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Zusammenfassung

niedrigen Zellkonzentrationen der Testorganismen deutlich.

Der Bericht beschreibt die Vorgehensweise fiir eine Biotestmethode zum Nachweis von 6kologischen Effekten
von Blaualgentoxinen. Der verwendete Testorganismus ist ein Klon der pennatischen Kieselalgenart Nitzschia. Der
Test wird auf festem Medium durchgefiihrt, auf dessen Oberfliche die Nitzschia-Zellen gleichmiBig verteilt
werden. Der Teststoff, extrahiert aus Blaualgen, wird in ein Loch im Zentrum der Agarschalen gegeben. Je nach
Eigenschaft der wirksamen Stoffe, die in das Medium diffundieren, kénnen die Algenzellen mit Flucht,
veréindertem Wachstum oder Zelltod reagieren. Die Reaktionen werden durch sichtbare Felder mit hohen oder
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VORWORT

Die Erforschung der Toxinproduktion von Blaualgen sowie der stofflichen und biologischen
Eigenschaften der Toxine erfordert ecigene experimentelle Methoden. Die aktuell bekannten
Sekundirmetaboliten umfassen mehrere Kategorien chemischer Verbindungen mit unterschiedlichen
physiologischen und okologischen Wirkungen. Um die existierenden kausalen Zusammenhdnge zu
beleuchten, ist es notwendig, eine Auswahl von Biotests benutzen zu kénnen.

NIVA hat durch Feld- und Laborstudien die Erfahrungsgrundlage gesammelt, dafi Kieselalgen der
Gattung Nitzschia empfindsam auf Stoffwechselprodukte toxischer Natur reagieren, die von
Blaualgen gebildet werden. Im Folgenden wird eine Biotestmethode fiir den Nachweis von
Giftwirkungen in Verbindung mit Blaualgentoxinen beschrieben, welche auf der Kieselalge NIVA-
BAC 38 als Testorganismus basiert.

Oslo, den 10. September 1996

Olav Skulberg
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1. PRINZIP DES TESTS

Eine Kultur der Kieselalge Nitzschia wird auf Agarmedium in Petrischalen kultiviert. Nachdem sich
die Algen im Laufe eines Tages auf der Oberfliche etabliert haben, wird in der Mitte einer jeden
Agarplatte ein Loch ausgestanzt. Das Stanzloch wird mit der Testlosung (z.B. Algenkonzentrat)
gefiillt, welche gradweise in den Agar diffundiert. Auf diese Weise kommt der wirksame Stoff in
Kontakt mit den Testorganismen und wird zusammen mit den N#hrstoffen aus dem Agarmedium
aufgenommen. Je nach Eigenschaften der wirksamen Stoffe, konnen die Algenzellen mit Flucht,
verdndertem Wachstum oder Zelltod reagieren. Diese Reaktionen zeigen sich nach 4-6 Tagen als
makroskopisch sichtbare Muster, z.B. durch Bildung einer Hemmzone um das Stanzloch. Findet keine
Reaktion statt, so wichst die Kultur gleichmi8ig auf der gesamten Agaroberfliche.

Bei jedem Test werden zusitzlich zu den Testlosungen Referenzlosungen verwendet, die sichere,
vorhersehbare Reaktionen aufweisen.

2. TESTORGANISMUS

Als Testorganismus wird Nitzschia, NIVA-BAC 38 (Skulberg, et al., 1994) verwendet. Dieser Klon
hat mehrere Eigenschaften, die ihn fiir den Test geeignet machen: Durch ihre Raphenstruktur stehen
die Nitzschia-Zellen in engem Kontakt zu ihrer Umgebung; sie konnen auf festem Substrat wachsen
und sich durch Kriechen fortbewegen, was ihnen die Moglichkeit gibt, sich von eventuellen
schadenden Einwirkungen fortzubewegen. Die Flucht der Zellen zeigt sich als gut sichtbare
Hemmzone auf der Substratoberfléche.

3. VORGEHENSWEISE

Kultivierung von Nitzschia in Vorkulturen.

GieBen der Agarplatten.

Aussaat der Testorganismen auf die Agarplatten.

Herstellung der Testlosung.

Ausstanzen der Locher im Zentrum der Agarplatten und Zufiigen der Testlosung.

4-6 Tage nach Zufiigen der Testlosung Auswertung der Wirkung der Testlosung auf die
Testorganismen: ‘

Direkt visuell sowie mit Binokkular und Mikroskop; Fotografieren der Agaroberfliche.

