednia O/R 1,1800 1,467,
0,0148; 0,1603]
LC50 1/LC50 {LC-0%(b) _[EC50 [V/ECS0
os 1,5617| 0,6403] 0,0000 1,1770]
REG 0,7488] 0,0000 0,7545
OSIREGI_|._. _— DZIEL/O! | .
Srednia OS 1,6296 1,1317
0,0960 0,0640
$rednia REG 1,3807 0,7846
0,0960 0,2561
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czas [h] 9%
21.08.2019 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,289711934 0,280711934 9 9 2,607407
0,434567901 g 0,144855967 9 9 1,303704
0,651851852 g 0,217283951 9 100,00 9 1,955556
0,977777778 0,325925926 6 66,67 75 2,444444
1,466666667 0,488888889 0 0,00 3 1,466667
2,2 0,733333333 0 0 0
33 11 [} 0 0
suma (z*d) 98
suma/n 11
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 1,09
1/EC50 0,920
czas [] 956
21.08.2019 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,289711934 0,289711934 9 9 2,607407
0,434567901 g 0,144855967 9 9 1,303704
0,651851852 E 0,217283951 9 100,00 9 1,955556
0,977777778 0,325925926 0 0,00 4,5 1,466667
1,466666667 0,438883889 0 4 [}
22 0,733333333 0 4 [}
33 11 0 4 [
suma (z+d) 73
suma/n 08
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 081
1/EC50 1,227
czas [h] 96
7.09.2019 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 -
0,289711934 0,289711934 9 9 2,607407
0,434567901 3 0,144855967 9 9 1,303704
0,651851852 g 0,217283951 9 100,00 9 1,955556
0,977777778 0,325925926 8 88,89 85 2,77037
1,466666667 0,438888889 4 0,00 4 1,955556
22 0,733333333 0 o 4
33 11 0 0 ]
suma (z°d) 106
suma/n 12
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 1,18
/ EC50 0,850
czas[h 96
7.09.2019 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikow %] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,289711934 0,289711934 9 9 2,607407
0,434567901 g 0,144855967 9 100,00 9 1,303704
0,651851852 E 0,217283951 7 77,78 8 1,738272
0977777778 0325925926 0 0,00 35 1,140741
1,466666667 0,488883889 0 4 [}
22 0,733333333 0 4 [}
33 11 0 4 [
suma (z+d) 68
suma/n 08
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 075
1/EC50 1,325
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Tabela Z-29. Karboksyna. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
18.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezerh osobnikow %] dawkach z+d
0 - 0
11,41289438 11,41289438 0 0 0
17,11934156 % 5,706447188 0 0 0
25,67901235 M 8,559670782 0 0 0
38,51851852 12,83950617 0 0,00 [} 0
57,77777778 19,25925926 9 100,00 45 86,66667
86,66666667 28,88888889 9 9 260
130 43,33333333 9 9 390
suma (z*d) 736,7
suman 81,9
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 48,15
1/1C50 0,021
czas [h 9%
18.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezett osobnikéw  [%) dawkach z+d
0 - 0 - -
11,41289438 11,41289438 0 0 ]
17,11934156 g 5,706447188 0 0 ]
25,67901235 g 8,559670782 [} 0,00 0 4
38,51851852 12,83950617 4 44,44 2 25,67901
57,77777778 19,25925926 9 100,00 65 125,1852
86,66666667 28,83888889 9 9 260
130 43,33333333 9 9 390
suma (z*d) 800,9
suma/n 89,0
LCS50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 41,02
1/1C50 0,024
czas [h] 9%
12.10.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwech przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezerh osobnikow %] dawkach z+d
0 - [} -
11,41289438 11,41289438 0 0 0
17,11934156 % 5,706447188 0 0 0
25,67901235 < 8,559670782 0 0 o
38,51851852 12,83950617 [} 0,00 [} 0
5777777778 19,25925926 9 100,00 45 86,66667
86,66666667 28,88388839 9 9 260
130 43,33333333 9 9 390
suma (z*d) 736,7
suman 81,9
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 48,15
1/1C50 0,021
czas [h %
12.10.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %) dawkach z*d
0 - [} - -
11,41289438 11,41289438 [} 0 4
17,11934156 3 5706447188 [} 0,00 0 4
25,67901235 § 8,559670782 2 22,22 1 8,559671
38,51851852 12,83950617 5 55,56 35 44,93827
57,77777778 19,25925926 9 100,00 7 134,8148
86,66666667 28,83888889 9 9 260
130 43,33333333 9 9 390
suma (z*d) 8383
suma/n 93,1
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 36,85
1/1C50 0,027 |
96h: Karboksyna Test I
wg Krabera
LC50 1/LC50 iLC-0%(b)___|EC50 [UEC50
0s 48,1481 0,0208] 38,5185 37,4486 0,0267]
REG 41,0151 0,0244 _ 251528] 17,4364 0574
OS/TREG | 1,1739) 0,8519 1,5314) 2,1477] 0,4656.
Test Il 1.30651‘ 1,9773]
| |
Srednia O/R 1.2494 2,0625
0,0037| 0,1205/
LC50 1LC50 LC-0%(b)  |EC50 |VECs0
0s 481481 0,0208] ___0,0000] ___ 0,029
REG 36,8541 0,0271! 0,0574]
OS/REG II 1,3065 0,7654! 0,5057'
Srednia OS 48,1481 35,9625
0,0000 2,1016
Srednia REG 38,9346 17,4364
2,9422 0,0000
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czas [h] %
18.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie peni dwach po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [9%] dawkach z*d
0 - 9 - -
11,41289438 11,41289438 9 9 102,716
17,11934156 3 5706447188 9 9 51,35802
25,67901235 g 8,550670782 9 100,00 9 77,03704
38,51851852 12,83950617 3 33,33 6 77,03704
57,77777778 19,25925926 0 0,00 15 28,88889
86,66666667 28,88838839 [} 0 0
130 43,33333333 o 0 0
suma (z*d) 337,0
suma/n 374
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 37.45
1/EC50 0,027
czas [] 9%
18.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezent osobnikéw %] dawkach z*d
0 - [ - -
11,41289438 11,41289438 9 100,00 9 102,716
17,11934156 E 5,706447188 4 44,44 6,5 37,09191
25,67901235 g 8,559670782 0 0,00 2 17,11934
38,51851852 12,83950617 0 0 0
57,77777778 19,25925926 4 0 0
86,66666667 28,88883889 0 0 0
130 43,33333333 0 0 0
suma (z2*d) 156,9
suma/n 174
EC50 = LCmax -
(suma/n) [ma/l] 17,44
1/EC50 0,057
czas [h] 9%
12.10.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
11,41289438 11,41289438 9 9 102,716
17,11934156 3 5,706447188 9 100,00 9 51,35802
25,67901235 g 8,559670782 8 88,89 85 72,7572
38,51851852 12,83950617 2 22,22 5 64,19753
57,77777778 19,25925926 4 0,00 1 19,25926
86,66666667 28,88888889 0 o 4
130 43,33333333 0 0 ]
suma (z°d) 3103
suma/n 345
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 34,48
/ EC50 0,020
czas[h %
12.10.2020 metoda
d - roznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczbaw 2wierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezefh osobnikéw %] dawkach z+d
[ - 9 - -
11,41280438 11,41289438 9 100,00 9 102,716
17,11934156 E 5,706447188 4 44,44 6,5 37,09191
25,67901235 g 8,559670782 0 0,00 2 17,1934
38,51851852 12,83950617 ] 0 0
57,77777778 19,25925926 0 0 0
86,66666667 28,88888889 0 0 0
130 43,33333333 0 0 0
suma (z*d) 156,9
suma/n 174
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 17.44
1/ EC50 0,057
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Tabela Z-30. CCC. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCs0i ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] %
16.03.2020 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
warto$ci padlych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow %] dawkach z*d
- 0
517,9405276 517,9405276 0 0 0
673,3226859 E 155,3821583 0 ) 0
875,3194916 ; 201,9968058 0 0 0
1137,915339 262,5958475 0 0 0
1479,289941 341,3746017 0 0,00 4 0
1923,076923 443,7869822 9 100,00 45 1997,041
2500 576,9230769 9 9 5192,308
suma (z*d) 7189,3
suma/n 798,8
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 1701,18
1/1C50 0,001
czas [n] %
16.03.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujgcych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z+d
0 - 4 -
517,9405276 517,9405276 4 0 0
673,3226859 3 155,3821583 4 0 0
875,3194916 g 201,9968058 0 0 0
1137,915339 262,5958475 0 0,00 0 0
1479,289941 341,3746017 9 100,00 45 1536,186
1923,076923 443,7869822 9 9 3994,083
2500 576,9230769 9 9 5192,308
suma (z*d) 10722,6
suma/n 11914
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 1308,60
1/LC50 0,001 |
czas [h] %
23.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padtych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*d
[ - 0 -
517,9405276 517,9405276 0 0 [
673,3226859 z 155,3821563 0 0 4
875,3194916 E 201,9968058 0 0 0
1137,915339 262,5958475 0 0 0
1479,289941 341,3746017 0 0,00 0
1923,076923 443,7869822 9 100,00 45 1997,041
2500 576,9230769 9 9 5192,308
suma (z*d) 7189,3
suma/n 798.8
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 1701,18
1/LC50 0,001
czas[h] 9%
23.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw | [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
517,9405276 517,9405276 0 ) 0
673,3226859 g 155,3821583 0 0 0
875,3194916 E 201,9968058 0 ) 0
1137,915339 262,5958475 0 0,00 ) 0
1479,289941 341,3746017 6 66,67 3 1024,124
1023,076923 443,7860822 9 100,00 7.5 3328,402
2500 576,9230769 9 9 5192,308
suma (z+d) 9544,8
suma/n 10605
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 1439,46
1/LC50 0,001
96h: CCC Test | test I
wg Krabera
LC50 T1/Lcso ILC-0%(b) _ |EC50 [1/EC50
oS 1701,1834 0,0006] _1479,3000| 1275,0487 0,0008]
REG 1308,6026 0,0008] _1137,9000}  1308,6026 0,0008!
OS/REG | 000 0,7692] 1,3000 9744, 1,0263
Test Il 1, 181§§ 1,0000
Srednia O/R 1,2409; 0,9872
Odchyl 0,0836! 0,0181]
LC50 [1Lcs0 {LC-0%(b) _ [EC50 [1/EC50 |
0s 1701,1834] 0,0006 0,0000{ 1308,60: 0,0008!
REG 9 0,0007! 0,0000/ " 1308,60: 0,0008|
OS/REG Il 1,1818 0,8462] #DZIEL/0! 1,0000 1,000/
Srednia OS  1701,1834 1291,8257
Odchyl 0,0000 23,7262
Srednia REG |[11374,0328 1308,6026
Odchyl 92,5322 0,0000

czas[h] 9%
16.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
0 - 9 - -
517,9405276 517,9405276 9 9 661,465
673,3226859 g 155,3821583 9 9 1398,439
875,3194916 M 201,9968058 9 100,00 9 1817,971
1137,915339 262,5958475 8 88,89 85 2232,065
1479,289941 341,3746017 o 0,00 4 1365,498
1923,076923 443,7869822 0 4 0
2500 576,9230769 0 ] 0
suma (zd) 114754
suma/n 1275,0
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg1) 1275,05
1/ EC50 0,001 |
czas [h] %
16.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwdch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mgll] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 9 - -
517,9405276 517,9405276 9 9 4661,465
673,3226859 3 155,3821583 9 9 1398,439
875,3194916 £ 201,9968058 9 9 1817,971
1137,915339 262,5058475 9 100,00 9 2363,363
1479,289941 341,3746017 0 0,00 45 1536,186
1923,076923 443,7869822 0 0 ]
2500 576,9230769 0 0 ]
suma (z*d) 11777,4
suma/n 13086
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 1308,60
1/EC50 0,001
czas [n] 9%
23.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikéw  [%] dawkach z+d
0 - 9 - -
517,9405276 517,9405276 9 9 4661,465
673,3226859 B 155,3821583 9 9 1398,439
875,3194916 g 201,9968058 9 9 1817,971
1137,915339 262,5058475 9 100,00 9 2363,363
1479,289941 341,3746017 0 0,00 4,5 1536,186
1923,076923 443,7869822 4 0 0
2500 576,9230769 4 0 0
suma (z*d) 11777,4
suma/n 13086
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/1] 1308,60
1/EC50 0,001
czas [h] 9%
23.03.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwdch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
517,9405276 517,9405276 9 9 4661,465
673,3226859 g 155,3821583 9 9 1398,439
875,3194916 E 201,9968058 9 9 1817,971
1137,915339 262,5958475 9 100,00 9 2363,363
1479,289941 341,3746017 0 0,00 45 1536,186
1923,076923 443,7869822 [} 0 0
2500 576,9230769 [} 0 0
suma (z*d) 17774
suma/n 1308,6
ECS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l) 1308,60
1/EC50 0,001
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Tabela Z-31. Profam. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
18.10.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 - 0
7,023319616 7,023319616 0 0 0
10,53497942 g 3,511659808 0 0 0
15,80246914 g 5,267489712 [} 0 0
23,7037037 7,901234568 [} [} 0
35,55555556 11,85185185 0 0,00 0 0
53,33333333 1777777778 3 33,33 15 26,66667
80 26,66666667 9 100,00 6 160
suma (z*d) 186,7
suma/n 207
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 50,2593
1/1LC50 0,017
czas [h 9%
18.10.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
7,023319616 7,023319616 0 0 0
10,53497942 g 3,511659808 0 0 )
15,80246914 E 5,267489712 0 0 ]
23,7037037 7,901234568 [} 0 4
35,55555556 11,85185185 [} 0,00 0 4
53,33333333 17,77777778 8 88,8 4 7111111
80 26,66666667 9 100,00 85 226,6667
suma (z*d) 207,8
suma/n 331
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 46,9136
1/1C50 0,021
czas [h] 96
22.11.2021 metoda
d - roznica z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 0
7,023319616 7,023319616 0 [ 0
10,53497942 3 3,511659808 [} o 4
15,80246914 E 5,267489712 0 0 0
23,7037037 7,901234568 0 0 0
35,55555556 11,85185185 0 0,00 0 0
53,33333333 17,77777778 3 33,33 15 26,66667
80 26,66666667 9 100,00 6 160
suma (z*d) 186,7
lsuma/n 20,7
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 59,2593
1/LC50 0,017
czas [h] %
22.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
warto$ci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%) dawkach z*d
0 - [ - -
7,023319616 7,023319616 0 0 4
10,53497942 g 3,511659808 0 0 ]
15,80246914 E 5,267489712 0 0 ]
23,7037037 7,901234568 0 0,00 0 ]
35,55555556 11,85185185 2 22,22 1 11,85185
53,33333333 17,77777778 9 100,00 55 97,77778
80 26,66666667 9 9 240
suma (z*d) 349,6
suma/n 388
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 41,1523
1/1C50 0,024
96h: Profam test | test Il
wg Krabera
1/LC50 LC-0%(b) __|EC50 [VECS0
0s 00160, 36,8254 31,2757 10,0320
REG 46, 0,0213] _ 34,2161| 24,5085 0,0408
OS/REG | 1,2632] 0,7917 1,0763] 1,2761] 0,7836.
Test Il 1‘440gj> 1,3279)
i
|
Srednia O/R| 1,3516 1,3020
Odchyl 0,0366|
LC50 [vLcso LC-0%(b) _|EC50 [vEcso |
0s 0,0169; 0,0000 29,6206| 0,038
REG 0,0243; 0,0000| 22,3137 0,0448
[OSIREG il 70,6944 1,3279] 0,7531
Srednia OS 59,2593 30,4527
Odchyl 0,0000 1,1640
Srednia REG|144,0329 23,4111
Odchyl 4,0739 1,5519

