Growth inhibition test
on the higher aquatic plant
Spirodela polyrhiza

€ kit contains all the materials to
form 2 complete toxicity tests

SPIRODELA DUCKWEED TOXKIT
Procedura testu
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PRZYGOTOWANIE
POZYWKI WZROSTOWEJ
I DO ROZCIENCZEN

- KOLBKA MIAROWA (500 ml)

- FIOLKI ZE STEZONYMI ROZTWORAMI
POZYWKI STEINBERG

- CZYSTA WODA (dejonizowana lub

destylowana)



PRZENIESC PIPETA 10 ml
STEZONEGO ROZTWORUA, B i C
DO + 300 ml CZYSTEJ WODY W
KOLBCE MIAROWEJ 500 ml



PRZENIESC 0,5 ml POZYWKI Z FIOLEK
D i E DO KOLBKI MIAROWEJ




UZUPEENIC KOLBKE DO LINII
500 ml CZYSTA WODA

ZATKAC KOLBKE | WSTRZASAC W CELU
HOMOGENIZACJI POZYWKI



KIELKOWANIE TURIONOW
SPIRODELA POLYRHIZA

PRZYGOTOWAC PROBOWKE Z
TURIONAMI SPIRODELA

| WSTRZASNAC JA DELIKATNIE W
CELU ROZPROWADZENIA
ZAWIESINY TURIONOW
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- WYLAC ZAWARTOSC
PROBOWKI Z TURIONAMI NA
MIKROSITKO

- UPEWNIC SIE, ZE
WSZYSTKIE TURIONY
ZOSTALY USUNIETE Z
PROBOWKI
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PLUKAC DOKLADNIE
TURIONY CZYSTA
WODA




ODWROCIC SITKO | WYPLUKAC
TURIONY DO PLYTKI PETRI'EGO Z
POZYWKA STEINBERG

UWAGA: Koncowa objetos¢ pozywki
Steinberg w ptytce Petri’'ego powinna

wynosi¢ 30 ml
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INKUBOWAC PLYTKE PETRI'EGO PRZEZ 72h W
25 °C W CIAGLYM OSWIETLENIU ,OD GORY”, O
NATEZENIU 6 000 LUX

A : inkubator z wbudowanym oswietleniem

B : inkubator z zestawem oswietlajgcym LRD
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PRZYGOTOWANIE
ROZCIENCZEN BADANEJ
PROBKI

Na przyktad:

OCENA TOKSYCZNOSCI
SCIEKOW W 5
ROZCIENCZENIACH (C1-C5)

100% - 50% - 25% - 12.5% - 6.25%
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DODAWANIE STEZONEJ POZYWKI
STEINBERG DO SCIEKOW

PRZENIESC OKOLO 80 ml SCIEKOW DO KOLBKI
MIAROWEJ 100 ml

DODAC 2 ml POZYWKI Z FIOLEK A,B, C
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DODAC 100 ul POZYWKI Z FIOLEK
D i E DO KOLBKI MIAROWEJ
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- UZUPELNIC KOLBKE SCIEKAMI DO LINII 100 ml
- ZATKAC KOLBKE | WSTRZASAJAC WYMIESZAC
ZAWARTOSC
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PRZYGOTOWANIE SZEREGU
ROZCIENCZEN SCIEKOW

- PRZYGOTOWAC PIEC PROBOWEK 20 ml |
OZNAKOWAC JE OD C1 DO C5
- DODAC 20 ml BADANYCH SCIEKOW DO

TP T '
auC e dues PROBOWKI C1
., A
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DODAC 10 ml POZYWKI STEINBERG DO
PROBOWEK C2,C3,C4 i C5
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PRZENIESC 10 ml SCIEKOW Z
PROBOWKI C1 DO PROBOWKI C2
ZAMKNAC | WSTRZASNAC
PROBOWKE TESTOWA



17

- PRZENIESC 10 ml BADANEGO
ROZCIENCZENIA Z PROBOWKI C2

DO C3
- ZAMKNAC | WSTRZASNAC
PROBOWKE TESTOWA
; = Il | - POWTARZAC TA PROCEDURE DLA
: ‘§bi£aiﬁ§:;!.\ PRZYGOTOWANIA NASTEPNYCH
’ ' \

| ROZCIENCZEN
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NAPELNIANIE PLYTKI TESTOWEJ
PRZYGOTOWANYMI TOKSYCZNYMI
ROZCIENCZENIAMI

PRZENIESC 1 ml POZYWKI STEINBERG
DO 8 DOLKOW W RZEDZIE A (=Rzad

Kontroli)
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PRZENIESC 1 ml ROZCIENCZENIA Z
PROBOWKIO C5 DO 8 DOLKOW W
RZEDZIE B

