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Charakteristika

- — . s Taxonomie
Nitenka obecna je drobny sladkovodni cerv
o velkosti cca 3 cm. Rise Zivocichové (Animalia)
Délka zivota: 1-6 tydnu dle teploty. Kmen | Kroukovci (Annelida)
PFirozené se vyskytuji v organicky Trida Opaskovci (Clitellata)
znecisténé (hnijici), stojaté nebo mirné
proudici vodeé. Podtrida malostétinatci (Oligocheta)
Ziji na dné zavrtané do bahna. Rdd nitenkovci (Plesiopora)

Celed | nit&nkoviti (Tubiciciade)

Zdrojem potravy jsou bakterie a organickeé
zbytky obsazené v bahne. Rod niténka (Tubifex)



Charakteristika

* Dycha za pomoci svého téla, kterym prijima
kyslik.

* V\ predni ¢asti téla je spojenim nékolika ¢lanku
vytvoren tzv. opasek, ktery slouzi k
rozmnozovani.

* Clanky téla jsou pokryté drobnymi $tétinkami,
které jim umoznuji pohyb.

* Vyuziva se jako indikator znecisténi (podle
mnozstvi vyskytu).
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élo Zivé/zdravé niténky je zbarvené do cervena
iky hemoglobinu.
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http://www.uniprot.org/taxonomy/6386
https://creativecommons.org/licenses/by-nd/3.0/

Podminky chovu

* Optimalni podminky pro preziti:
e teplota vodyvrozmezi5-28°Ca pHvody5-9,
* nepretrzita aerace vody

Chov zalozen podle normy OECD Guideline 207.
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Priprava a uchovani sedimentu

® Sveételny rezim: 16 hod svétla: 8 hod tma Vyména sedimentu: za 12 tydnd.
®* Teplota okolniho vzduchu 20+ 2 C°
®* Krmeni: 2x tydné + 1x tydné Cisténi a doplnéni destilované H20

Slozka Charakteristika % suchého sedimentu

Raselina UsusSena na vzduchu, velikost 2+0,5

c¢astic< 0,5 mm

Pisek velikost ¢astic < 2 mm, ale > 50 76

% Castic v rozsahu 50-200 pum

Jil Obsah kaolinitu > 30 % 22+1

Uhlicitan vapenaty Chemicky inertni, dodava se do 0,05-1

suchého sedimentu

Destilovana voda Dodava se do suchého 30-50

sedimentu

®* pH pldy bylo upraveno pomoci uhli¢itanu vapenatého na 6 £ 0,5.



Priprava pudy
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Kdyz se nedari




Kdyz se podari

Ciéténi a krmeni




Test akutni toxicity

Jednoduchy a rychly test.

Poskytuje reprodukovatelné vysledky.

Pro latky rozpustné/nerozpustné ve vodé.

Provedeni na destickdach, umélé pidé nebo na papire.

Poskytuje informace o toxicité prirozeného prostredi, ve kterém se niténky
vyskytuji.

LC 50: letalni koncentrace: mnozstvi testované latky, ktera usmrti 50 %
testované populace.



3 minutovy test

Probiha na destickach.

3"EC50:0,122 - 0,152 mol/ | MnCl22H20 (standardni latka).
Koncentraéni fada: 25; 20; 17,5; 15; 10; 5g.1-.

Kazda koncentrace se 3x opakuje se 6 nitenkami.

Velikost nitének: 2 —4 cm.

Do kazdé jamky se prenese 6 nitének.

Z pripravené koncentracni rady: odpipetuje 1 ml vzorku (o nejvyssi koncentraci) do
testovaci jamky.

Odecet za 3 min = kontrola hybnosti.
Takto se pokracuje u kazdé testované koncentrace.
Vyhodnoceni.



Postup

Niténky se predpripravi na PM s destilovanou H-:O.
4 PM po cca 25 niténkach — 100 — 120 ks nitének.




Sestaveni koncentracni rady




Testovaci desticky




Provedeni testu




Po odectu 3 min — kontrola hybnosti

- Preparacni jehla — pro stanoveni
hybnosti.

o rEntomoIogické pinzeta — pro
manipulaci.