164

czas [h] 9%
18.10.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
7,023319616 7,023319616 9 9 63,2008
10,53497942 g 3,511659808 9 9 31,60494
15,80246914 E 5,267489712 9 9 47,40741
23,7037037 7,901234568 9 100,00 9 71,1111
35,55555556 11,85185185 1 11,11 5 59,25926
53,33333333 17,77777778 0 0,00 0,5 8,888889
80 26,66666667 [} 0 0
suma (z*d) 2815
sumain 313
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 31,2757
1/EC50 0,032
czas [] 96
18.10.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch |  Liczbaw 2wierzat przy
po sobie pefni dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
[} - 9 -
7,023319616 7,023319616 9 9 63,2008
10,53497942 H 3,511659808 9 100,00 9 31,60494
15,80246914 E 5,267489712 8 88,89 8,5 44,77366
23,7037037 7,901234568 5 55,56 6,5 51,35802
35,55555556 11,85185185 0 0,00 25 29,62963
53,33333333 1777777778 0 ) 0
80 26,66666667 0 ] 0
suma (z*d) 220,6
suma/n 24,5
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 24,5085
1/EC50 0,041
czas [h] 9%
22.11.2021 metoda
d - roznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw  [9%] dawkach z+d
0 - 9 -
7,023319616 7,023319616 9 9 63,20983
10,53497942 3 3511659808 9 9 31,60494
15,80246914 § 5,267489712 9 9 47,40741
23,7037037 7,901234568 9 100,00 9 71,11111
35,55555556 11,85185185 0 0,00 45 53,3333
53,33333333 17,77777778 4 o 4
80 26,66666667 0 0 0
suma (z*d) 266,7
suma/n 29,6
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 20,6206
/ EC50 0,034
czas [h 96
22.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzatych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie peini dwdch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow (%] dawkach z*d
[ - 9 -
7,023319616 7,023319616 9 9 63,2008
10,53497942 E 3,511659808 9 100,00 9 31,60494
15,80246914 E 5,267489712 8 88,89 85 44,77366
23,7037037 7,901234568 3 33,33 55 43,45679
35,55555556 11,85185185 0 0,00 15 17,77778
53,33333333 17,77777778 0 0 0
80 26,66666667 0 ] 0
suma (z*d) 2008
suma/n 223
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 22,3137
1/EC50 0,045
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Tabela Z-32. Alachlor. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
14.04.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 -
0,877914952 0,877914952 0 0 0
1,316872428 E 0,438957476 0 0 o
1,975308642 E 0,658436214 0 0,00 0 0
2,962962963 0,987654321 2 22,22 1 0,987654
4,444444444 1,481481481 4 44,44 3 4,444444
6,666666667 2,222222222 9 100,00 6,5 14,44444
10 3,333333333 9 9 30
suma (z*d) 49,9
lsuma/n 55
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 4,4582
1/LC50 0,224
czas [h] 96
14.04.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
warto$ci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
) - 0 -
0,877914952 0,877914952 0 0 0
1,316872428 1 0,438957476 0 0 0
1,975308642 § 0,658436214 0 0,00 0 0
2,962962963 0,987654321 3 33,33 15 1,481481
4,444444444 1,481481481 9 100,00 6 8,888889
6,666666667 2,222222222 9 9 20
10 3,333333333 9 9 30
suma (z*d) 60,4
lsuma/n 6.7
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l 3,2922
czas [h] 96
1/LCt 0,304
19.11.2021 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
wartos$ci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 -
0,877914952 0,877914952 0 0 0
1,316872428 g 0,438957476 0 0 ]
1,975308642 g 0,658436214 0 0,00 0 ]
2,962962963 0,987654321 2 2222 1 0,987654
4,444444444 1,481481481 3 33,33 25 3,703704
6,666666667 2,222222222 9 100,00 6 13,33333
10 3,333333333 9 9 30
suma (z*d) 48,0
suma/n 53
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 4,6639
1/LC50 0,214
czas [h] 96
19.11.2021 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
[ - 0 - -
0,877914952 0,877914952 0 0 0
1,316872428 E 0,438957476 0 0 0
1,975308642 g 0,658436214 0 0,00 0 0
2,962962963 0,987654321 2 22,22 1 0,987654
4,444444444 1,481481481 9 100,00 55 8,148148
6,666666667 2,222222222 9 9 20
10 3,333333333 9 9 30
suma (z*d) 59,1
suma/n 6,6
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 3,4294
1/1C50 0,292
96h: Alachlor test | i test I
wg Krabera
LC50 [1/LC50 LC0%(b) __|EC50 11/EC50
0S 4.4582] 0,2243 4,1270 2,2862 0,4374
REG 3,2922 0,3038 2,0459 2,2862 0,4374
OS/REG | 1,3542 0,7385 2‘01725 1,0000; 1,0000/
Test I 1,3600: 1,0000]
Srednia OR 1,3571 1,0000
Odchy! 0,0041 0,0000;
LC50 [1/Lcs0 LC-0%(b) __|EC50 VECS0
0S 0,2144 0,0000 1,6461 0,6075
TER 0,2916! 0,00001 1,6461 0,6075,
|OS/REG Il 1,3600| 0,7353 1,0000; 1,0000
Srednia OS 4,5610 1,9662
Odchyl 0,1455 04527
Srednia REG 3,3608 1,9662
Odchy! 0,0970 0,4527

