OSTRACODTOXKIT F OSTRACODTOXKIT
CHRONIC

Chronic “direct contact” Toxicity Test

jiments. b DIRECT CONTACT TEST
for Freshwater Sedime J FOR FRESHWATER SEDIVIENTS
AND SOILS
This Kits contains all the materials to perform up to 5 chronic
foxicity tests (6 days mortality and growth inhibition assays) with
the freshwater ostracod crustacean Heterocypris incongruens
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OSTRACODTOXKIT F
Procedura testu



PRZYGOTOWANIE
STANDARDOWEJ POZYWKI

- KOLBKA MIAROWA (1 litr)
- FIOLKI Z ROZTWORAMI
SKONCENTROWANYCH SOLI
- DESTYLOWANA
(lub dejonizowana) WODA



PRZELAC ZAWARTOSC 5 FIOLEK

ZE SKONCENTROWANYMI
ROZTWORAMI SOLI

DO + 800 ML WODY DESTYLOWANEJ,
W KOLBCE MIAROWEJ 1 LITR




- NAPELNIC KOLBKE DO LINIIl ZNAKOWEJ
1LITR

- NAPOWIETRZAC PRZEZ
CO NAJMNIEJ 15 MINUT




WYLEG ORGANIZMOW Z CYST

WYLAC ZAWARTOSC JEDNEJ FIOLKI
Z CYSTAMI NA PLYTKE PETRI'EGO




ABY UPEWNIC SIE, ZE WYSZYSTKIE
CYSTY ZOSTALY PRZENIESIONE,
WYPLUKLAC FIOLKE DWUKROTNIE,
UZYWAJAC 1 ML STANDARDOWEJ
POZYWKI



INKUBACJA CYST

INKUBOWAC PLYTKE PETRI'EGO
PRZEZ 48 GODZIN W 25 °C,

W CIAGLYM OISWIETLENIU

MIN. 3000 - 4000 LUX



WSTEPNE KARMIENIE
ORGANIZMOW TESTOWYCH

JEDNA FIOLKE ZE
SPIRULINA

NAPELNIC
STANDARDOWA POZYWKA
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- WSTRZASNAC FIOKE
Z ZAWIESINA SPIRULINY

- PRZELAC ZAWARTOSC
NA PLYTKE PETRI'EGO
ZAWIERAJACA WYLEGNIETE
ORGANIZMY | ZAMIESZAC
PLYTKA DELIKATNIE

- UMOZLIWIC KARMIENIE
ORGANIZMOW PRZEZ 4 GODZINY




POMIAR DLUGOSCI
MLODYCH ORGANIZMOW

SZKLANA MIKROPIPETA
POBRAC 10 ORGANIZMOW
Z PLYTKI DO WYLEGU



W WIELODOLKOWEJ PLYTCE
DO ,POMIARU DLUGOSCI”
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DO JEDNEGO DOtKA
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DODAC JEDNA KROPLE PLYNU LUGOLA
DO DOtKA ZAWIERAJACEGO ORGANIZMY
| ZACZEKAC, AZ ZOSTANA ONE
CALKOWICIE UNIERUCHOMIONE
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UMIESCIC PLYTKE MIKROMETRYCZNA NA SZKLANYM STOLIKU
MIKROSKOPU, POSRODKU POLA WIDZENIA
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UMIESCIC WIELODOLKOWA PLYTKE
DO POMIARU Dt.UGOSCI

NA STOLIKU MIKROSKOPU

| ZMIERZYC DEUGOSC ORGANIZMOW

UWAGA: najmniejsza podziatka ptytki
mikrometrycznej to 50 um

MEODE ORGANIZMY MAJA DEUGOSC
OKOLO 200 um
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ZANOTOWAC DrUGOSC
ORGANIZMOW

W KARCIE WYNIKU

W KOLUMNIE ,DZIEN 0”
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PRZYGOTOWANIE ZAWIESINY
POKARMU Z GLONOW

Z JEDNEJ PROBOWKI ZE Zt OZAMI GLONOW
WYLAC POZYWKE DO PRZECHOWYWANIA,
UWAZAJAC, ABY NIE UTRACIC
JAKIEGOKOLWIEK ZtOZA

PRZY TEJ OPERACJI
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UWALNIANIE GLONOW

