preferably before
31/12/09

THAMNOTOXKIT F™

FRESHWATER
TOXICITY SCREENING

This kit contains all the materials to perform
6 acute (24h) toxicity tests with the anostracan

Thar

THAMNOTOXKIT F
Procedura testu



PRZYGOTOWANIE
STANDARDOWEJ POZYWKI

- KOLBKA MIAROWA (1 LITR)
- 5 FIOLEK ZE SKONCENTROWANYMI

ROZTWORAMI SOLI
- DESTYLOWANA (lub dejonizowana)
WODA



WLAC ZAWARTOSC 5 FIOLEK

ZE SKONCENTROWANYMI ROZTWORAMI
SOLI DO + 800 ML WODY
DESTYLOWANEJ,

W KOLBCE MIAROWEJ 1 LITR



- UZUPELNIC KOLBKE DO LINII 1 LITR

- NAPOWIETRZAC PRZEZ CO NAJMNIEJ
15 MINUT




Cysty Larwy
Thamnocephalus platyurus Thamnocephalus platyurus

Probdowka z cystami
Thamnocephalus platyurus

A

WYLEG Z CYST
WYLEG Z CYST POWINIEN BYC ROZPOCZETY 20-22 GODZINY
PRZED ROZPOCZECIEM TESTU TOKSYCZNOSCI




1. NAWADNIANIE CYST

PRZYGOTOWAC 20 ML “POZYWKI DO WYLEGU” (=ROZCIENCZONA STANDARDOWA POZYWKA)
PRZEZ PODANIE 2,5 ML STANDARDOWEJ POZYWKI DO MIAROWEGO CYLINDRA 25 ML
| DODANIE WODY DEJONIZOWANEJ DO LINII 20 ML



OTWORZYC PROBOWKE Z CYSTAMI
| NAPEELNIC JA POZYWKA DO
WYLEGU

(okoto 1 ml)




- ZAMKNAC PROBOWKE ZATYCZKA

- WSTRZASAC PROBOWKE W REGULARNYCH
ODSTEPACH CZASU W CIAGU 30 MINUT




2. PRZENOSZENIE UWODNIONYCH CYST NA SZALKE DO WYLEGU

PRZELAC ZAWARTOSC FIOLI Z UWODNIONYMI CYSTAMI NA SZALKE DO WYLEGU



- UPEWNIC SIE, ZE WSZYSTKIE CYSTY ZOSTALY PRZENIESIONE POPRZEZ
WYPLUKANIE PROBOWKI POZYWKA DO WYLEGU

- DODAC 10 ML POZYWKI DO WYLEGU DO SZALKI DO WYLEGU | DELIKATNIE
ZAMIESZAC PRZEZ ZAWIROWANIE W CELU ROWNOMIERNEGO ROZtOZENIA CYST
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INKUBACJA CYST

INKUBOWAC SZALKE PETRI'EGO
PRZEZ 20-22 GODZINY W
TEMPERATURZE 25°CW
CIAGLYM OSWIETLENIU MIN.
3000 — 4 000 LUX
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PRZYGOTOWANIE ROZCIENCZEN SUBSTANCJI TOKSYCZNEJ (np. scieki)

- PRZYGOTOWAC 5 PROBOWEK 10-15 ML | OZNAKOWAC JE
C1 (100), C2 (50), C3 (25), C4 (12.5), AND C5 (6.25)
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- DODAC 5 ML STANDARDOWEJ POZYWKI DO PROBOWEK C2, C3, C4, C5
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DODAC 5 ML PROBKI SCIEKOW DO
PROBOWKI C1 (= 100% probki)
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- DODAC 5 ML SCIEKOW DO PROBOWKI C2

- WYMIESZAC ZAWARTOSC PROBOWKI C2
(= 50% rozcienczenie) PRZEZ PIPETOWANIE
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- PRZENIESC 5 ML Z PROBOWKI C2 DO PROBOWKI C3
- WYMIESZAC ZAWARTOSC PROBOWKI C3 ( = 25% rozcienczenie) PRZEZ PIPETOWANIE



POWTORZYC TE KROKI DLA NASTEPNYCH ROZCIENCZEN:
* 5 ML Z PROBOWKI C3 DO PROBOWKI C4 (= 12,5% rozciehczenie)
* 5 ML Z PROBOWKI C4 DO PROBOWKI C5 (= 6,25% rozcienczenie)
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NAPELNIANIE PLYTKI TESTOWEJ

KONTROLE
DODAC 1 ML STANDARDOWEJ POZYWKI DO KAZDEGO DOtKA W KOLUMNIE 1

(DOLKI Al, B1, C1, D1)
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ROZCIENCZENIA SUBSTANCJI TOKSYCZNYCH

PRZENIESC 1 ML Z 5 PROBOWEK TESTOWYCH DO KAZDEGO DOtKA W KOLUMNIE 2
(DOLKI A2, B2, C2, D2)
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POWTORZYC TA PROCEDURE Z PROBOWKAMI 4, 3,2 | 1 ABY NAPELNIC DOLKI W
KOLUMNACH 3,4,5 | 6 ODPOWIEDNIO




PRZENOSZENIE FORM LARWALNYCH Z SZALKI DO WYLEGU DO
DOLKOW TESTOWYCH



- UMIESCIC SZALKE DO WYLEGU NA STOLIKU MIKROSKOPU

- UCHWYCIC MIKROPIPETE JAK OLOWEK PALCAMI WSKAZUJACYM | KCIUKIEM W
CELU KONTROLI CISNIENIA W ZBIORNICZKU PIPETY

- SCISNAC ZBIORNICZEK PIPETY DELIKATNIE, ABY ZAPEWNIC ODPOWIEDNIE
ZASYSANIE W CELU POBRANIA LARW
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PRZENIESC OKOLO 50 LARW Z SZALKI DO WYLEGU DO KAZDEGO DOLKA DO PLUKANIA W

NASTEPUJACEJ KOLEJNOSCI: A1l (kontrola), A2, A3, A4, A5 | A6 (= wzrastajgce stezenia substancji

toksycznej)
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- UMIESCIC PLYTKE WIELODOLKOWA NA
STOLIKU MIKROSKOPU

- PRZENIESC 10 LARW Z DOLKA DO
PLUKANIA A1 DO 3 POZOSTALYCH DOLKOW
W KOLUMNIE 1 ( DOLKI B1, C1 | C1 = kontrole)
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POWTARZAC PRZENOSZENIE 10 LARW Z
DOtKOW DO PLUKANIA OD A2 DO A6

DO 3 DOLKOW W KOLUMNACH OD 2 DO 6
(w tej kolejnosci, tj. od najnizszego do

najwyzszego stezenia substancji toksycznej)



UMIESCIC PASEK PARAFILMU NA WIERZCHU PLYTKI WIELODOLKOWEJ | POLOZYC POKRYWKE
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OBLICZANIE WYNIKU

- UMIESCIC PLYTKE WIELODOLKOWA
NA STOLIKU MIKROSKOPU

- W DOtLKACH RZEDOW
B,C | D ZLICZzYC USMIERCONE
LARWY W KAZDYM DOLKU

- ZAPISAC WYNIKI NA KARCIE WYNIKU

- OBLICZYC 24h LC50 PRZY UZYCIU
ODPOWIEDNIEGO PROGRAMU