czas [h] %
14.04.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%) dawkach z+d
o - 9 - -
0,877914952 0,877914952 9 9 7,901235
1,316872428 E 0,438957476 9 100,00 9 3,950617
1,975308642 g 0,658436214 7 77,78 8 5,26749
2,962062963 0,987654321 4 0,00 35 3,45679
4,444444444 1,481481481 0 0 0
6,666666667 2,222222222 ) 0 ]
10 3,333333333 4 0 4
suma (z+d) 20,6
suma/n 23
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 2,2862
/ EC50 0,437
czash 9%
14.04.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w 2Zwierzat przy
po sobie peni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,877914952 0,877914952 9 9 7,901235
1,316872428 3 0,438957476 9 100,00 9 3,950617
1,975308642 g 0,658436214 7 77,78 8 5,26749
2,962062963 0,987654321 4 0,00 35 3,45679
4,444444444 1,481481481 0 [} 0
6,666666667 2222202222 0 [} 0
10 3,333333333 0 o 0
suma (z2*d) 206
suman 23
ECS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 2,2862
1/ ECs0 0437
czas [h] %
19.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow | [%] dawkach zvd
0 - 9 - -
0,877914952 0,877914952 9 9 7,901235
1,316872428 3 0,438957476 9 100,00 9 3,950617
1,975308642 g 0,658436214 4 0,00 45 2,962063
2,962062963 0,987654321 0 0 0
4,444444444 1,481481481 0 0 0
6,666666667 2,222222222 ) 0 ]
10 3333333333 4 o 4
suma (z¢d) 14,8
suma/n 16
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 1,6461
/ EC50 0,608
czas [h] 9%
19.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezert osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,877914952 0,877914952 9 9 7,901235
1,316872428 g 0,438957476 9 100,00 9 3,950617
1,975308642 E 0,658436214 0 0,00 4,5 2,962963
2,962962963 0,987654321 0 0 ]
4,444444444 1,481481481 0 0 ]
6,666666667 2,222222222 0 0 ]
10 3333333333 [} 0 4
suma (z*d) 14,8
suma/n 16
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 16461
1/EC50 0,608
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Tabela Z-33. Etofumesat. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [n] 96
19.05.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow %] dawkach z*+d
0 -
6,58436214 6,58436214 0 0 0
9,87654321 g 3,29218107 0 0 0
14,81481481 g 4,938271605 [} 0 0
22,22222222 7,407407407 0 0 0
33,33333333 11,11111111 0 0,00 0 0
50 16,66666667 6 66,67 3 50
75 25 9 100,00 75 187,5
suma (z*d) 2375
suma/n 264
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 48,6111
1/LC50 0,021
czas [h 9%
19.05.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
6,58436214 6,58436214 0 0 0
9,87654321 g 3,29218107 0 0 0
14,81481481 5 4,938271605 0 0,00 0 )
22,22222222 7,407407407 2 22,22 1 7,407407
33,33333333 11,11111111 4 44,44 3 33,33333
50 16,66666667 9 100,00 65 108,3333
75 2 9 9 225
suma (z*d) 374,1
suma/n 41,6
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l) 33,4362
1/1C50 0,030
czas [h] 96
22.11.2021 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/] stezen osobnikow (%] dawkach z+d
o .
6,58436214 6,58436214 0 0 0
9,87654321 % 3,29218107 0 0 0
14,81481481 < 4,938271605 0 0 0
22,22222222 7,407407407 o o 0
33,33333333 1111111111 0 0,00 [ 0
50 16,66666667 7 77,78 3,5 58,33333
75 25 9 100,00 8 200
suma (z*d) 258,3
suman 287
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 46,2963
1/1LC50 0,022
czash %
22.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %) dawkach z*d
0 - [} - -
6,58436214 6,58436214 0 0 4
9,87654321 3 3,20218107 0 0 4
14,81481481 § 4,938271605 o 0 4
22,22220222 7,407407407 [} 0,00 0 0
33,33333333 11,11111111 5 55,56 25 27,77778
50 16,66666667 9 100,00 7 116,6667
75 25 9 9 225
suma (z+d) 369.4
suma/n 41,0
LCS0 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 33,9506
1/LC50 0,020
96h: Etofumesat test | i test I
wg Krabera
LC50 [1/Lcs0 LC-0%(b) __|EC50 VEC50
0s 28,6111 0,0206; 30,9524 18,5185 0,0540]
REG 8,0699| 12,3457 0,0810]
[OS/REG | 3,8355] 1,500 0,6667
Test Il 1,3636 1,5000]
T
|
Srednia O/R| 1,4087; 1,5000
Odchy! 0,0638] 0,0000]
LC50 [vLcs0 LC-0%(b) [VECE0
0s 46,2963 0,0216] 0,000 00540
TER 33,9506 0,0295; 0,0000 0,0810]
OS/REG II 1,3636, 0,7333] 0,6667
Srednia OS 47,4537 18,5185
Odchyl 1,6368 0,0000
Srednia REG 33,6934 12,3457
Odchyl 0,3637 0,0000
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czas [h] 9%
19.05.2021 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
6,58436214 6,58436214 9 9 59,25026
9,87654321 g 3,29218107 9 9 29,62963
14,81481481 E 4,938271605 9 100,00 9 44,44444
22,22022222 7,407407407 [} 0,00 45 33,33333
33,33333333 11,11111111 0 0 0
50 16,66666667 0 0 0
75 25 [} 0 0
suma (z+d) 1667
sumain 185
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 18,5185
1/EC! 0054
Czas [N]] 96
19.05.2021 metoda
d - réznica Z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
6,58436214 6,58436214 9 9 59,25926
9,87654321 E 3,29218107 9 100,00 9 29,62963
14,81481481 E 4,938271605 ) 0,00 45 22,22222
22,22222222 7,407407407 ) 0 0
33,33333333 1111111111 [ 0 0
50 16,66666667 4 0 0
75 25 4 0 0
suma (2*d) 11,1
suma/n 123
ECS50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 12,3457
1/EC50 0,081
czas [h] 9%
22.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezeft osobnikéw | [%] dawkach z+d
[} - 9 - -
658436214 6,58436214 9 9 59,25026
9,87654321 3 3,29218107 9 9 20,62063
14,81481481 E 4,938271605 9 100,00 9 44,44444
22,22222222 7,407407407 4 0,00 45 33,33333
33,33333333 11,11111111 4 o 4
50 16,66666667 0 0 0
75 25 0 0 ]
suma (z°d) 166,7
suma/n 185
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 18,5185
/ EC50 0,054
czas[h 9%
22.11.2021 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l) stezert osobnikéw (%] dawkach z+d
[} - [ - -
6,58436214 6,58436214 9 9 59,25926
9,87654321 5 3,20218107 9 100,00 9 29,62963
14,81481481 g 4,938271605 0 0,00 45 22,2222
22,22202222 7,407407407 0 4 [}
33,33333333 11,11111111 0 0 [}
50 16,66666667 0 4 [}
75 25 0 0 0
suma (z*d) 1111
suma/n 123
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/i] 12,3457
1/EC50 0,081
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Tabela Z-34. Kaptan. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
7.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/] stezen osobnikow (%] dawkach z+d
0 - 0
0,043895748 0,043895748 0 0 0
0,065843621 % 0,021947874 0 0 0
0,098765432 < 0,032921811 0 0,00 0 0
0,148148148 0,049382716 4 44,44 2 0,008765
0,222222222 0,074074074 7 77,78 55 0,407407
0,333333333 0,111111111 9 100,00 8 0,888889
05 0,166666667 9 9 15
suma (z*d) 29
suman 03
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 018
1/1C50 5,608
czas [h] 9%
7.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezett osobnikéw  [%) dawkach z*d
) - 0 - -
0,043895748 0,043895748 0 0 ]
0,065843621 g 0,021947874 0 0,00 0 ]
0,008765432 g 0,032921811 2 22,22 1 0032022
0,148148148 0,049382716 9 100,00 55 0,271605
0,222222222 0,074074074 9 9 0,666667
0,333333333 0111111111 9 9 1
05 0,166666667 9 9 15
suma (z*d) 35
suma/n 04
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 011
1/1C50 8,748
czas [h] 96
25.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwech przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw (%] dawkach z*d
0 - 0 -
0,043895748 0,043895748 0 0 o
0,065843621 3 0,021047874 0 [ 0
0,098765432 g 0,032921811 0 0,00 [} 0
0,148148148 0,049382716 6 66,67 3 0,148148
0,222222222 0,074074074 9 100,00 75 0,555556
0,333333333 0,111111111 9 9 1
0,5 0,166666667 9 9 15
suma (z*d) 32
suma/n 04
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 014
1/1C50 6.943
czas [h %
25.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
0 - [} - -
0,043895748 0,043895748 0 0 4
0,065843621 3 0,021947874 o 0,00 0 4
0,008765432 g 0,032021811 2 2222 1 0,032022
0,148148148 0,049382716 9 100,00 55 0271605
0,222222222 0,074074074 9 9 0,666667
0,333333333 0111111111 9 9 1
05 0,166666667 9 9 15
suma (z*d) 35
suma/n 04
LCS0 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 011
1/LC50 8,748
96h: Kaptan Test i i test Il
wg Krabera
LC50 [1/LC50 LC0%(b) _|EC50 [
0s 01783 56077, 0,072,
REG 0,1143 8,7480 0,0727
OS/REG | 1,5600 0,6410 1,0619) 1,7250 0,5797,
Test Il 1,2600; 1,5714]
Srednia O/R 1,4100 1,6482
Odchyl 0,2121] 0,1086
LC50 [1/LCs0 ILCo%(b) __|EC50 [VECs0
0s 0,1440] 6,9429] 0,0000 0,1006! 9,9409!
REG 0,1143 8,7480! 0,000/ 0,0640 15,6214
OS/REG Il 1,2600 0,7937] #DZIEL/O! | 15714 0,6364,
Srednia OS 0,1612 0,1029
Odchyl 0,0242 0,0032
$Srednia REG 0,1143 0,0625
Odchy! 0,0000 0,0022
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czas [h] %
7.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pelni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [9%] dawkach z*d
0 - 9 - -
0,043895748 0,043895748 9 9 0,395062
0,065843621 3 0,021947874 9 100,00 9 0,197531
0,098765432 g 0,032921811 5 55,56 7 0,230453
0,148148148 0,049382716 0 0,00 25 0,123457
0,222222222 0,074074074 0 0 0
0,333333333 0111111111 0 0 [
05 0,166666667 o 0 0
suma (z*d) 09
suma/n 01
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 011
1/EC 9.509
Czas [N]] %
7.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
B 9 - -
0,043895748 0,043895748 9 100,00 9 0,395062
0,065843621 H 0021947874 2 22,22 55 0,120713
0,098765432 g 0,032021811 0 0,00 1 0,032022
0,148148148 0,049382716 0 0 o
0222222222 0,074074074 0 4 0
0,333333333 0,111111111 0 4 o
05 0,166666667 0 ] 0
suma (z*d) 05
suma/n 01
EC50 = LCmax -
(suman) [mg/] 0,06
1/EC50 16,403
czas [h] 9%
25.09.2020 metoda
d - roznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l stezef osobnikéw | [9%] dawkach z+d
0 - 9 -
0,043895748 0,043895748 9 9 0,395062
0,065843621 3 0021947874 9 100,00 9 0,197531
0,098765432 § 0,032021811 4 44,44 65 0,213992
0,148148148 0,049382716 0 0,00 2 0,098765
0,222222222 0,074074074 0 0 0
0,333333333 0111111111 4 o 4
05 0,166666667 0 0 0
suma (27d) 09
suma/n 01
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 0.10
/ EC50 9,941
czas[h 9%
25.00.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l) stezent osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 - -
0,043895748 0,043895748 9 100,00 9 0,395062
0,065843621 5 0,021947874 3 3333 6 0,131687
0,098765432 g 0,032021811 0 0,00 15 0,049383
0,148148148 0,049382716 0 4 0
0222222222 0,074074074 0 0 [}
0,333333333 0,111111111 0 4 [}
05 0,166666667 0 0 0
suma (z+d) 06
suma/n 01
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/i] 0,06
1/EC50 15,621
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Tabela Z-35. Metazachlor. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECsooraz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 96
7.09.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw %] dawkach z*d
0 .
1,755829904 1,755829904 0 0 0
2,633744856 g 0,877914952 0 0 0
3,950617284 g 1,316872428 [} 0 0
5,925925926 1,975308642 [} [} 0
8,888888889 2,962962963 0 0,00 0 0
13,33333333 4,444444444 2 22,22 1 4,444444
20 6,666666667 9 100,00 55 36,66667
suma (z*d) a1
suma/n 46
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 15.43
1/LC50 0,065
czas [h] 9%
7.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow  [%] dawkach z*d
] - 0 - -
1,755829904 1,755829904 0 0 ]
2,633744856 g 0,877914952 0 0 ]
3,950617284 E 1,316872428 0 0,00 0 )
5,925925926 1,975308642 1 1111 0,5 0,987654
8,883888389 2,962962963 2 22,22 15 4,444444
13,33333333 4,444444444 9 100,00 55 24,44444
20 6,666666667 9 9 60
suma (z*d) 89,9
suma/n 100
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 10,01
1/1C50 0,100 |
czas [h] 96
25.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwoch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%)] dawkach z+d
0 - 0
1,755829904 1,755829904 0 0 ]
2,633744856 3 0877914952 0 0 4
3,950617284 g 1,316872428 0 0 4
5,925925926 1,975308642 0 0 ]
8,888888889 2,962962963 0 0,00 0 0
13,33333333 4,444444444 3 33,33 15 6,666667
20 6,666666667 9 100,00 6 40
suma (z*d) 26,7
suma/n 52
LC50 = LCmax -
(suma’n) [mg/1] 14,81
1/LC50 0,068
czas[h %
25.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%] dawkach z*d
[} - 0 - -
1,755829904 1,755829904 0 4 [}
2,633744856 3 0,877914952 0 4 o
3,950617284 g 1,316872428 0 0,00 0 [}
5,925025926 1,975308642 1 11,11 05 0,987654
8,888883889 2,962962963 2 22,22 15 4,444444
13,33333333 4,444444444 9 100,00 55 24,44444
20 6,666666667 9 9 60
suma (z°d) 89,9
suma/n 100
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 10,01
1/1C50 0,100
96h: Metazachlor Test | i test Il
wg Krabera
LC50 LC50 LC0%(b) __[EC50 TUEC50
0s 15,4321 0,0648] 9,8167 7.1331; 0,1402
REG 10,0137 0,099 5,1802] 3,2022 0,3038]
OS/REG | 1,5411 0,6489] 1,8950| 2,1667; 0,4615]
Test Il 1,4795| 1,9167.
Srednia O/R 1,5103 2,0417,
0,0436] 0,1768]
LC50 [1/Lcs0 LC-0%(b) __[EC50 TECs0 |
0s 14,8148 0,0675! 0,0000 6,31001 0,1585]
REG 10,0137 0,0999 0,000/ 3,2022 0,3038]
OS/REG I 1,4795/ 0,67597 #DZIEL/O! | 1,9167; 0,5217
Srednia OS 15,1235 6,7215
0,4365 0,5820
Srednia REG 10,0137 3,2022
0,0000 0,0000
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czas [h] 9%
7.09.2020 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwoch | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
1,755829904 1,755829904 9 9 15,80247
2,633744856 g 0,877914952 9 9 7,901235
3,950617284 g 1,316872428 9 100,00 9 11,85185
5,925925926 1,975308642 8 88,89 85 16,79012
8,838888889 2,962962963 0 0,00 4 11,85185
13,33333333 4,444444444 0 0 0
20 6,666666667 [} 0 0
suma (z*d) 64,2
suma/n 7.1
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/I] 713
1/EC! 0,140
czas [n] %6
7.09.2020 metoda
d - réznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie peini dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezent osobnikow (%] dawkach z*d
0 - 9 - -
1,755829904 1,755829904 9 9 15,80247
2,633744856 E 0,877914952 9 100,00 9 7,901235
3,950617284 E 1,316872428 0 0,00 45 5,925926
5,925925926 1,975308642 0 ] 0
8,883883389 2,962962963 0 4 0
13,33333333 4,444444444 0 4 0
20 6,666666667 0 4 0
suma (z+d) 29,6
suma/n 33
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 3,20
1/EC50 0304
czas [h] 9%
25.09.2020 metoda
d - roznica z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwach | - Liczba w 2wierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/ stezef osobnikéw  [9%] dawkach z+d
0 - 9 -
1,755820904 1,755820904 9 9 15,80247
2,633744856 3 0,877914952 9 9 7,901235
3950617284 § 1,316872428 9 100,00 9 11,85185
5,925925926 1,975308642 5 55,56 7 13,82716
8,838888889 2,962962963 0 0,00 25 7,407407
13,33333333 4,444444444 4 0 4
20 6,666666667 0 0 0
suma (z°d) 56,8
suma/n 63
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 631
/ EC50 0,158
czas[h 9%
25.09.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w 2zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezen osobnikéw  [%)] dawkach z*d
B 9 B .
1,755829904 1,755829904 9 9 15,80247
2,633744856 3 0,877914952 9 100,00 9 7901235
3,050617284 g 1,316872428 0 0,00 45 5925926
5925025926 1,975308642 0 0 [}
8,883883889 2,962962963 0 4 0
13,33333333 4,444444444 0 4 o
20 6,666666667 0 ] 0
suma (z*d) 29,6
suma/n 33
EC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/] 329
1/EC50 0,304
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Tabela Z-36. Dicamba. Test na hydrach. Wyniki dla wartosci LCsoi ECso0raz TI(LCso) i TI(ECso).

czas [h] 9%
3.02.2020 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezerh osobnikow %] dawkach z*d
[ - o -
8,77914952 8,77914952 0 0 0
13,16872428 % 4,38957476 0 0 0
19,75308642 M 6,58436214 0 0 0
29,62962963 9,87654321 0 0,00 0 0
44,44444444, 14,81481481 9 100,00 45 66,66667
66,66666667 22,22222222 9 9 200
100 33,33333333 9 9 300
suma (z*d) 566,7
suman 63,0
LC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 37,04
1/LC50 0,027
czas [h 9%
3.02.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwdch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezett osobnikéw  [%) dawkach z+d
0 - 0 - -
8,77914952 8,77914952 0 0 ]
13,16872428 g 4,38957476 0 0 ]
19,75308642 g 6,58436214 [} 0,00 0 4
29,62962963 9,87654321 9 100,00 45 44,44444
44,44444444 14,81481481 9 9 133,3333
66,66666667 22,22220222 9 9 200
100 33,33333333 9 9 300
suma (z*d) 677,8
suma/n 753
LCS50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 24,69
1/1C50 0,041
czas [h] %
17.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padiych zwierzat
liczbowych dwoch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezert osobnikow %] dawkach z*d
4 - 0 -
8,77914952 8,77914952 [ [ 0
13,16872428 g 4,38957476 0 0 0
19,75308642 g 6,58436214 0 0 0
29,62962963 9,87654321 0 0,00 0 0
44,44444444 14,81481481 9 100,00 45 66,66667
66,66666667 22,02220222 9 9 200
100 33,33333333 9 9 300
suma (z*d) 566,7
suma/n 63,0
LC50 = LCmax -
(sumarn) [mg/1] 37,04
1/1LC50 0,027
czas [h] %
17.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci padlych zwierzat
liczbowych dwéch przy dwéch po
po sobie liczba sobie
nastepujacych | martwych nastepujacych
stezenie [mg/l] stezen osobnikow  [%] dawkach z*d
0 - 0 - -
8,77914952 8,77914952 4 [} 0
13,16872428 3 4,38957476 4 0,00 [} 4
19,75308642 E 6,58436214 1 1,11 05 3,202181
29,62962963 9,87654321 9 100,00 5 49,38272
44,44444444 14,81481481 9 9 133,3333
66,66666667 22,22222222 9 9 200
100 33,33333333 9 9 300
suma (z*d) 686,0
suma/n 76,2
LC50 = LCmax -
(sumaln) [mg/l] 23,78
1/LC50 g6h: Didamba Test Li test Il 0,042
wg Krabera
LC50 1/LC50 LC-0%(b) __|EC50 JVECS0
0s 37,0370 0,0270/ 29,6300, 28,8066, 0,0347
REG 24,6914 0,0405] 19,7530, 16,4609 0,0608|
OSIREG | _ 1,500 0,6667 1,5000 1,7500 05714
Test Il 1,5577 1,6111
Srednia O/R 1,5288 1,6806
Odchyl 0,0408 0,0982
LC50 [1/LC50 |
0s 37,0370] 0,0270
REG 23,7769 0,0421 ,0000] 16,4609
(OS/REG Il 1,5577 0,64207 #DZIEL/O! | 1,6111
Srednia OS 37,0370 27,6635
Odchyl 0,0000 1,6166
$rednia REG|111124,2341 16,4609
Odchyl 0,6466 0,0000
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czas[h] %
3.02.2020 metoda
d-réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | - Liczba w 2zwierzat przy
po sobie pefni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw (%] dawkach z+d
0 - 9 -
8,77914952 8,77914952 9 9 79,01235
13,16872428 g 4,38957476 9 9 39,50617
10,75308642 g 6,58436214 9 100,00 9 59,25926
29,62962963 9,87654321 3 33,33 6 59,25026
44,44444444, 14,81481481 0 0,00 15 22,22022
66,66666667 22,22222222 0 0 0
100 33,33333333 [} 0 0
suma (z*d) 259,3
suma/n 288
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 28,81
1/EC50 0,035
czas [h] 96
3.02.2020 metoda
d - réznica 2z - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch | Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezent osobnikéw (%] dawkach z*d
0 - 9 - -
8,77914952 8,77914952 9 9 79,01235
13,16872428 g 4,38957476 9 100,00 9 39,50617
10,75308642 g 6,58436214 4 0,00 45 29,62963
29,62962963 9,87654321 0 4 o
44,44444444 14,81481481 0 4 [
66,66666667 22,22220222 4 4 0
100 33,33333333 0 4 0
suma (z+d) 148,1
suma/n 16,5
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/l] 16,46
1/EC50 0,061
czas [h] 9%
17.02.2020 metoda
d - réznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwech | - Liczba w 2Zwierzat przy
po sobie pefni dwoch po sobie
stezenie [mg/l] stezef osobnikow  [9%] dawkach z+d
0 - 9 - -
8,77914952 8,77914952 9 9 79,01235
13,16872428 3 4,38057476 9 100,00 9 39,50617
19,75308642 g 6,58436214 8 88,89 85 55,96708
29,62962963 9,87654321 2 22,22 5 49,38272
44,44444444 14,81481481 ) 0,00 1 14,81481
66,66666667 22,22222222 4 o 4
100 33,33333333 4 [} 4
suma (z*d) 238,7
suma/n 265
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 26,52
/ EC50 0,038
czas[h 9%
17.02.2020 metoda
d - roznica 2 - polowa sumy
wartosci dojrzalych
liczbowych dwéch |~ Liczba w zwierzat przy
po sobie petni dwéch po sobie
stezenie [mg/l] stezeft osobnikéw %] dawkach z*d
0 - 9 - -
8,77914952 8,77914952 9 9 79,01235
13,16872428 E 4,38957476 9 100,00 9 39,50617
19,75308642 g 6,58436214 0 0,00 45 29,62963
29,62962963 9,87654321 4 [} 0
44,44444444 14,81481481 4 [} 0
66,66666667 22,22202222 0 o 0
100 33,33333333 0 o 0
suma (z2*d) 148,1
suma/n 16,5
EC50 = LCmax -
(suma/n) [mg/1] 16,46
1/EC50 0,061
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Tabela Z-37. Tiuram. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 0,0013-0,015 mg/I