DODAC 7 ML ROZTWORU UWALNIAJACEGO GLONY DO PROBOWKI ZE Zt OZAMI GLONOW
| ZAMKNAC JA KORKIEM



17

WSTRZASAC PROBOWKE NA VORTEX-IE, AZ ZL OZA ZOSTANA CALKOWICIE
ROZPUSZCZONE | GLONY ZOSTANA UWOLNIONE
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WIROWAC PROBOWKE PRZEZ 10 MINUT OSTROZNIE WYLAC
PRZY 3000 OBR/MIN W STANDADOWEJ SUPERNATANT Z PROBOWK]
WIROWCE LABORATORYJNEJ



DODAC 10 ML WODY DESTYLOWANEJ ZATKAC | WSTRZASAC PROBOWKE,
DO PROBOWKI Z PELETKA GLONOW AZ DO UZYSKANIA JEDNORODNEJ
ZAWIESINY GLONOW
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WIROWAC PROBOWKE PONOWNIE 3000 OBR/MIN PRZEZ 10 MINUT
| WYLAC SUPERNATANT




p-J
STANDARD B 7

" FRESHWwWATER
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- WLAC SKONCENTROWANA ZAWIESINE GLONOW DO KOLBKI MIAROWEJ 25 ML
- DODAC STANDARDOWEJ POZYWKI DO LINII 25 ML
- ZATKAC KOLBKE | WSTRZASAC W CELU UZYSKANIA JEDNORODNEJ ZAWIESINY GLONOW
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DODAWANIE OSADU, POKARMU Z
GLONOW | ORGANIZMOW NA PLYKE
TESTOWA

DODAC 2 ML STANDARDOWEJ POZYWKI
DO KAZDEGO DOLKA W DWOCH

PLYTKACH TESTOWYCH (ptytka dla osadu

referencyjnego i ptytka dla osadu badanego)



PLYTKA TESTOWA DLA OSADU REFERENCYJNEGO

- NAPELNIC LYZECZKE OSADEM REFERENCYJNYM | ZSUNAC NADMIAR OSADU

PLASTIKOWA SZPATULKA (petna tyzeczka zawiera 500 pl osadu)
- UMIESCIC ZAWARTOSC 2 £YZECZEK (= 1000 ul) OSADU REFERENCYJN EGO W KAZDYM DOtKU

PLYTKI TESTOWEJ



PLYTKA TESTOWA Z OSADEM BADANYM

- NAPELNIC LYZECZKE OSADEM BADANYHM | ZSUNAC NADMIAR OSADU PLASTIKOWA
SZPATULKA (petna tyzeczka zawiera 500 ul osadu)

- UMIESCIC ZAWARTOSC 2 tYZECZEK (= 1000 ul) OSADU BADANEGO W KAZDYM DOtKU PLYTKI
TESTOWEJ (wierzchotkiem szpatutki zsungé¢ osad z tyzeczki)



- PRZELAC POKARM Z ZAWIESINY GLONOW Z 25 ML KOLBKI DO KUBKA

- WSTRZASNAC KUBKIEM ABY UZYSKAC JEDNORODNA ZAWIESINE GLONOW

- PIPETA PODAC 2 ML ZAWIESINY GLONOW DO KAZDEGO DOtKA W DWOCH
PLYTKACH TESTOWYCH
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NAPELNIC POKRYWKE PLYTKI
PETRI'EGO DO WYLEGU 10 ML
STANDARDOWEJ POZYWKI




217

SZKLANA MIKROPIPETA PRZENIESC
MtODE ORGANIZMY Z PLYTKI DO
WYLEGU NA POKRYWKE PLYTKI




PRZENIESC 10 ORGANIZMOW Z POKRYWKI PLYTKI DO KAZDEGO DOLKA W DWOCH PLYTKACH
TESTOWYCH
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INKUBACJA PLYTEK TESTOWYCH