POWTARZAC TA PROCEDURE Z
PROBOWKAMI C4, C3,C2 i C1DLAS
DOtKOW W RZEDACH C,D,E i F
ODPOWIEDNIO
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PRZENOSZENIE KIELKUJACYCH
TURIONOW DO DOLKOW TESTOWYCH




pierwsze
listki

mate
korzenie

KIELKOWANIE TURIONOW MOZE BYC tATWO ROZPOZNANE POPRZEZ OBECNOSC MALYCH
PIERWSZYCH LISTKOW (z jednej strony turionu) Z MALYMI KORZENIAMI
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|

MEDALL L1t 5

- PRZY UZYCIU SZPATULKI PRZENIESC “JEDEN” KIELKUJACY TURION
DO KAZDEGO DOLKA W RZEDZIE KONTROLI (= RZAD A)
- POWTARZAC TA PROCEDURE Z KOLEJNYMI RZEDAMI, ZACZYNAJAC OD RZEDUB DO F

UWAGA: Przenoszenie musi by¢ przypadkowe, tzn. nie nalezy zaczynac od
turionow z najwiekszymi pierwszymi listkami!
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WYKONYWANIE ZDJECIA PLYTKI
WIELODOLKOWEJ NA POCZATKU
TESTU

WYKONAC ZDJECIE PLYTKI
WIELODOtLKOWEJ Z
KIELKUJACYMI TURIONAMI NA

POCZATKU 3-DNIOWEGO TESTU (=

tOh), 1 PRZENIESC ZDJECIE DO
KOMPUTERA

UWAGA: Aby uzyskac zdjecie z mozliwie najlepszym kontrastem pomiedzy turionami i ich
pierwszymi listkami zaleca sie umieszczenie ptytki na podswietlanym stoliku
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PLYTKA WIELODOLKOWA Z KIELKUJACYMI TURIONAMI | ICH PIERWSZYMI
LISTKAMI W CZASIE tOh
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INKUNACJA PLYTKI TESTOWEJ

- NALOZYC POKRYWKE NA PLYTKE

- INKUBOWAC PLYTKE PRZEZ 72h W 25 °C
PRZY CIAGLYM GORNYM OSWIETLENIU O
NATEZENIU 6000 LUX

A : inkubator z wbudowanym oswietleniem

B : inkubator w zestawem oswietlajagcym LED
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WYKONANIE ZDJECIA PLYTKI
WIELODOLKOWEJ NA KONCU
TESTU

PONOWNIE WYKONAC ZDJECIE
PLYTKI WIELODOLKOWEJ Z
LISTKAMI, NA KONCU 3-DNIOWEGO

TESTU (= t72h) 1 PRZENIESC
ZDJECIE DO KOMPUTERA

UWAGA: Aby uzyskac zdjecie z mozliwie najlepszym kontrastem pomiedzy turionami i ich
pierwszymi listkami zaleca sie umieszczenie ptytki na podswietlanym stoliku
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PLYTKA WIELODOLKOWA Z LISTKAMI, ZDJECIE WYKONANE PO 3 DNIACH

INKUBACJI (t72h)
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POMIAR POWIERZCHNI PIERWSZYCH LISTKOW

POMIAR POWIERZCHNI MALYCH LISTKOW KIELKUKACYCH TURIONOW JEST
DOKONYWANY W KAZDYM DOtKU TESTOWYM NA POCZATKU TESTU (tOh) 1 DRUGI RAZ

NA KONCU 3-DNIOWEGO TESTU (t72h)

POMIAR POWIERZCHNI JEST OPARTY NA DWOCH WYKONANYCH ZDJECIACH PLYTKI
PRZY UZYCIU ODPOWIEDNIEGO PROGRAMU DO ANALIZY OBRAZU (np. “IMAGE J").

UWAGA: Tylko powierzchnia ,pierwszych listkow” (= najwiekszy listek kazdego

turionu) powinna by¢ mierzona!
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OPRACOWANIE WYNIKOW

WZROST RZESY JEST OBLICZNY PRZEZ ODJECIE ,POCZATKOWEGO” ROZMIARU
PIERWSZYCH LISTKOW (powierzchnia tOh) OD ,KONCOWEGO” ROZMIARU TYCH LISTKOW

(powierzchnia t72h), W KONTROLI | W KOLEJNYCH TOKSYCZNYCH ROZCIENCZENIACH
BADANEJ PROBKI

PROCENTOWE ZAHAMOWANIE WZROSTU RZESY W ODNIESIENIU DO TOKSYCZNYCH
STEZEN MOZE BYC OKRESLONE PRZEZ OCENE 72h EC50.

Oprogramowanie do opracowania wynikow zostato opracowane przez
MicroBioTests Inc. i jest dostepne na zyczenie Uzytkownikow pakietow Toxkit.