GODZINA STEZENIE (mgl/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA ™0 (kontrola) | 0,5 % DMSO 0,0013 0,0019 0,0029 0,0044 0,0067 0,010 0,015
27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-17 BZ-27 BZ-15 BZ-10 BZ-18 BZ-15
0S(1)-4 0S(1)-8 0S(1)-3 DG-3 DG-6
DG-6 SBS-4 DG-2 DG,DW-6 DG,DW-6
DG,DW-12
48 Bz-27 BZ-27 BZ-27 BZ-16 Bz-27 BZ-5 BZ-4 BZ-3 BZ-2
0S(1)-4 0S(1),DG-3 0S(1),DG,DW-3 DG-6 DG-7
DG-7 DG-15 DG,DW-20 DG,DW-18 DG,DW-18
72 Bz-27 BZ-27 BZ-27 BZ-11 BZ-13 BZ-9 BZ-1 DF-27 DE,SLB-27
W-27 W-26 W-25 0S(1)-4 05(1),0Z(1)-10 0S(1),DG-3 DG,DW-9 DP-1
DG-7 0S(1),0Z(1),SK-4 DG-15 DG,DW,0-17 DJ-1
BSK-5 W-15
W-19
96 BZ -27 BZ -27 BZ -26 BZ-11 BZ-13 BZ-9 BZ-1 DF-27 DE,SLB-5
w-27 W-27 0z(1)-1 0S(1)-4 0S(1),0Z(1)-10 0S(1),DG-3 DG,DW-9 DP-1 M-22
w-25 DG-7 0S(1),0Z(1),SK-4 DG-15 DG,DW,0-16 DJ-1
BSK-5 W-15 W-4 DG,DW,DP-1
W-19 W-1
Lz | 24 0 0 0 10 0 12 17 9 12
g2E | 48h 0 0 0 11 0 18 23 24 25
SEET| 720 0 0 0 16 14 18 27 27 27
N | 96h 0 0 1 16 14 18 27 27 5
g | 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gis [ 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
858 [7n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
®E | 96h 0 0 0 0 0 0 0 0 22

Cyfry przy skrétach oznaczaja liczbe osobnikéw ktérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty; OS — obrzek worka osierdziowego; OZ — obrzek woreczka zé6itkowego
SLB — serce ledwo bije, pomniejszone

BSK — boczne skrzywienie kregostupa
DG — deformacja grzbietu
DW - deformacja woreczka zo6ttkowego

O — obrzeki, DP — deformacja ptetwy

DE — deformacja ciata, DJ — deformacja jelita
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Tabela Z-38. Propikonazol. Test na embrionach. Ocena dla stezen 2,63-30,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 770 (kontrola) | 0,5 % DMSO 2,63 3,95 5,93 8,89 13,33 20,0 30,0
27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-25 BZ-17 BZ-12 0Z(1),05(1)-27 M-27
0S(1)-2 0Zz(1)-8 0Z(1),0S(1)-15 SS(1)-10
0S(1)-2 SS(1)-6
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-19 Bz-12 0z(1),05(1)-27 | 0z(3),05(3)-27 M-27
W-1 0S(1)-8 0Z(1)-6 SS(1)-10 SS(3)-17
L-1 0S(1)-9
W-1
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-21 BZ-19 0Z7(1)-22 0Z(2),0S(1)-27 0Z(3),05(3)-9 M-27
W-27 W-27 W-16 0Z(1)-6 0S(1)-8 0Z(1),0S(1)-5 SS(2)-27 SS(3)-9
W-14 W-6 SS(1)-7 M-18
L-4
96 BZ -27 BZ -27 BZ-25 BZ-19 BZ-7 0Z(1),05(1)-20 | 0z(2),05(2)-14 0Z(3),05(3)-9 M-27
w-27 wW-27 0z(1)-3 0z(1)-8 0S(1)-20 M-7 SS(2)-14 SS(3)-9
wW-27 w-27 W-22 M-13 M-18
L-15
oz | 24 0 0 0 0 0 10 15 27 -
& E o[ 48h 0 0 0 0 7 15 27 27 -
§g %[ 72h 0 0 0 4 6 27 27 9 -
— N | %h 0 0 2 6 15 20 14 9 -
o | 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 27
g2 [ 0 0 0 0 0 0 0 0 27
S T 72h 0 0 0 0 0 0 0 18 27
& [ 96h 0 0 0 0 0 7 13 18 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SS- spowolnione bicie serca

L — lordosis
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Tabela Z-39. Bromfenvinfos. Test na embrionach. Ocena dla stezen 0,31- 3,5 mg/l

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
GODZINA 0 (kontrola) 0,5 % DMSO 0,31 0,46 0,69 1,04 1,56 2,33 3,5
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 0Z(2)-27 0Z(3),0S(3)-27
BBS-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0Z(2)-20 0Z(3),05(3)-27
0S(3)-6 Sz-27
0Z2(3),SK(3)-1
72 BZ-27 BZ-27 BZ-25 0z(2)-27 0Zz(2)-27 0Z(2)-26 02(2)-20 M-27
W-27 W-19 0z(1)-1 BZ-19 W-18 W-27 W-20 0S(3),0Z(3),
0S(1)-2 0z(2)-8 KR-27 KR-27 KR-26 SKC-7
W-12 W-18 M-1 KR,DEF-27
KR-4 SKO-4
W-27
96 BZ -27 BZ -27 BZ-25 BZ-12 0S(2)-27 0S(2)-27 0S(2),02(2)-26 0Z(2)-20 M-27
W-27 W-27 0z(1)-1 0Zz(1)-15 0Z(2)-18 0Zz(2)-27 W-26 0S(3),0Z(3),
0S(1)-2 W-27 W-27 W-27 KR-26 SK(3)-3
W-27 KR-4 KR-27 KR-27 M-1 KR,DEF-27
SBK-4
W-27
M-4
QE 24h 0 0 0 0 0 0 0 27 27
g & | 48h 0 0 0 0 0 0 0 27 27
Ng %[ 72n 0 0 3 8 27 27 26 27 0
— N | 96h 0 0 3 15 27 27 26 16 0
= 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
§ § oL 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S5 72n 0 0 0 0 0 0 1 0 27
E [ Toen 0 0 0 0 0 0 1 4 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zé6itkowego
SBK — skrzywienie boczne kregostupa

BBS — brak bicia serca
SKC — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca

KR — skrocenie ciata
DEF — deformacje ciata
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Tabela Z-40. Flusilazol. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 0,439 - 5,0 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

GODZINA 0 (kontrola) | 0,5 % DMSO 0,439 0,658 0,987 1,481 2,222 3,333 5,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 SBS-27 SBS-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0S(1)-27 0S(1)-27 0S(1)-27
SBS-27 SBS-27
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-26 BZ-24 0S(1),SBS-27 0S(2)-27 0S(3)-27
W-24 W-18 W-18 W-19 W-24 0S(1)-3 W-18 SBS-27 SLB-27
L-1 W-15
96 Bz -27 Bz -27 Bz -27 BZ -26 BZ -23 BZ-15 0S(2),L-15 0OS(3)-27 M-26
W-27 W-27 wW-27 W-27 W-24 0S(1)-6 0S(2)-3 SLB-27
EK-1 L-2 0S(1),0Z(1)-6 0S(2),SLB-3 SLB-1
0S(2),02(1)-2 W-26 0S(2),SLB,L-6 O-1
W-24
e | 24 0 0 0 0 0 0 0 27 27
885 [ 48h 0 0 0 0 0 0 27 27 27
SER = 72h 0 0 0 0 1 3 27 27 27
N | 96h 0 0 0 1 4 12 27 27 1
P EL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ggs | 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
858 [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
®E& [ 96h 0 0 0 0 0 0 0 0 26

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka z6itkowego
SBS — stabsze bicie serca
SLB — serce ledwo bije, pomniejszone

L — lordosis

EK — esowaty kregostup

O-obrzeki
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Tabela Z-41. 2,4-D. Test na embrionach. Ocena dla stezen 37,3 - 180 mg/I

GODZINA STE2ENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 37,3 48,5 63,0 81,9 106,5 138,5 180,0
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-17 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-17 BZ-18 BZ-18 M-18
K-1 K-1
48 BZ-17 BZ-18 BZ-16 BZ-14 BZ-17 BZ-18 0S(1)-18 M-18
0S(1)-1 0S(1)-2 W-2 0Z(2)-18
0Z(1)-1 0Z(1)-2 SCK(2)-18
79 BZ-17 BZ-18 BZ-16 BZ-14 BZ-9 BZ-6 0S(3)-17 M-18
W-17 W-18 W-17 W-18 0S(1)-8 0S(1)-8 0Z(3)-17
0S(1)-1 BSK-1 W-16 0S(1),0Z(1)-2 SCK(3)-17
0z(1)-1 0S(1)-2 W-16 M-1
0Z(1)-2
96 BZ-17 BZ-18 BZ-16 BZ-14 BZ-9 BZ-6 M-8 M-18
W-17 W-18 W-18 W-18 0S(1)-4 0S(1)-8 0S(3)-1
0S(1)-1 BSK-1 0S(2)-4 0S(1),0Z(1)-2 0Z(3)-1
0z(1)-1 0S(1)-2 W-17 L-1 SCK(3)-1
0Z(1)-2 W-18 M-8
oz 24h 0 0 0 0 0 0 0 -
58 | 48h 0 0 0 4 0 0 18 -
§ET [ 72h 0 0 2 4 8 10 17 3
=N 96h 0 0 2 4 8 10 2 -
_ | 24h 1* 0 0 0 1* 0 0 18
& 2| 48n 1* 0 0 0 1* 0 0 18
g §°% 72n 1* 0 0 0 1* 0 1 18
E [ 96h 1* 0 0 0 1* 0 16 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktdrych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
K — wczesna koagulacja do 24 godziny nie zwigzana z narazaniem, *— liczba dotyczy embrionéw ulegtych koagulacji do 24 godziny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka z6ttkowego

BSK-boczne skrzywienie kregostupa

L — lordosis
SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca
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Tabela Z-42. 2,4-D. Test na embrionach. Ocena dla stezen 33,04 - 200 mg/l

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 33,04 44,06 60,21 81,29 109,74 148,15 200,0
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-9 BZ-17 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-17 M-2 M-18
K-1 0S(1)-1 0S(2),SK(3)-16
48 BZ-9 BZ-17 BZ-18 BZ-18 BZ-17 BZ-5 0S(1),0Z(2), M-18
W-2 W-2 W-2 0S(1)-1 0S(1),0Z(1)-13 SK(2)-14
w-1 M-4
72 BZ-9 BZ-16 BZ-17 BZ-15 BZ-11 0S(2),0Z(2)-18 M-12 M-18
W-9 W-17 W-18 0S(1),0Z(1)-2 0S(1),0Z(1)-7 Ww-18 0S(3),SCK(3)-5
SKO-1 0S(1)-1 0S(1)-1 W-17 w-1
SKR-1 W-18 SKR-1 L-1
96 BZ-9 BZ-16 BZ-17 BZ-15 BZ-11 0S(2),0Z(2)-18 M-17 M-18
W-9 W-17 W-18 0S(1),0Z(1)-2 0S(1),0Z(1)-7 Ww-18 0S(3),0Z(3),
SKO-1 0S(1)-1 0S(1)-1 W-17 SCK(3)-1
SKR-1 W-18 SKR-1
oz 24h 0 0 0 0 0 1 16 -
5 8 48h 0 0 0 0 1 13 14 -
§ET [ 72h 0 1 1 3 7 18 6 3
= N 96h 0 1 1 3 7 18 1 -
- | 24h 0 1* 0 0 0 0 2 18
§ 2, 48n 0 1* 0 0 0 0 4 18
S 57 72h 0 1* 0 0 0 0 12 18
E [To6h 0 1* 0 0 0 0 17 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktdrych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
K — wczesna koagulacja do 24 godziny nie zwigzana z narazaniem, *— liczba dotyczy embrionéw ulegtych koagulacji do 24 godziny

BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéitkowego

SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwo$ci bicia serca

SKO - skrzywienie koncoéwki ogona, SKR — skrzywienie kregostupa, L — lordosis
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Tabela Z-43. MCPA. Test na embrionach. Ocena dla stezen 41,4 — 200 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 41,4 53,9 70,0 91,0 118,3 153,8 200
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-918 0Z(1)-18 0S(1),0Z(1)-18 M-18 M-18
48 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-18 W-8 0S(2),0Z(2)-18 M-18 M-18
W-1 0Z(1)-18
72 BZ-18 BZ-18 BZ-16 BZ-11 W-18 0S(2),0Z(2)-6 M-18 M-18
W-12 Ww-18 W-18 W-18 0S(1)-18 05(3),0Z(3)-12
0S(1),0Z(1)-1 0S(1),0Z(1)-6 7S-12
BSK-1 BSK-1 SCK-18
L-3
W-18
96 BZ -18 BZ-18 BZ-16 BZ-11 0S(1),0Z(1)-14 0S(2),0Z(2)-6 M-18 M-18
w-18 w-18 W-9 W-18 0S(2),0Z(2)-4 05(3),0Z(3)-12
0S(1),0Z(1)-1 0S(1),0Z(1)-6 W-18 7S-12
BSK-1 BSK-1 SCK-18
L-3
W-18
o= 24h 0 0 0 0 18 18 - -
5 8 48h 0 0 0 0 18 18 - -
€% [ 72h 0 0 2 7 18 18 - -
= N 96h 0 0 2 7 18 18 - -
= 24h 0 0 0 0 0 0 18 18
§ 2| 48h 0 0 0 0 0 0 18 18
S E°272n 0 0 0 0 0 0 18 18
E [To6h 0 0 0 0 0 0 18 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktdrych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéitkowego
SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca
ZS — zmniejszone serce