Vyhodnoceni - Kombinace nitének a konstant pro vypocet EC
Yy P YP 50
| Kombinace f cf Kombinace f of
1036 100000 022361 2153 033333 035998
0.0.4.6 0.83333 021082 2.1.6.5 0,00000 053748
0056 0.66667 016667 2223 100000 068313 . - ] n
0.0.6.6 0.50000 0.00000 2235 0.66667 0.66852 Vypocet EC50 se provadi podle nasledujiciho vztahu:
0,1.0.6 100000 026874 2245 033333 066852
0136 083333 027889 22553 0,00000 068313
0.1.4.6 0.66667 0.26874 2335 0.33333 070097 _
0,156 050000 023570 2345 0,00000 074536 log EC50 =log Da +d (f + 1)
0,1.6.6 033333 0,16667 3,045 1,00000 080622
0226 0.83333 029814 3053 0,50000 065192 -
0.23.6 0.66667 0.30732 3.0.65 0,00000 0.67082 Da nejniz$i koncentrace,
02,46 050000 029814 3133 100000 052195
0,256 033333 0,26874 3143 0,50000 090830
0266 016667 021082 31553 0,00000 052195 . : .
0.3.3.6 0,50000 031623 3225 1,00000 102470 f tabelovana konstanta, jednotlivym
0346 033333 030732 3235 050000 101242
0356 116667 0.27889 32453 0,00000 111803 R iy
0366 0.00000 0.22361 3335 0.00000 116150 kombinacim je v tabulce prirazena
0446 016667 029814 4045 1,00000 161245
0456 000000 0,26874 4055 0,00000 161245 " I ¥
0036 1.00000 026833 41353 1.00000 194936 d konstanta, pro niz plati nasledujici
1,0.4.6 0.80000 0.25612 1145 0,00000 2.04939
1,05.6 060000 021541 4225 1,00000 2.04939 .
P 10,66 040000 0,12000 4233 0,00000 223607 rovnice:
f 1126 1.00000 032249 0054 100000 029580
1.13.6 0.80000 033704 0.0.6.4 0.75000 0.28717
1146 060000 033226 0144 100000 043301 d =logR
1156 0.40000 030724 0154 0.75000 042573
1166 0.20000 025612 0.1.6.4 050000 0.29580
1226 0.80000 0,36000 0234 1,00000 048734 R B e ‘cleduiicimi
\ 12.3.6 060000 037736 0244 0,75000 050621 pomer mezl dvema naslieauficimi
R e /
3 264 25 315 TR
I \f 12,66 000000 026833 0334 0,75000 053033 koncentracemi (vyssi ,
J R\ 1336 040000 0,39799 0344 0,50000 048734 '\éh 7\, ‘(
1346 0.20000 0.40200 0354 025000 0.42573 3¢ ia'vy
Tk f] 1.3.5.6 000000 034641 03.64 0,00000 033541 koncentrace/nizsi) | *V\Zdy r
, 1446 0,00000 036878 0444 0,25000 045415 ! N
2,036 1.00000 033541 0454 0.00000 0.40311




96 hodinovy test

dle metodiky Maestre a kol. (2009) a doporuceni ASTM (2005)
Probiha v testovacich kadinkach o objemu 250 ml.

Princip testu: niténky budou vystaveny rozsahu koncentraci zkousené latky a sleduje
se vliv na jejich mortalitu po dobu 4 dnu.

Velikost nitének: priblizné stejné velikosti, stari 4-5 tydnd.

Standardni latka pro ovéereni vitality nitének a kontrolu spravnosti testu je pouzit
roztok pentahydratu siranu médnatého CuSO,.5H,0 (Merck).



96 hodinovy test

Koncentracni rada: 0,01; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 mg.lI*

24h LC50 = 0,11- 0,28 mg.I't, 48h LC50 = 0,07—- 0,19 mg.I%, 72h LC50 = 0,04- 0,1 mg.It, 96h
LC50 = 0,03—- 0,8 mg.I*

Kazda koncentrace zkousené latky se opakuje 3x po 100ml.
Kontrola se opakuje 3x po 100ml des. H20.
Pro kazdou koncentraci a kontrolu se pouzije 5 nitének.

Do pripravenych kadinek s urcitou koncentraci CuSO,.5H,0 se vlozi 5 nitének, vcetne
kontroly s des. H20.

Kadinky se prekryji parafiimem — zamezeni odpareni latky.
Vlozi se do inkubatoru s predem nastavenou teplotou na 20 — 22°C.
Pocet uhynulych nitének se zaznamenava po 24, 48, 72 a 96h.

Vyhodnoceni.



Postup

Niténky se pomoci preparacni jehly opatrné prenesou na PM s des. H:0.
4 PM po cca 25 niténkach —100 - 120 ks nitének.




Priprava koncentracni rady




Priprava kadinek pro testovani




Zalozeni testu s niténkami




Vyhodnoceni

- Jako endpoint se hodnoti nehybnost a mortalita (niténky nejevi znamky
pohybu do 10 s ani po kontaktu s preparacni jehlou).

. Spocita se pocet nehybnych organismu po 24, 48, 72 a 96 hodinach.
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- Vysledky testu se statisticky vyhodnoti, napf. pomoci programu
/\ TOXICITA.




Dalsi metody vyuziti




Test toxicity na filtracnim papiru

e Testu probiha na vlhkém filtracnim papiru.

e |dentifikace potencialné toxickych latek v pudé.
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Test toxicity na umélé pude

e Niténky jsou uchovavany v umélych pudach s ruznou koncentraci testované
latky.

e Umrtnost nitének se zaznamenava v intervalu 7 a 14 dn( - po aplikaci do plid s
riznou koncentraci.

 ° Umrtnost v kontrolni skupiné& by neméla byt vy$3i nez 10 %.
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