- PRZYKRYC OBIE PLYTKI TESTOWE PASKAMI PARAFILMU | POKRYWKAMI
- INKUBOWAC PLYTKI W 25 °C, W CIEMNOSCI, PRZEZ 6 DNI



OBLICZANIE WYNIKU — 1. PRZENOSZENIE ORGANIZMOW DO PLYTKI PETRIEGO

PIPETA Z SZEROKIM UJSCIEM POBRAC PORCJE ZAWIESINY OSADU
Z JEDNEGO DOLKA TESTOWEGO PLYTKI | PRZENIESC JA NA MIKROSITKO



- DELIKATNIE PRZEPLUKAC ZAWARTOSC NA SITKU WODA KRANOWA
W CELU WYPLUKANIA BARDZO DROBNYCH CZASTEK OSADU

- POSTEPOWAC DALEJ W TEN SPOSOB PRZENOSZAC KOLEJNE PORCJE ZAWIESINY OSADU
NA MIKROSITKO | ZA KAZDYM RAZEM PRZEPLUKIWAC ZAWARTOSC
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- DODAC KILKA ML STANDARDOWEJ POZYWKI
DO DOLKOW

- WYMIESZAC WODE Z POZOSTALYM OSADEM |
PRZENIESC ZAWARTOSC NA MIKROSITKO W
CELU PLUKANIA

- POWTARZAC TA OPERACJE, AZ CALY OSAD |
WSZYTKIE ORGANIZMY ZOSTANA
PRZENIESIONE NA MIKROSITKO



- ODWROCIC MIKROSITKO DO GORY DNEM | WYPLUKAC ZAWARTOSC DO PLYTKI
PETRI'EGO, UZYWAJAC BUTELKI DO PLUKANIA Z WODA KRANOWA

- POWTARZAC PRZENOSZENIE OSADU | PLUKANIE DLA WSZYSTKICH DOLKOW Z OBU
PLYTEK



OBLICZANIE WYNIKU — 2. OBLICZANIE SMIERTELNOSCI
SZKLANA MIKROPIPETA POBRAC WSZYSTKIE ZYWE ORGANIZMY Z PLYTKI PETRI'EGO
| PRZENIESC JE DO JEDNEGO DOLKA NA PLYTCE DO POMIARU DLUGOSCI
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- ZLICZYC ZYWE ORGANIZMY W DOtKU

- ODJAC TA LICZBE OD 10
(t.j. od liczby wszystkich organizméw w
dotku na poczatku testu)

- ZAPISAC WYNIK (t.j. liczbe organizméw,
ktore nie przezyty testu) NA KARCIE
WYNIKU

- POWTARZAC TA OPERACJE DLA
WSZYSTKICH DOLKOW W OBU
PLYTKACH TESTOWYCH

- OBLICZYC | ZAPISAC SREDNI %
SMIERTELNOSCI ORGANIZMOW DLA
WSZYSTKICH DOLKOW
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OBLICZANIE WYNIKU — 3. POMIAR DLUGOSCI

UWAGA: pomiar dtugosci nalezy wykonywac

tylko, jesli % Smiertelnosci jest < 30%

- DODAC JEDNA KROPLE PLYNU LUGOLA
DO KAZDEGO DOtKA NA PLYTCE
DO POMIARU DEUGOSCI, KTORY
ZAWIERA ZYWE ORGANIZMY
Z DWOCH PLYTEK TESTOWYCH
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- ODCZEKAC, AZ ORGANIZMY ZOSTANA UNIERUCHOMIONE

- ZMIERZYC DLUGOSC KAZDEGO ORGANIZMU WEDLUG PROCEDURY WSKAZANEJ
NA SLAJDACH 13114

- ZAPISAC WYNIKI W ODPOWIEDNICH OKIENKACH W KARCIE WYNIKU
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- WYKONAC OBLICZENIA WYNIKU
UZYWAJAC ODPOWIEDNIEGO PROGRAMU