BSK — boczne skrzywienie kregostupa

L — lordosis
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Tabela Z-44. MCPA. Test na embrionach. Ocena dla stezen 33,04 — 200 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 33,04 44,06 60,21 81,29 109,74 148,15 200
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-17 BZ-9 0S(1),0Z(1)-18 | 0S(2),0z(2)-18 M-18
0S(1)-1 0Z(1)-9
48 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-14 BZ-9 0S(2),0Z(2)-18 05(3),0Z(3), M-18
W-2 W-2 W-2 0S(1)-4 0Z(1)-9 SCK-18
W-1
72 BZ-18 BZ-18 BZ-15, W-18 BZ-10 BZ-9 0S(2),0Z(2)-6 M-9 M-18
W-12 W-18 0S(1),0Z(1)-1 Ww-18 W-17 0S(3),0Z(3)-4 0S(3),0Z(3)-9
0S(1),0Z(1), 0S(1)-4 0S(1),0Z(1)-9 0S(3),0Z(3), BBS-8
ZS-2 0Zz(1)-3 SCK-3, W-2 SCK-9
SKR-2 SKO-1 L-3
96 BZ -18 BZ-18 BZ-15, W-18 BZ-10 BZ-9 0S(2),0Z(2)-6 M-4 M-18
Ww-18 W-18 0S(1),0Z(1)-1 Ww-18 W-17 0S(3),0Z(3)-4 0S(3),0Z(3)-6
0S(1),0Z(1), 0S(1)-4 0S(1),0Z(1)-8 0S(3),0Z(3), SCK-6
ZS-2, 0Zz(1)-3 SCK-3, W-9
SKR-2 SKO-1 L-3
v e 24h 0 0 0 1 9 18 18 -
g g _ | 48h 0 0 0 4 9 18 18 -
€% [ 72h 0 0 3 7 9 16 9 -
= N 96h 0 0 3 7 8 16 6 -
- | 24h 0 0 0 0 0 0 0 18
& 2| 48n 0 0 0 0 0 0 0 18
S §7 72h 0 0 0 0 0 2 9 18
E [ o6h 0 0 0 0 1 2 12 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktoérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéitkowego
SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca, BBS — brak bicia serca

SKO- skrzywienie koncowki ogona

SKR — skrzywienie kregostupa

L — lordosis
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Tabela Z-45. Karbendazym. Test na embrionach. Ocena dla stezen 0,25 — 2,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 0,25 0,36 0,51 0,72 1,01 1,42 2,0
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-17 BZ-18 NS-18 NS-18 M-18
K-1
48 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-17 Bz-11 M-3, NS-15 M-18 M-18
w-8 W-10 w-2 W-1 0Z(3),05(3)-15
0S(1)-7 SCK-15
72 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-15 BZ-11,W-3 M-11 M-18 M-18
Ww-18 W-18 W-15 0S(1)-1 0S(1)-3 NS-9
W-16 0S(1),0Z(1)-4 0Z(3),05(3), SCK-9
MP-1 L-1, SKR-1
96 BZ -18 BZ-18 BZ-18 BZ-15 BZ-11,W-4 M-16 M-18 M-18
w-18 W-18 Ww-18 0S(1)-1 0S(1)-3 NS-2
W-17 0S(1),0Z(1)-4 0Z(3),0S(3), SCK-2
MP-1 L-1, SKR-1
= 24h 0 0 0 0 0 18 18 -
J % g 48h 0 0 0 0 7 15 - -
SE 72h 0 0 0 2 7 7 - -
= N 96h 0 0 0 2 7 6 - -
- | 24h 0 0 0 1* 0 0 0 18
& 2| 48n 0 0 0 1* 0 3 18 18
S €20 72h 0 0 0 1* 0 11 18 18
E [ 96h 0 0 0 1* 0 16 18 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktdrych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéitkowego
K — wczesna koagulacja do 24 godziny nie zwigzana z narazaniem, *— liczba dotyczy embriondw ulegtych koagulacji do 24 godziny
SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwo$ci bicia serca, NS — niewidoczne somity

MP — mniejsza ptetwa
L — lordosis

SKR — skrzywienie kregostupa
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Tabela Z-46. Karbendazym. Test na embrionach. Ocena dla stezen 0,16 — 1,2 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 0,16 0,22 0,31 0,43 0,61 0,86 1,2
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-8 NS-18 M-18
0Z(1),0S(1)-10
48 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-16 BZ-2 NS-14 M-18
0S(1)-2 0Z(1),05(1)-16 | 0z(3),05(3),
SCK-14
M-4
72 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-17 BZ-10, W-18 BZ-1 M-18 M-18
Ww-18 Ww-18 W-12 W-18 0S(1),0Z(1)-8 w-18
SKR-1 SKR-1 0Z(1),0S(1)-16 MO-2
SKR-1
MO-2
96 BZ -18 BZ -18 BZ -18 BZ-8 BZ-10, W-18 M-18 M-9
w-18 W-18 W-18 BZ-17 0S(1),0Z(1)-8 BZ-1
W-18 SKR-1 W-18
SKR-1 SKR-1 0Z(1),08(1)-17
MO-2
o= 24h 0 0 0 0 0 10 18 -
5 g 48h 0 0 0 0 2 16 14 -
§€% [ 72n 0 0 0 1 8 17 - -
9 N 96h 0 0 0 1 8 17 - -
< [ 24h 0 0 0 0 0 0 0 18
S 2| 48h 0 0 0 0 0 0 4 18
8 £ 72n 0 0 0 0 0 0 18 18
E [To6h 0 0 0 0 0 0 18 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéitkowego

SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca

SKR — skrzywienie kregostupa

NS — niewidoczne somity, spowolniony rozwdj, stabo wyksztatcone oczy

MO — mniejsze oczy
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Tabela Z-47. Diuron. Test na embrionach. Ocena dla stezen 3,07- 35 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

copzina | 0 (kontrola) | 0,5 % DMSO 3,07 4,61 6,91 10,37 15,55 23,33 35,00
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-9 SR-27 ZR-27 ZR1 -27 ZR2-18
SS(1)-18 0z-27 M-27 M-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-9 SS-27 0Z(3),05(3)-24 M-27 M-27
SS(1)-18 SS-24
M-3
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0Z(1),0S8(1)-27 0Z(3),05(3)-10 M-27 M-27
W-20 W-15 w-21 w-21 W-12 W-1 0Z7(2),08(2)-9
SP-1 M-8
96 BZ -27 BZ -27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0S(1)-5, 0Z(2)-22 0S(2),0Z(2)-12 M-27 M-27
W-27 W-27 W-27 W-25 W-25 W-11, G-1
L-3 S-1
SP-1 M-15
o |2 0 0 0 0 18 18 27 - -
& E | 48h 0 0 0 0 18 18 24 - -
§g %[ 72h 0 0 0 0 0 18 19 - -
=N [ 96h 0 0 0 0 0 18 12 - -
o | 24h 0 0 0 0 0 0 0 27 27
g g [ 4n 0 0 0 0 0 0 3 27 27
g5 = 72n 0 0 0 0 0 0 8 27 27
E [on 0 0 0 0 0 0 15 27 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka z6itkowego,
SS— spowolnione bicie serca, SR — spowolniony rozwoj (wyglad embrionu 16 — 18 godzinnego), ZR — zatrzymany rozwoj (wyglad embrionu 12-14 godzinnego)
ZR1- zatrzymany rozwoj (jest zarys ciata)

ZR2- zatrzymany rozwoj (brak zarysu ciata)

SP-skrzywienie ptetwy

G-garbaty

S-ciato esowate, zdeformowane
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,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata i Brachydanio rerio ”

Tabela Z-48. Nitrofen. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 0,351-4,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mgl/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 75 (kontrola) | 0,5 % DMSO | 0,351 0,527 0,790 1,185 1,780 2,67 4,0
27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-25 BZ-24 BZ-24 0S(1),SBS-27 0S(1),SBS-27
0S(1),SBS-2 0S(1)-3 0S(1),SBS-3
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-25 BZ-23 BZ-9 BZ-12 0S(2),0Z(1),SLB-12 | 0S(2),SLB-12
0S(1)-2 0S(1),SBS-2 0S(1)-14 0S(1)-12 0S(2),SBS-15 M-15
0S(1)-2 0S(1),SBS-4 0S(1),SBS-3
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ -23 BZ-25 BZ-9 BzZ-12 0S(2),02(2),SLB-14 M-27
W-27 w-24 W-24 0Z(1)-4 0S(1),SBS-2 0S(1)-16 0S(1)-12 0S(2),SBS-13
W-25 0S(1)-2 0S(1),SBS-2 0S(1),SBS-3
W-15 W-10 W-10
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -23 BZ-19 BZ-6 BZ-4 0S(2),SLB-5 -
w-27 w-27 w-27 0Zz(1)-4 0S(1),SBS-2 0S(1)-14 0S(1)-2 0S(2),SLB,L-4
Ll 0S(1)-2 0S(1),SBS-2 0S(1),SBS,L-5 M-18
w-27 L-4 0S(1),L-2 0S(2),SBS-14 W-5
W-15 L-3 M-2
W-16 W-10
= | 240 0 0 0 0 2 3 3 27 27
£55 | 48N 0 0 0 2 4 18 15 27 12
gg § = 72n 0 0 0 4 4 18 15 27 -
N | 96h 0 0 0 5 8 21 21 9 -
g | 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gis [ 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 15
S5 [72n 0 0 0 0 0 0 0 0 27
®E | 96h 0 0 0 0 0 0 2 18 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktdrych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny

BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SBS — stabsze bicie serca

SLB — serce pomniejszone, ledwo bije

L — lordosis
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Tabela Z-49. Trichlorfon. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 2,634 - 30 mg/I.

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

copzina | O (kontrola) | 0,5% DMSO | 2,634 3,951 5,926 8,889 13,333 20,0 30,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-27 Bz-27 SBS-27
48 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-23 Bz-21 BZ-18 BZ-14 05(1),02(1),
0S(1)-4 0S(1)-6 0S(1)-6 0S(1)-13 SBS-27
0S(1),SBS-3
72 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-21 Bz-21 0S(1),SBS-27 0S(2),SBS-25 M-27
W-6 w-18 w-18 W-18 0S(1)-6 0S(1)-6 Ww-18 0S(2),SLB-2
W-4 W-6
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ-14 0S(1),0Z(1),SBS-18 0S(2),0Z(1)SBS-9 0S(2),0Z(1),SLB-4 -
w-27 w-27 Ww-27 W-27 0S(1),SBS-13 0S(1),SBS-9 0S(2),SBS-18 M-23
W-22 W-9 W-18
.z |2 0 0 0 0 0 0 0 0 27
£55 | 28N 0 0 0 0 4 6 9 13 27
SERT 72 0 0 0 0 6 6 27 27 -
N | 96h 0 0 0 0 13 27 27 4 -
g | 2N 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gfg | 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
858 [ 0 0 0 0 0 0 0 0 27
®E [ 9eh 0 0 0 0 0 0 0 23 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SBS — stabsze bicie serca
SLB — serce pomniejszone, ledwo bije

Testy wstepne

Deformacja ptetwy — stezenie 6,25 mg/l
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Tabela Z-50. Malation. Test na embrionach. Ocena dla stezen 3,1 — 15,0 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
GODZINA 0 0,5% DMSO | 0,702 1,053 1,58 2,37 3,56 5,33 8,0
NARAZANIA | (kontrola) 27 27 27 27 27 27 27 27
27
BZ-27 BZ-27 BZ-27 Bz-27 BZ-27 Bz-27 BZ-17 SBS-27 SBS-27
24 0S(1)-10 SR-27 SR-27
SBS-8
BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-12 BZ-11 SBS-27 SBS-27
48 0S(1)-15 0S(1)-16 SR-27 SR-27
SBS-16
BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-25 BZ-17 BZ-9 0S(1)-27 M-27 M-27
W-11 W-20 W-21 W-24 0S(1)-10 0S(1)-18 SBS-16
72 BSK-1 SKO-1 SKO-1
L-1 KR-1 W-4
W-26 W-16
BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ-25 BZ-17 BZ-9 0S(1)-27 M-27 M-27
W-27 W-27 W-27 W-27 0S(1)-10 0S(1)-18 SBS-27
96 BSK-1 SKO-1 SKO-1
L-1 KR-1 DG-1
W-27 W-27 W-4
24h 0 0 0 0 0 0 10 27 27
Y E
g8 g |4sh 0 0 0 0 0 15 16 27 27
E é 72h 0 0 0 0 10 18 27 - -
—1 N
96h 0 0 0 0 10 18 27 - -
- 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o < 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q2o
of 2 |72h 0 0 0 0 0 0 0 27 27
- £ o6h 0 0 0 0 0 0 0 27 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zo6ttkowego
SBS- stabsze bicie serca, SR — spowolniony rozwoj

BSK — boczne skrzywienie kregostupa, SKO — skrzywienie koncowki ogona, KR — skrdcone ciato, L — lordosis, DG-deformacja gtowy, haczykowaty ogon
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Tabela Z-51. Prochloraz. Test na embrionach. Ocena dla stezen 3,1 — 15,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 3,1 4,0 5,3 6,8 8,9 11,5 15,0
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-18 BZ-18 BZ-18 0z(1)-18 0S(1),0Z(1)-18 0S(2),0Z(2), M-18 M-18
SCK-18
48 BZ-18 BZ-18 BZ-16 0S(2),0Z(2)-4 M-2 M-2 M-18 M-18
W-2 0Z(1)-2 0S(2),0Z(2), 0S(2),0Z(2), 0S(3),0Z(3),
SCK-14 SCK-16 SCK-16
72 BZ-18 BZ-14 BZ-1 0S(3),0Z(3), M-8 M-16 M-18 M-18
W-18 W-14 W-18 SCK-18 0S(3),0Z(3), 0S(3),0Z(3),
0z(1)-4 0S(1),0Z(1)-17 SCK-10 SCK-2
SKR-1 SKR-1 SKO-1
Ll W-2
96 BZ -18 BZ-13 W-18 M-3 M-8 M-16 M-18 M-18
W-18 W-18 0S(1),0Z(1)-18 W-5 0S(3),0Z(3), 0S(3),0Z(3),
0Z(1)-4 SKR-1 0S(3),0Z(3), SK-10 SCK-2
0S(1)-1 L1 SCK-13 SKO-1
SKR-1 L-1, SKO-1 W-2
. o 24h 0 0 0 18 18 18 - -
S ¢ 5 8| 48h 0 0 2 18 16 16 - -
SNEE| 72h 0 4 17 18 10 2 - -
96h 0 4 18 15 10 2 - -
o 24h 0 0 0 0 0 0 18 18
S £gf 48n 0 0 0 0 2 2 18 18
8 gc 72h 0 0 0 0 8 16 18 18
96h 0 0 0 3 8 16 18 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka z6itkowego
SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca

