
SPIRODELA DUCKWEED TOXKIT 

Procedura testu 



PRZYGOTOWANIE  

POŻYWKI WZROSTOWEJ  

I DO ROZCIEŃCZEŃ 

 

- KOLBKA MIAROWA (500 ml) 

- FIOLKI ZE STĘŻONYMI ROZTWORAMI 

POŻYWKI STEINBERG  

- CZYSTA WODA (dejonizowana lub 

destylowana) 

 

 

 

1 



2 

PRZENIEŚĆ  PIPETĄ 10 ml 

STĘŻONEGO ROZTWORU A, B  i  C  

DO + 300 ml CZYSTEJ WODY W 

KOLBCE MIAROWEJ 500 ml  



3 

PRZENIEŚĆ 0,5 ml POŻYWKI Z FIOLEK 

D  i  E DO KOLBKI MIAROWEJ 



4 

UZUPEŁNIĆ KOLBKĘ DO LINII  

500 ml CZYSTĄ WODĄ  

 

ZATKAĆ KOLBKĘ I WSTRZĄSAĆ W CELU 

HOMOGENIZACJI POŻYWKI 



5 

KIEŁKOWANIE TURIONÓW  

SPIRODELA POLYRHIZA 

 

PRZYGOTOWAĆ PROBÓWKĘ Z 

TURIONAMI  SPIRODELA  

I  WSTRZĄSNĄĆ JĄ DELIKATNIE W 

CELU ROZPROWADZENIA 

ZAWIESINY TURIONÓW 



6 

- WYLAĆ ZAWARTOŚĆ 

PROBÓWKI Z TURIONAMI NA 

MIKROSITKO 

- UPEWNIĆ SIĘ, ŻE 

WSZYSTKIE TURIONY 

ZOSTAŁY USUNIĘTE Z 

PROBÓWKI 



7 

PŁUKAĆ DOKŁADNIE 

TURIONY CZYSTĄ 

WODĄ 



8 

ODWRÓCIĆ SITKO I WYPŁUKAĆ 

TURIONY DO PŁYTKI PETRI’EGO Z 

POŻYWKĄ  STEINBERG  

  

UWAGA: Końcowa objętość pożywki 

Steinberg w płytce Petri’ego powinna 

wynosić  30 ml 
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INKUBOWAĆ PŁYTKĘ PETRI’EGO PRZEZ 72h  W 

25 °C W CIĄGŁYM OŚWIETLENIU „OD GÓRY”, O 

NATĘŻENIU 6 000 LUX 

A : inkubator z wbudowanym oświetleniem  

 

B : inkubator z zestawem oświetlającym LRD 

A 

B 
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PRZYGOTOWANIE 

ROZCIEŃCZEŃ BADANEJ 

PRÓBKI 

 

Na przykład: 

OCENA TOKSYCZNOŚCI 

ŚCIEKÓW W 5 

ROZCIEŃCZENIACH (C1-C5) 

100% - 50% - 25% - 12.5% - 6.25% 
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DODAWANIE STĘŻONEJ POŻYWKI 

STEINBERG DO ŚCIEKÓW 

 

- PRZENIEŚĆ OKOŁO 80 ml ŚCIEKÓW DO KOLBKI 

MIAROWEJ 100 ml  

 

- DODAĆ  2 ml  POŻYWKI Z FIOLEK  A, B , C 
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DODAĆ  100 µl  POŻYWKI Z FIOLEK  

D  i  E  DO KOLBKI MIAROWEJ 



13 

- UZUPEŁNIĆ KOLBKĘ ŚCIEKAMI DO LINII 100 ml  

- ZATKAĆ KOLBKĘ I WSTRZĄSAJĄC WYMIESZAĆ 

ZAWARTOŚĆ 
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PRZYGOTOWANIE SZEREGU 

ROZCIEŃCZEŃ ŚCIEKÓW 

 

- PRZYGOTOWAĆ PIĘĆ PROBÓWEK  20 ml I 

OZNAKOWAĆ JE OD C1 DO C5 

- DODAĆ 20 ml BADANYCH ŚCIEKÓW DO 

PROBÓWKI C1 



15 

DODAĆ 10 ml POŻYWKI STEINBERG DO 

PROBÓWEK C2, C3, C4  i  C5 
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- PRZENIEŚĆ  10 ml ŚCIEKÓW Z 

PROBÓWKI  C1 DO PROBÓWKI C2 

- ZAMKNĄĆ I WSTRZĄSNĄĆ 

PROBÓWKĘ TESTOWĄ 
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- PRZENIEŚĆ  10 ml  BADANEGO 

ROZCIEŃCZENIA Z PROBÓWKI C2 

DO C3 

- ZAMKNĄĆ I WSTRZĄSNĄĆ 

PROBÓWKĘ TESTOWĄ 

- POWTARZAĆ TĄ PROCEDURĘ  DLA 

PRZYGOTOWANIA NASTĘPNYCH 

ROZCIEŃCZEŃ  
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NAPEŁNIANIE PŁYTKI TESTOWEJ 

PRZYGOTOWANYMI TOKSYCZNYMI 

ROZCIEŃCZENIAMI 

 

PRZENIEŚĆ 1 ml POŻYWKI STEINBERG  

DO 8 DOŁKÓW W RZĘDZIE A (=Rząd 

Kontroli)  

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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- PRZENIEŚĆ  1 ml ROZCIEŃCZENIA Z 