SKR — skrzywienie kregostupa

L — lordosis

SKO - skrzywienie koncoéwki ogona
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Tabela Z-52. Prochloraz. Test na embrionach. Ocena dla stezen 1,59 — 12,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 1,59 2,23 3,12 4,37 6,12 8,57 12,0
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-18 0S(1),0Z(1)- | 0S(2),02(2), 05(3),0Z(3), M-18
18 SK-8 SK-18
SR-18
48 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-14 05(2),02(2), | 05(3),0z(3), M-16 M-18
0S(1),0Z(1)-4 SK-18 SK-18 0S(3),0Z(3),
SCK-2
SR-2
79 BZ-18 BZ-17 W-10 W-18 05(3),0Z(3), M-18 M-18
W-18 W-18 W-15 0S(1),0Z(1)-18 | 0s(3),0z(3), SCK-18
L-1 0S(1),0Z(1)-18 SKR-1 SCK-18
96 BZ -18 BZ-17 W-18 W-10 W-18 05(3),0Z(3), M-18 M-18
W-18 W-18 0S(1),0Z(1)-18 | 0s(2),0z(2)-14 | 0s(3),02(3), SCK-2
L-1 0S(2),0Z(2), SCK-18 M-16
SCK-4
SKR-1
B 24h 0 0 0 0 18 18 18 -
S 458/ 48h 0 0 0 4 18 18 2 -
SN EE| 72h 0 1 18 18 18 18 - -
96h 0 1 18 18 18 2 - -
5 24h 0 0 0 0 0 0 0 18
S £gf 48n 0 0 0 0 0 0 16 18
S §<[72h 0 0 0 0 0 0 18 18
96h 0 0 0 0 0 16 18 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca
SR — spowolniony rozwdj

SKR — skrzywienie kregostupa

L — lordosis
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Tabela Z-53. Bentazon. Test na embrionach.

Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 17,558-200 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

copzina | 0 (kontrola) | 0,5% DMSO | 17,558 | 26,337 | 39,506 59,259 88,889 133,33 200,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-14 0S(1),SBS-27
0S(1)-13
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-21 BZ-3 0S(2),0Z(1),SBS
0S(1)-3 0S(1),SBS-24 =27
0S(1),SBS-3
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ -23 BZ-19 0S(2),5BS-14 | 0S(3),0Z(1),SLB
W-24 W-25 W-27 W-24 W-20 0S(1)-2 0S(1)-3 0S(3),0Z(1),SLB -23
0S(2),0Z(1)-2 0S(1),SBS-5 -13 M-4
W-22
96 BZ -27 BZ -27 BZ-27 | BZ-27 | Bz -27 BZ -23 BZ-9 0S(2),SBS-8 0S(3),0Z(1),SLB
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 0S(1)-2 0S(1),5BS-10 | 0S(3),0Z(1),SLB -11
0S(2),0Z(1)-2 0S(3),SLB-8 -19 M-26
W-27 W-20 W-4
Lz | 2 0 0 0 0 0 0 0 13 27
£55 | 48 0 0 0 0 0 0 6 24 27
S85°% 72n 0 0 0 0 0 4 8 27 23
°~ [ 96h 0 0 0 0 0 4 18 27 1
g 240 0 0 0 0 0 0 0 0 0
geg | 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
852 [72n 0 0 0 0 0 0 0 0 4
5& [ 96h 0 0 0 0 0 0 0 ) 26

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SBS — stabsze bicie serca
SLB — serce pomniejszone, ledwo bije
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Tabela Z-54. Glifosat. Test na embrionach. Ocena dla stezen 26,34-300 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 26,34 39,51 59,26 88,89 133,33 200,0 300,0
(kontrola) 27 27 27 27 27 27 27
27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 M-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 SCK(2)-27 M-27
0S(2),0Z(2)- M-27
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 24
W-27 W-27 W-27 w-27 W-27 W-24 SCK(2)-24
M-3
06 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 0522(3_16 M-27 M-27
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W27
o = 24h 0 0 0 0 0 0 0 -
NG [ asn 0 0 0 0 0 0 27 -
B g2 [ 72h 0 0 0 0 0 0 24 -
- N 96h 0 0 0 0 0 6 - -
- 24h 0 0 0 0 0 0 0 27
O
8 g o | 48h 0 0 0 0 0 0 0 27
25 | 72h 0 0 0 0 0 0 3 27
E 96h 0 0 0 0 0 0 27 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny

BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SCK - spadek czestotliwosci i spadek kurczliwo$ci bicia serca
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Tabela Z-55. Metrybuzyna. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 13,169-150,0 mg/I.

STEZENIE (mgl/l) / liczba osobnikéw
GODZINA 0 0,5% | 13,167 19,753 29,630 44,444 66,667 100,0 150,0
NARAZANIA | (kontrola) | pMSO 27 27 27 27 27 27 27
27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0S(1),SBS-27 SBS-23 SR,BBS-27
SR,SLB-3
M-1
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-22 0S(1)-27 SBS-23 SR,SLB-16
0S(1)-5 SR,SLB-2 SR,BBS-11
SR,BM,BBS-1
M-1
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ -21 BZ-22 BZ-21 BZ-13 0S(2),0Z(1),SBS-8 05(2),0Z(1),SBS-2
W-19 W-20 W-17 0S(1)-6 0S(1)-5 0S(1)-6 0S(1)-6 0S(2),0Z(1),SLB-17 05(3),0Z(2),SLB-13
W-14 W-10 W-6 0S(1),SBS-5 M-2 M-12
0S(2),SLB-3
W-6
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -21 BZ-22 BZ -21 BZ-7 0S(2),0Z(1),SBS-8 05(3),0Z(2),SLB-6
W-23 W-24 W-25 0S(1)-1 0S(1)-4 0S(2)-4 0S(1)-6 0S(3),07(2),SLB-13 0S(2),0Z(2),SLB,L-2
0S(1),0Z(1)-1 0S(2),0Z(1),SBS-1 | 05(2),0z(2),SLB-2 | 0S(1),02(1),SBS-6 | 0S(2),02(2),SLB,L.-1 | 0S(2),0Z(2),SLB,SKO-1
05(2),0Z(1),SBS-4 W-26 W-26 05(2),02(2),SLB-6 0S(3),0Z(2),SLB, M-18
M-1 0S(1),SK-3 SKO-1 W-5
W-25 W-19 M-4
W-12
E 24h 0 0 0 0 0 0 27 26 27
§55 | 28N 0 0 0 0 0 5 27 26 27
=k § =l 72h 0 0 0 6 5 6 14 25 15
™ 96h 0 0 0 6 5 6 21 23 9
.8 24h 0 0 0 0 0 0 0 1 0
g22% 48h 0 0 0 0 0 0 0 1 0
858 [72n 0 0 0 0 0 0 0 2 12
°E 96h 0 0 0 1 0 0 0 4 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany:
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zé6itkowego

SBS - stabsze bicie serca; SLB — serce pomniejszone, ledwo bije, BBS — brak bicia serca, SR — spowolniony rozwoj

SK — skrzywienie kregostupa; SKO — skrzywienie koncowki ogona; L — lordosis

Testy wstepne

Lordosis — stezenie 12,5 mg/l i 50,0 mg/l
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Tabela Z-56. Linuron. Test na embrionach. Ocena dla stezen 3,1 — 15,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 3,1 4,0 5,3 6,8 8,9 11,5 15
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-18 0z(1),05(1), 0Z(2),05(2), 0Z(3),05(3), M-12
SCK(1)-18 SCK(2)-18 SCK(3)-18 0Z(3),05(3),
SCK(3)-6
48 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-18 0Z(1),05(1), 0Z(3),05(3), M-11 M-18
W-10 W-12 W-8 W-4 SCK(1)-18 SCK(2)-15 0Z(3),05(3),
M-3 SCK(3)-7
79 BZ-18 BZ-9 BZ-17 BZ-9 M-2 0Z(3),05(3), M-17 -
W-18 W-18 W-18 W-18 02(2),05(2), SCK(2)-15 0Z(3),05(3),
KOS-1 0S(1),0Z(1)-9 SCK(2)-16 M-3 SCK(3)-1
KOS-1 W-9
SKR-1
96 BZ-18 BZ-18 BZ-17 BZ-9 M-4 M-15 M-17 -
W-18 W-18 W-18 W-18 0z(2),05(2),7 | 0z(3),05(3), 0Z(3),05(3),
KOS-1 0S(1),0Z(1)-9 SCK(2)-14 SCK(3)-3 SCK(3)-1
KOS-1 W-9
SKR-1
< |_24h 0 0 0 0 18 18 18 6
S 458/ 48h 0 0 0 0 18 18 7 -
SMEE| 72h 0 0 1 9 16 15 1 -
96h (] 0 1 9 14 3 1 -
- | 24h 0 0 0 0 0 0 0 12
S 2£gf 48n 0 0 0 0 0 0 11 18
2 §<| 72n 0 0 0 0 2 3 17 18
€ [o6h 0 0 0 0 4 15 17 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktdrych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny

BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca

KOS - krétki, skrzywiony ogon
SKR — skrzywienie kregostupa
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Tabela Z-57. Linuron. Test na embrionach. Ocena dla stezen 3,1 — 15,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 3,1 4,0 5,3 6,8 8,9 11,5 15
18 18 18 18 18 18 18 18
24 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-8 0Z(2),05(2), 0Z(3),05(3), M-18
0Z(1),0S(1)-10 SCK(2)-18 SCK(3)-18
48 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-15 BZ-8 0Z(2),05(2), 0Z(3),05(3), M-18
W-16 W-10 W-16 0Z(1),05(1)-3 | 0z(1),0S(1)-10 SCK(2)-18 SCK(3)-18
79 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-15 BZ-8 0Z(2),05(2), 0Z(3),05(3), M-18
W-18 W-18 W-18 0Z(1),0S(1)-3 W-18 SCK(2)-16 SCK(3)-9
W-18 0Z(1),0S(1)-10 M-2 M-9
BSK-1
96 BZ-18 BZ-18 BZ-18 BZ-15 BZ-8 M-11 M-15 M-18
W-18 W-18 W-18 0Z(1),0S(1)-3 W-18 0Z(3),05(3), 0Z(3),0S(3),
W-18 0Z(1),0S(1)-10 SCK(3)-7 SCK(3)-3
BSK-1 W-2
PPZ-1
o g |24 0 0 0 0 10 18 18 -
S 4 58] 48h 0 0 0 3 10 18 18 -
SMEE| 72h 0 0 0 3 10 16 9 -
96h 0 0 0 3 10 7 3 =
o | 24h 0 0 0 0 0 0 0 18
S £l 48n 0 0 0 0 0 0 0 18
5 g<[ 72 0 0 0 0 0 2 9 18
96h 0 0 0 0 0 11 15 18

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca(1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny)

BSK-boczne skrzywienie kregostupa

PPZ-prawa ptetwa znieksztatcona
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Tabela Z-58. Tlenochlorek miedzi. Test na embrionach. Ocena dla stezen 2,5-100 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 8,78 13,17 19,75 29,62 44,44 66,66 100
(kontrola) 27 27 27 27 27 27 27
27
BZ-27 BZ-16 oBsZ(-11)a-39 Bz-6
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 SCK(1)-11 SCK(2)-11 M-27
SCK(1)-9
M-10
] ] BZ-14 BZ-14 0S(2),SCK(2)-
48 BZ-27 BZ-27 022(11)?9 02(21)1_710 0S(1),SCK(1)- 0S(1)-13 17 ;
13 SCK(1)-13 M-10
- - - BZ-14 BZ-14 0S(2),5CK(2)-
72 %2227 BZ-27 022(11)?9 02(21)1_710 0S(1),SCK(1)- 0S(1)-13 17 -
13 SCK(1)-13 M-10
) [ os(@),0z(1)-27 | 05(1),02(1)-27 | 05(2),02(2)-27 | 05(2),02(2)-27 | 05(2),5CK(2)-
96 szv_2277 05(1|\)I,V(V)_22(71) 271 "TscK(1)-27 SCK(1)-27 SCK(2)-27 SCK(2)-27 17 -
NW-27 NW-27 NW-27 NW-27 M-10
— 24h 0 0 0 0 6 9 11 -
Y E
N5 |48h 0 0 4 6 7 9 17 :
8 g£& [72n 0 0 4 6 7 9 17 -
9N 96h 0 18 18 18 18 18 17 -
_ 24h 0 0 0 0 0 0 10 27
(8]
gg  [aen 0 0 0 0 0 0 10 27
259 [72n 0 0 0 0 0 0 10 27
= 96h 0 0 0 0 0 0 10 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zé6itkowego
SCK — spadek czestotliwosci i spadek kurczliwosci bicia serca
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,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata i Brachydanio rerio ”

Tabela Z-59. Flufenacet. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 1,317-15,0 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

copzina | O (kontrola) | 0,5% DMSO | 1,317 1,975 2,963 4,444 6,667 10,0 15,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-22 SBS-27
SBS-5
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-16 BZ-6 05(1),5BS-2
0S(1),SBS-11 0S(1),SBS-17 0S(1),0Z(1),SBS-7
0S(2),SLB-4 0S(2),0Z(2),SLB-8
M-10
79 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-13 BZ-6 05(2),0Z(1),5BS-2
W-18 W-27 W-9 W-10 W-10 W-6 0S(1)-6 0S(2),0Z(1),SBS-10 | 05(3),02(2),SLB-13
0S(1),SBS-5 0S(2),0Z(1),SLB-11 M-12
0S(2),SLB-3
W-6
96 BZ -27 BZ -27 BZ-27 | BZ-27 | BZ-27 | Bz -27 0S(2),0Z(1)-17 BZ-2 M-27
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 0S(3),0Z(2)-2 0S(2),0Z(1)SBS-4
0S(3),02(3),SLB-2 | 0S(3),0Z(2)SBS-11
0S(1),L-5 0S(3),0Z(3)SLB-8
0S(1),BSK-1 L-2
W-9 W-27
Lz | 24h 0 0 0 0 0 0 0 5 27
£S5 | 48 0 0 0 0 0 0 11 21 17
S8E%| 72n 0 0 0 0 0 0 14 21 15
° N [ 96h 0 0 0 0 0 0 27 25 -
L | 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sg5 | 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 10
858 [72n 0 0 0 0 0 0 0 0 12
5E | o6h 0 0 0 0 0 0 0 ) 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zé6itkowego
SBS — stabsze bicie serca
SLB — serce pomniejszone, ledwo bije

L — lordosis, BSK — skrzywienie kregostupa

192




Robert Sornat
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Tabela Z-60. 1zoksaflutol. Test na embrionach. Ocena dla stezen 0,88-10,0 mg/I

GODZINA

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

0

: 0,5 % DMSO 0,88 1,32 1,98 2,96 4,44 6,67 10,0
NARAZANIA (kOZt;O'a) 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0Z(1),05(1)-27 M-27
SS(1)-27
BZ-25
as BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 Oriiy2 02(1),08(1)-27 | 0z(3),05(3)-27 27
BZ-22
. BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0Z(1)-5 02(1)5%'51(51)_12 02(1)\/,\/(??(()1)-21 02(3),05(3)-7 27
W-24 W-20 W-24 W-20 W-11 ' M-20
W-10 M-6
BZ-22
06 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 05\/(_12)7-5 02(1?%)__5}(51)-12 02(1)\/,\/0_%1)-21 02(3),05(3)-7 27
W-27 W-27 W-27 W-27 ' M-20
W-27 M-6
._ 24h 0 0 0 0 0 0 0 27 -
Y€
s S o | 48h 0 0 0 0 0 2 27 27 i
Qma
SE 72h 0 0 0 0 5 12 21 7 -
—1 N
96h 0 0 0 0 5 12 21 7 -
_ 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 27
© S |48h 0 0 0 0 0 0 0 0 27
N = O
BE8 [72n 0 0 0 0 0 0 6 20 27
= 96h 0 0 0 0 0 0 6 20 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktdrych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zo6ttkowego

SS- spowolnione bicie serca
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Tabela Z-61. Kaptafol. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 0,351-4,0 mg/I.

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
copzina | O (kontrola) | 0,5% DMSO | 0,351 0,527 0,790 1,185 1,778 2,667 4,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-16 M-27 M-27
SBS-5
M-6
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-24 BZ-16 M-27 M-27
OWO(1)-3 0Z(1),SBS-5
M-6
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-24 BZ-16 M-27 M-27
W-26 W-20 W-22 W-24 W-23 OWO(1)-3 0Z(1),SBS-5
0Z(2),SLB-2
M-6
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ-24 BZ-14 M-27 M-27
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 OWO(1)-2 0Z(1),SBS-4
OWO(2)-SLB-1 0Z(1)-1
W-25 W-10
M-8
Lz | 24h 0 0 0 0 0 0 5 - -
§55 | 48N 0 0 0 0 0 3 5 - -
855 %[ 72n 0 0 0 0 0 3 7 - -
°~ | 96h 0 0 0 0 0 3 5 - -
g [ 24 0 0 0 0 0 0 6 27 27
g25 [ 48h 0 0 0 0 0 0 6 27 27
858 [72n 0 0 0 0 0 0 6 27 27
°£ [96h 0 ) 0 0 0 0 8 27 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SBS — stabsze bicie serca
SLB — serce ledwo bije, pomniejszone
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Tabela Z-62. Diazynon. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 1,185-13,5 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

copzina | O (kontrola) | 0,5 % DMSO | 1,185 1,778 2,667 4,0 6,0 9,0 13,5
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-27 0S(1),0z2(1)-27 0S(1),SBS-27
48 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-27 Bz-27 Bz-22 Bz-2 0S(1),0Z(1),SBS-27 M-27
0S(1),SBS-5 0S(1)-25
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-22 BZ-19 BZ-2 0S(1),0Z(1),SBS-27
W-12 W-16 W-10 W-8 0S(1)-5 0S(1),SBS-7 0S(1)-7 M-27
w-8 W-7 0S(1),SBS-18
0S(1),L-2
W-4
96 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz-22 Bz-3 0S(1),SBS-17 0S(1),0Z(1),sBS-21 M-27
wW-27 wW-27 W-27 w-27 0S(1)-5 0S(2),0Z(1),SBS-4 0S(1),L-7 M-6
W-25 0S(1),L-4 0S(1),SK-2
MP-3, G-1 0S(1),L,SP-1
M-1 W-18
W-24
g | 2N 0 0 0 0 0 0 0 27 27
g8g | 48n 0 0 0 0 0 5 25 27 -
SERT| 72 0 0 0 0 5 7 25 25 :
[ 96h 0 0 0 0 5 24 27 21 -
g |.2n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ggg | 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 27
852 [7an 0 0 0 0 0 0 0 0 27
®F | 96h 0 0 0 0 0 1 0 6 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny

BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SBS - stabsze bicie serca

L — lordosis

MP — mate, nie rozwiniete ptetwy

G — garbaty

SK — skrzywienie kregostupa (esowaty kregostup)
SP — skrzywiona (zdeformowana) ptetwa
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Tabela Z-63. Tiabendazol. Test na embrionach. Ocena dla stezen 1,32-15,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 770 (kontrola) | 0,5 % DMSO 1,32 1,98 2,96 4,44 6,6 10,0 15,0
27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BzZ-27 BzZ-27 Bz-27 BzZ-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 0Z(1),05(1)-27 M-27
SS(1)-15
48 BZ-27 BZ-27 Bz-27 BZ-27 BZ-27 BZ-22 BZ-7 0Z(3),05(3)-27 M-27
W-2 0Z(1),08(1)-5 0Z(1),0S(1)-18 SS(3)-15
M-2
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-25 BZ-23 BZ-8 0Z(1),0S(1)-25 0Z(3),05(3)-8 M-27
W-25 Ww-27 W-24 0Zz(1)-2 0Zz(1)-4 0Z(1),0S(1)-19 W-2 SS(3)-8
W-20 W-21 W-22 M-2 M-19
96 BZ -27 BZ -27 BZ-27 BZ-25 BZ-20 BZ-8 0Z(1),0S(1)-25 0Z(3),05(3)-8 M-27
W-27 W-27 wW-27 0z(1)-2 0z(1)-7 0Z(1),05(1)-19 W-25 SS(3)-8
W-27 W-27 W-27 M-2 M-19
oo | 240 0 0 0 0 0 0 0 27 -
NE | 4en 0 0 0 0 0 5 18 27 -
§gaf 72h 0 0 0 2 4 19 25 8 -
3N [96h 0 0 0 2 7 19 25 8 -
< | 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 27
g2 [ 0 0 0 0 0 0 2 0 27
S T 72h 0 0 0 0 0 0 2 19 27
E [ o6h 0 0 0 0 0 0 2 19 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SS- spowolnione bicie serca
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Tabela Z-64. Fenuron. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 65,844-750,0 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
cobzina | O (kontrola) | 0,5% DMSO | 65,844 | 98,765 | 148,15 222,22 333,33 500,0 750,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 Bz-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-19 0S(1),SLB-27
0S(1),SBS-9
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BzZ-27 BZ-27 0S(1),SBS-27 0S(1),SLB-6
M-21
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-26 BZ-27 BZ-22 05(2),0Z(1)SBS-10 HO-1
W-23 W-25 W-25 W-19 Sc-1 W-20 0S(1)-3 0S5(2),0Z(1)SLB-9 M-27
w-27 0S(1),G-2 M-8 W-3
W-22
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 Bz -27 BZ-26 BZ-25 BZ-22 0S(2),02(1),SLB-17 HO-1
W-27 W-27 W-27 W-27 SC-1 SK-2 0S(1)-3 M-10 M-27
w-27 W-27 0S(1),G-2 W-3
W-26
Le | 2 0 0 0 0 0 0 0 9 27
ggE | 48h 0 0 0 0 0 0 0 27 6
SE8 “| 72h 0 0 0 0 1 0 5 19 -
| 96h 0 0 0 0 1 2 5 17 -
g |24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ggs | 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 21
858 [72n 0 0 0 0 0 0 0 8 27
®% | 96h 0 0 0 0 0 0 0 10 27

Cyfry przy skrétach oznaczaja liczbe osobnikéw ktérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SBS — stabsze bicie serca

SLB — serce pomniejszone, ledwo bije

SC — spiralnie skrecone ciato
SK — skrzywienie kregostupa
G — garbaty

HO — haczykowaty ogon
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Tabela Z-65. 2,4-Dinitrotoluen. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 2,634-30,0 mg/I.

STEZENIE (mgl/l) / liczba osobnikéw
GODZINA 0 05% | 2,634 3,951 5,926 8,889 13,333 20,0 30,0
NARAZANIA | (kontrola) | DMSO 27 27 27 27 27 27 27
27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 SBS-27 SBS-27
48 Bz-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 Bz-27 BZ-16 OWO(1),SBS-27 0S(1),SLB-1
0S(1)-11 SR,0,BBS-26
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-22 0S(1),SBS,Z0OK-27 0S(2),SBS,ZOK-27 M-27
W-15 W-191 W-22 W-18 W-14 0OS(1)-5 W-17
W-14
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ-22 BZ -7 0S(1),SBS,Z0OK-27 0S(2),SBS,Z0OK-10 M-27
W-27 W-27 w-27 W-27 0S(1)-5 0S(1)-6 Ww-27 0S(2),SLB,ZOK-10
W-27 0S(1),SBS-9 M-7
ZOK-1 W-7
0S(1),SBS,ZOK,SC,BSK-1
0S(1),L-3
W-23
Le | 2 0 0 0 0 0 0 0 27 27
ggE | 48h 0 0 0 0 0 0 13 27 27
SEET| 72 0 0 0 0 0 5 27 27 -
~ | 96h 0 0 0 0 5 20 27 20 -
g | 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
585 | 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
858 [7n 0 0 0 0 0 0 0 0 27
®% | 96h 0 0 0 0 0 0 0 7 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany:

BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SBS - stabsze bicie serca, SLB — serce pomniejszone, ledwo bije, BBS — brak bicia serca

SC - skrécone ciato
ZOK — zmniejszone, nie wybarwione oko
BSK — skrzywienie kregostupa
SC — skrécone ciato

L — lordosis

SR — spowolniony rozwdj

O - obrzeki
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,LOpracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata i Brachydanio rerio ”

Tabela Z-66. Deltametryna. Test na embrionach. Ocena dla stezen 0,35-4,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mgl/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 1709 (kontrola) | 0,5 % DMSO 0,35 0,53 0,79 1,19 1,78 2,67 4,0
27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-20 0Z(1),0S(1)-27
0Zz(1)-7 D-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-18 BZ-16 BZ-6 W-4 0S(1),0Z(1)-27 0Z(2),05(2)-27
0S(1),0Z(1)-9 0S(1),0Z(1)-11 0S(1),0Z(1)-8 L-4 L-3 D-27
L-6 L-5 L-6 D-27 W-3
D-10 D-12 D-14 D-27
w-7 w-9 W-6
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0S(1),0Z(1)-27 0S(1),0Z(1)-27 0S(1),0Z(1)-27 0S(1),0Z(1)-27 0S(2),0Z(2)-27 0Z(2),05(2)-12
W-19 W-22 W-23 L-19 L-12 L-12 D-27 D-27 D-12
D-4 D-18 D-27 L-27 L-27 M-15
W-18 W-27 W-27 W-27 W-27
96 BZ -27 BZ -27 BZ -12 0S(1),0Z(1)-27 0S(1),0Z(1)-27 0S(1),0Z(1)-27 0Z(2),05(2)-22 0Z(3),05(3)-19 M-27
W-27 W-27 0Z(1)-15 L-19 L-20 L-18 D-22 D-19
W-27 D-18 D-22 D-27 L-18 L-19
W-27 W-27 W-27 M-5 M-8
vz |24 0 0 0 0 0 0 0 7 27
8 8 | 48n 0 0 0 9 11 21 27 27 27
Ng %[ 72h 0 0 0 27 27 27 27 27 12
— N | 96h 0 0 15 27 27 27 22 19 -
s |24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
g g [ 4n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S & el 72n 0 0 0 0 0 0 0 0 15
€ [o6h 0 0 0 0 0 0 5 8 27

Cyfry przy skrétach oznaczaja liczbe osobnikéw ktérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

L — lordosis

D — drzenia i drgawki w czasie poruszania
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Tabela Z-67. 2,4-Dichlorophenol. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 0,527-6,0 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

copzina | O (kontrola) | 0,5 % DMSO 0,527 0,790 1,185 1,778 2,667 4,0 6,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-27 BZ-20 Bz-14 0S(1),SBS-27 0S(1),SLB-27
SBS-7 0S(1),SBS-13
48 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-27 BZ-16 BZ-8 0S(1),SBS-14 0S(1),SLB-6
0S(1),SBS-2 0S(2),SBS-4 0S(2),SLB-13 M-21
0S(1),0Z(1)-9 0S(1),SBS-15
72 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-23 BZ-16 BZ-4 0S(2),SBS-9
W-27 W-24 W-24 W-26 0S-4 0S(1),SBS-2 0S(2),SBS-8 0S(2),0Z(1),SLB-9 M-27
wW-27 0S(1),0Z(1)-9 0S(1),SBS-15 M-9
W-4
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ-23 BZ-9 BZ-2 0S(2),SBS-2 M-27
W-27 W-27 W-27 W-27 0S-4 0S(2),0Z(1),SBS-8 0S(2),07(1),SBS-11 0S(2),0Z(1),SLB-12
W-27 0S(3),07(1),SBS,SK-1 | 0S(3),02(1),SLB-12 M-13
0S(1),07(1),SBS-9 0S(2),02(1),SBS,SK-2
SK-1 W-6
W-9
L |24 0 0 0 0 0 7 13 27 27
£55 | 28N 0 0 0 0 0 11 19 27 6
SERT 72h 0 0 0 0 4 11 23 18 -
¥ | 96h 0 0 0 0 4 18 25 14 -
PR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
g8 | 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 21
858 [72n 0 0 0 0 0 0 0 9 27
®E | 96h 0 0 0 0 0 0 0 13 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny

BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SBS — stabsze bicie serca
SLB — serce pomniejszone, ledwo bije

SK — skrzywienie kregostupa
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Tabela Z-68. 3,4-Dinitrotoluen. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 0,097-1,1 mg/Il.