PROBÓWKIO C5 DO 8 DOŁKÓW W 

RZĘDZIE B 

 

- POWTARZAĆ TĄ PROCEDURĘ Z 

PROBÓWKAMI C4, C3, C2  i  C1 DLA 8 

DOŁKÓW W RZĘDACH  C, D, E  i  F 

ODPOWIEDNIO 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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PRZENOSZENIE KIEŁKUJĄCYCH 

TURIONÓW DO DOŁKÓW TESTOWYCH 



KIEŁKOWANIE TURIONÓW MOŻE BYĆ ŁATWO ROZPOZNANE POPRZEZ OBECNOŚĆ MAŁYCH 

PIERWSZYCH LISTKÓW (z jednej strony turionu)  Z MAŁYMI KORZENIAMI 

pierwsze 

listki 

małe 

korzenie 

21 
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- PRZY UŻYCIU SZPATUŁKI PRZENIEŚĆ  “JEDEN” KIEŁKUJĄCY TURION 

DO KAŻDEGO DOŁKA W RZĘDZIE KONTROLI (= RZĄD A) 

- POWTARZAĆ TĄ PROCEDURĘ Z KOLEJNYMI RZĘDAMI, ZACZYNAJĄC OD RZĘDU B DO F 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

UWAGA: Przenoszenie musi być przypadkowe, tzn. nie należy zaczynać od 

turionów z największymi pierwszymi listkami! 
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WYKONYWANIE ZDJĘCIA PŁYTKI 

WIELODOŁKOWEJ NA POCZĄTKU 

TESTU  

 

WYKONAĆ ZDJĘCIE PŁYTKI 

WIELODOŁKOWEJ Z 

KIEŁKUJĄCYMI TURIONAMI NA 

POCZĄTKU 3-DNIOWEGO TESTU (= 

t0h),  I PRZENIEŚĆ ZDJĘCIE DO 

KOMPUTERA 

UWAGA: Aby uzyskać zdjęcie z możliwie najlepszym kontrastem pomiędzy turionami i ich 

pierwszymi listkami zaleca się umieszczenie płytki na podświetlanym stoliku 
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PŁYTKA WIELODOŁKOWA Z KIEŁKUJĄCYMI TURIONAMI I ICH PIERWSZYMI 

LISTKAMI W CZASIE t0h 
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INKUNACJA PŁYTKI TESTOWEJ 

 

- NAŁOZYĆ POKRYWKĘ NA PŁYTKĘ  

- INKUBOWAĆ PŁYTKĘ PRZEZ 72h W 25 °C 

PRZY CIĄGŁYM GÓRNYM OŚWIETLENIU O 

NATĘŻENIU 6000 LUX 

A : inkubator z wbudowanym oświetleniem  

 

B : inkubator w zestawem oświetlającym LED 

A 

B 



WYKONANIE ZDJĘCIA PŁYTKI 

WIELODOŁKOWEJ NA KOŃCU 

TESTU  

 

PONOWNIE WYKONAĆ ZDJĘCIE 

PŁYTKI WIELODOŁKOWEJ Z 

LISTKAMI, NA KOŃCU 3-DNIOWEGO 

TESTU (= t72h)  I PRZENIEŚĆ 

ZDJĘCIE DO KOMPUTERA 

26 

UWAGA: Aby uzyskać zdjęcie z możliwie najlepszym kontrastem pomiędzy turionami i ich 

pierwszymi listkami zaleca się umieszczenie płytki na podświetlanym stoliku 
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PŁYTKA WIELODOŁKOWA Z LISTKAMI, ZDJĘCIE WYKONANE PO 3 DNIACH 

INKUBACJI (t72h) 
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POMIAR POWIERZCHNI PIERWSZYCH LISTKÓW 
 

 

POMIAR POWIERZCHNI MAŁYCH LISTKÓW KIEŁKUKĄCYCH TURIONÓW JEST 

DOKONYWANY W KAŻDYM DOŁKU TESTOWYM NA POCZĄTKU TESTU (t0h)  I DRUGI RAZ 

NA KOŃCU 3-DNIOWEGO TESTU (t72h)  

 

POMIAR POWIERZCHNI JEST OPARTY NA DWÓCH WYKONANYCH ZDJĘCIACH PŁYTKI 

PRZY UŻYCIU ODPOWIEDNIEGO PROGRAMU DO ANALIZY OBRAZU (np. “IMAGE J”). 

 

UWAGA:  Tylko powierzchnia „pierwszych listków” (= największy listek każdego 

turionu)  powinna być mierzona! 
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OPRACOWANIE WYNIKÓW 

 

WZROST RZĘSY JEST OBLICZNY PRZEZ ODJĘCIE „POCZĄTKOWEGO” ROZMIARU 

PIERWSZYCH LISTKÓW (powierzchnia t0h) OD „KOŃCOWEGO” ROZMIARU TYCH LISTKÓW  

(powierzchnia t72h), W KONTROLI I W KOLEJNYCH TOKSYCZNYCH ROZCIEŃCZENIACH 

BADANEJ PRÓBKI 

 

PROCENTOWE ZAHAMOWANIE WZROSTU RZĘSY W ODNIESIENIU DO TOKSYCZNYCH 

STĘŻEŃ MOŻE BYĆ OKREŚLONE PRZEZ OCENĘ  72h EC50. 

 

 

Oprogramowanie do opracowania wyników zostało opracowane przez  

MicroBioTests Inc. i jest dostępne na życzenie Użytkowników pakietów Toxkit.  