STEZENIE (mgl/l) / liczba osobnikéw
GODZINA 0 05% | 0,097 0,145 0,217 0,326 0,489 0,733 1,10
NARAZANIA | (kontrola) | DMSO 27 27 27 27 27 27 27
27 27
24 Bz-27 BZ-27 BZ-27 BZz-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZz-27 SR,BBS-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-22 BZ-18 SR,0S(1)-27 M-27
W-1 w-1 0S(1)-5 SR, OS(1)-9
0S(1),SLB-4
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-22 BZ-22 0S(2),0Z(1),SLB-27 0S(3),0Z(2),D, SLB-1 M-27
W-23 W-21 W-24 W-24 W-25 0S(1)-5 M-26
W-6
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ-22 BZ -11 0S(2),0Z(1),D,SLB-27 0S(3),0Z(2),D, SLB-1 M-27
W-25 W-27 w-27 W-27 0S(1)-7 0S(1)-8 M-26
0S(1),KF-2 0S(1),6-1
W-27 M-7
W-14
Lz | 24n 0 0 0 0 0 0 0 0 27
g8 g | 48h 0 0 0 0 0 5 13 27 -
SEET| 72 0 0 0 0 0 5 27 27 -
| 96h 0 0 0 0 9 9 27 1 -
L 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gfs | 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 27
858 [72n 0 0 0 0 0 0 0 26 27
®E | 96h 0 0 0 0 0 7 0 26 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SLB — serce pomniejszone, ledwo bije

BBS — brak bicia serca

SR — spowolniony rozwoj;

D — deformacje, obrzeki

KF — pofalowany kregostup
G - garbaty
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Tabela Z-69. Pendimetalina. Test na embrionach. Ocena dla stezen 2,63-45,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 70 (kontrola) [ 0,5 % 2,63 3,95 5,93 8,89 13,33 20,0 30,0 45
27 DMSO 27 27 27 27 27 27 27 27
27
24 Bz-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZz-27 BZ-27 Bz-27
Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27
48 BZ-27 BZ-27 0Z(1),05(1)- | 0z(1),0S8(1)- 0Z(1),0S(1)- 0Z(1),05(1)- | 0z(1),08(1)- | 0z(1),05@)- | 0z(1),0S(1)- 0Z(1),05(1)-
W-1 W-2 27 27 27 27 27 27 27 27
Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27
72 BZ-27 BZ-27 0Z(1),08(1)- 0Z(1),0S(1)- 0Z(1),0S8(1)- 0Z(1)-18 0Z(1),08(1)- 0Z(1),0S(1)- 0Z(1),0S(1)- 0Z(2),05(2)-
W-24 W-17 27 27 27 0S(1)-18 27 27 27 27
Z-27 Z-27 Z-18 Z-18 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27
W-10 W-14 W-12 W-14 W-27 W-15 W-24 W-16
96 BZ -27 BZ -27 0Z(1),05(1)- | 0z(1),0S(1)- 0Z(1),05(1)- 0Z(1),05(1)- | 0z(1),08(1)- | 0z(1),05@)- | 0z(1),0S(1)- 0Z(3),05(3)-
W-27 W-27 27 27 27 27 27 27 27 10
Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27 Z-27
W-27 W-27 W-25 W-27 W-27 W-27 W-27 W-18
M-17
vz |2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 8 o[ 48 0 0 27 27 27 27 27 27 27 27
5[ 72h 0 0 27 27 27 27 27 27 27 27
- N [ 96h 0 0 27 27 27 27 27 27 27 10
- | 24n 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
g g |48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8§l 72h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E [ 96h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikdw ktdrych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zo6itkowego

Z—woreczek zottkowy i ciato embrionu zabarwione na z6tto
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Tabela Z-70. Karboksyna. Test na embrionach. Ocena dla stezen 0,26-3,0 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

GODZINA 0 0,5 % 0,263 0,40 0,59 0,89 1,33 2,0 3,0
NARAZANIA | (kontrola) DMSO 27 27 27 27 27 27 27
27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 SBS-27 SBS-27 SBS-27
SR-27 SR-27
BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 05(1),0z(1)- | 0s(2),0z(2)- | 0s(2),0z(2)-
48 27 27 27
SBS-27 SBS-27 SBS-27
BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0S(1)-27 0S(2),0Z(2)- M-27 M-27
72 W-15 W-21 W-24 W-26 W-14 W-16 27
SBS-27
BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 0S(1)-27 0S(2),02(2)- M-27 M-27
926 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 27
SBS-27
24h 0 0 0 0 0 0 27 27 27
0=

€
s 8 o | 48h 0 0 0 0 0 0 27 27 27
0
8% [72n 0 0 0 0 12 27 27 - -

-1 N
96h 0 0 0 0 0 27 27 - -

- 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
© §o 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EE Q | 72h 0 0 0 0 0 0 0 27 27

= 96h 0 0 0 0 0 0 0 27 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SBS-stabsze bicie serca
SR-spowolniony rozwoj
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Tabela Z-71. CCC. Test na embrionach. Ocena dla stezen 131,69- 1500 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 131,69 197,53 296,30 444,44 666,67 1000,0 1500,0
27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BzZ-27 BZ-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BzZ-27 BZ-27 BZ-27
w-2
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-27
W-20 W-22 W-8 W-18 W-12 W-15 W-21 W-17
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27
o g | 24n 0 0 0 0 0 0 0 0
S, 58[ 48h 0 0 0 0 0 0 0 0
SN EE| 72h 0 0 0 0 0 0 0 0
96h 0 0 0 0 0 0 0 0
L o | .24n 0 0 0 0 0 0 0 0
S £l 48h 0 0 0 0 0 0 0 0
S @<[72h 0 0 0 0 0 0 0 0
96h 0 0 0 0 0 0 0 0
BZ — bez zmian
W — wykluty
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Tabela Z-72. Profam. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 4,390-50,0 mg/I.

STEZENIE (mgl/l) / liczba osobnikéw

copzina | O (kontrola) [ 0,5% DMSO [ 4,390 6,584 9,877 14,815 22,222 33,333 50,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-27 0OS(1)-27 0OS(1)-27 SR,0S(1),SBS-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0S(1),SBS-27 0S(2),SBS-27 0S(2),0Z(1),SBS-27
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 Bz-15 0S(2),0Z(1),SBS-22 05(3),0Z(2),0,SLB-27
W-20 W-21 W-27 W-24 W-22 W-9 0S(1),SBS-12 W-3
W-11 M-5
96 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz-27 0S(2)-16 M-27
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-20 W-27 0S(2)-4
W-9
M-7
Lz | 24h 0 0 0 0 0 0 27 27 27
£55 | 28N 0 0 0 0 0 0 27 27 27
SERT| 72 0 0 0 0 0 0 12 22 27
©% [ 96h 0 0 0 0 0 0 0 20 -
e | 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
geg | 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
858 [ 0 0 0 0 0 0 0 5 0
>£ [ o6h 0 0 0 0 0 0 0 7 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
SBS - stabsze bicie serca;
SLB — serce pomniejszone, ledwo bije
SR — spowolniony rozwoj
O — obrzeki ciata
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Tabela Z-73. Alachlor. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 0,878-10,0 mg/I.

STEZENIE (mgl/l) / liczba osobnikéw

copzina | O (kontrola) | 0,5 % DMSO 0,878 1,317 1,975 2,963 4,444 6,667 10,0
NARAZANIA 27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-27 BZ-27 Bz-27 BZ-27 BzZ-27
48 Bz-27 Bz-27 BZ-27 BZ-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-21 0S(2),SLB-27
0S(1),-6
72 Bz-27 Bz-27 BZ-27 BZ-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZ-15 SLB-2
W-19 W-16 W-20 W-24 W-22 W-18 W-19 0S(1)-5 M-25
0S(1),SBS-6
96 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz -27 Bz -27 BZ-15 SLB-2
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 w-27 0S(1)-5 w-2
0S(1),SBS-6 M-25
W-4
= | 24 0 0 0 0 0 0 0 0 27
£55 | 28N 0 0 0 0 0 0 0 6 27
SERT 72 0 0 0 0 0 0 0 12 -
8 | o6h 0 0 0 0 0 0 0 12 -
e |2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
g85 | 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
858 [ 0 0 0 0 0 0 0 0 27
°& ["9h 0 0 0 0 0 0 0 0 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny

BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SBS - stabsze bicie serca;
SLB — serce pomniejszone, ledwo bije
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Tabela Z-74. Etofumesat. Test na embrionach. Wyniki obserwacji rozwoju embrionéw dla stezen 4,390-50,0 mg/I.

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

NaRAZANIA | O (kontrola) [ 0,5% DMSO | 4,390 | 6,584 9,877 14,815 22,222 33,333 50,0

27 27 27 27 27 27 27 27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 SBS-27 SBS-27 SR, SBS-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0S(2),SBS-27 0S(2),0Z(1),SBS27 | 0S(2),0Z(1),SLB27 | 0S(2),0Z(1),SLB-27 SR,SLB-15
M-12
79 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ -25 0S(2),SBS-22 0S(3),0Z(2),SLB27 | 0S(3),0Z(2),SLB-25 | 0S(3),0Z(2),S5LB-19 M-27
W-14 W-15 W-16 0S(1)-12 0S(3),0Z(1),SLB-5 M-2 M-8
W-6
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -25 0S(2),SBS-22 0S(3),0Z(2),SLB-27 | 0S(3),0Z(2),SLB-11 0S(3),0Z(2),SLB-7 M-27
W-27 W-27 W-27 0S(1)-12 0S(3),0Z(1),SLB-3 M-16 M-20
W-22 0S(3),0Z(1),SLB,
SK-2
W-21

- [ 24 0 0 0 0 0 0 27 27 27
£55 | 28N 0 0 0 0 27 27 27 27 15
N 0 0 0 12 27 27 25 19 :
" [en 0 0 0 12 27 27 11 7 :
o |2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
g8 [4en 0 0 0 0 0 0 0 0 12
852 [ 72h 0 0 0 0 0 0 2 8 27
“F | 96h 0 0 0 0 0 0 16 20 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zo6itkowego
SBS - stabsze bicie serca; SLB — serce pomniejszone, ledwo bije

SR — spowolniony rozwdj

SK — skrzywienie kregostupa

Testy wstepne

Skrzywienie koncéwki ogona - stezenie 11,852 mg/I

Lordosis, garb, skrzywienie kregostupa w ksztatcie S - stezenie 17,778 mg/I
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Tabela Z-75. Kaptan. Test na embrionach. Ocena dla stezen 0,26-3,0 mg/I

STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw

GODZINA 0 0,5 % 0,18 0,26 0,40 0,59 0,89 1,33 2,0
NARAZANIA | (kontrola) DMSO 27 27 27 27 27 27 27
27 27
24 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BzZ-27 BZ-27 BZ-27
48 BZ-27 BZ-27 BZz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 Bz-27 BZz-27 BZ-27
BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-15 0Z(1)-27 0Z(1)-27 0Zz(2)-27 05(2),0Z(2)-
72 W-20 W-25 Ww-21 W-26 0z(1)-12 W-16 W-10 W-19 27
W-16 W-20
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27
W-27 W-27 W-27 W-27 M-27 M-27 M-27 M-27 M-27
B 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0]
N5 | 48n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ﬁg & 1 72n 0 0 0 0 12 27 27 27 27
“ N Loen 0 o 0 ) - - - - -
c 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 § o | 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SE% | 72n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 96h 0 0 0 0 27 27 27 27 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktorych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego
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Tabela Z-76. Metazachlor Test na embrionach. Ocena dla stezen 5,26-60,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 770 (kontrola) | 0,5 % DMSO 5,26 7,90 11,85 17,78 26,66 40,0 60,0
27 27 27 27 27 27 27 27 27
BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0Zz(1),08(1)-27 M-27
24 SS(3)-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 0Z(2),05(2)-27 M-27 M-27
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-18 0z(1)-23 0Z(3),05(3)-27 M-27 M-27
W-27 W-27 W-24 W-22 0Z(1)-9 W-10
W-12 M-4
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 Bz-12 0Z(2)-13 W-20 M-27 M-27
w-27 w-27 w-27 w-27 0Z(2)-15 W-16 M-27
W-14 M-14
gz |24 0 0 0 0 0 0 0 27 -
g 8 | 48 0 0 0 0 0 0 27 - -
Ng %[ 72h 0 0 0 0 9 23 27 - -
- N | 96h 0 0 0 0 15 13 - - -
P 0 0 0 0 0 0 0 0 27
82| %8N 0 0 0 0 0 0 0 27 27
< g =| 72h 0 0 0 0 0 4 0 27 27
96h 0 0 0 0 0 14 27 27 27

Cyfry przy skrétach oznaczajg liczbe osobnikéw ktérych dotyczy zmiana, cyfra w nawiasach (1, 2 lub 3) oznacza stopniowanie zmiany: 1-nieznaczny, 2-wyrazny, 3-znaczny
BZ — bez zmian, M — martwy, W — wykluty, OS — obrzek worka osierdziowego, OZ — obrzek woreczka zéttkowego

SS- spowolnione bicie serca
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Tabela Z-77. Dicamba. Test na embrionach. Ocena dla stezen 192,9-400,0 mg/I

GODZINA STEZENIE (mg/l) / liczba osobnikéw
NARAZANIA 0 (kontrola) 35,12 52,67 79,01 118,52 177,78 266,67 400,0
27 27 27 27 27 27 27 27
24 Bz-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 M-27 M-27
48 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 M-27 M-27
W-3 W-5 W-2 W-3 W-2
72 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 BZ-27 M-27 M-27
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27
96 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 BZ -27 M-27 M-27
W-27 W-27 W-27 W-27 W-27 W-27
— 24h 0 0 0 0 0 0 - -
8 E
58 o 48h 0 0 0 0 0 0 - -
B g a 72h 0 0 0 0 0 0 - -
=N 96h 0 0 0 0 0 0 - -
B 24h 0 0 0 0 0 0 27 27
© § o | 48n 0 0 0 0 0 0 27 27
N
2 £2[72n 0 0 0 0 0 0 27 27
S 96h 0 0 0 0 0 0 27 27

Cyfry przy skrétach oznaczaja liczbe osobnikéw ktérych dotyczy zmiana

BZ — bez zmian
M — martwy
W — wykluty
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