Eine schematische Ubersicht iiber die Vorgehensweise zeigt Abb. 3.1.



Testorganismus

Nitzschia
Vorkultur 1

Testlosung
Vorkultur 2
1 -3 Wochen
gefriergetrocknetes
Algenmaterial

20 % Z8-Medium,
Extraktion mit 1.2 % Agar
NaCl-Losung,

30 min, Raumtemp.

Licht

Zentrifugation

15 min, 2300 g 1Tag

Referenzen

Ausstanzen Actidion (+)

NaCl-Lésung ()

(+) Hemmhof (~) kein Hemmhof

Abb. 3.1: Schematische Ubersicht iiber die Vorgehensweise des Nitzschia - Biotests.



3.1 Kultivierung von Nitzschia in Vorkulturen
Vorkultur 1 (Stammkultur)

Nihrmedium: 20 % Z8-Medium" mit 1 ml Silikatlésung® / 1 Medium. (Siehe 4., S. 9).

Kultivierung in 100 ml Kolben, ohne Umriihren.

Wachstumsbedingungen: Temp.: 17 °C
Lichtintensitit: 12h 6 uM / m’s; (Beleuchtung von oben);
12 h dunkel
Vorkultur 2
Nihrmedium: 20 % Z8 mit 1 ml Silikatlésung / 1 Medium

Aus der Vorkultur 1 (Stammkultur) werden 5 ml der Vorkultur 1 in 1000 ml-Kolben mit frischem
Medium gegeben und auf dem Schiitteltisch kultiviert. Ist die Vorkultur 2 ohne Verunreinigung und

frei von Klumpen, so kann sie nach 1-3 Wochen fiir den Test verwendet werden. (Ca 2 x 10* Zellen /
ml Medium).

Wachstumsbedingungen: Temp.: 20 °C
Lichtintensitit: 24 h 15-20 uM / m” s (Beleuchtung von oben)

3.2 GieBen der Agarplatten

Fiir die Anzucht von Nirzschia auf Nihrlosung mit Agar werden Plastik-Petrischalen mit Rippen
verwendet (Durchmesser 90 mm, Hohe 15 mm, KEBO, Norwegen). Die Petrischalen werden jeweils
mit 30 ml Medium gefiillt.

Néhrmediom: 20 % Z8 mit 1 m] Silikatlosung® / 1 Medium und 1.2 % Agar”

D 100 % 78 Medium in 1000 ml Flaschen bereiten und bei 120 atm. 15 min. autoklavieren.
Hierbei wird das verwendete Aqua dest. 10 min. mit CO, begast, um eine Ausféllung beim
Autoklavieren zu vermeiden. Das autoklavierte 100 % Z8-Medium dient als Vorrat fiir weitere
Testansitze (Lagerung bei Raumtemperatur).

2) Das auf Raumtemperatur abgekiihlte Z8-Medium wird mit Aqua dest. zur weiteren
Verwendung auf 20 % verdiinnt, 1 ml Silikatlésung / 1 Medium sowie 1.2 % Agar zugefiigt und
autoklaviert.

3)  Der noch fliissige Agar wird in 30 ml “Portionen” in Reagenzrohrchen mit Schraubdeckel
gefiillt und abermals autoklaviert.

4)  Der Inhalt eines jeden Reagenzrohrchens wird vor dem Erkalten des Agars in eine Petrischale
gegossen. Um Verunreinigungen durch Bakterien oder Pilzsporen aus der Luft zu vermeiden:
Beim GieBen des Agars Petrischalendeckel nur teilweise anheben. Stapelt man die gefiillten



Petrischalen i{ibereinander, so vermeidet man Kondensbildungen. Agarplatten auf
Raumtemperatur abkiihlen lassen und zur Lagerung luftdicht verpacken und kiihl stellen
(Kiihlschrank).

3.3 Aussaat und Kultivierung von Nitzschia auf Agarplatten

Auf die fertigen Agarplatten werden mit einer sterilen Pipette je 0.9 ml der Nirzschia Vorkultur 2
gegeben. Die Agaroberfliche ist so vollstindig mit Nitzschia-Kultur bedeckt; bei Verwendung von
mehr Flissigkeit wirkt sich nachteilig aus, dall spéter Kulturfliissigkeit in das Stanzloch fiir die
Testlosung flieBt. Die Kultur durch vorsichtiges Neigen der Petrischalen gleichmiBig iiber die
gesamte Agaroberfldche verteilen.

Die Agarkuituren wachsen 1 Tag, bevor die Locher ausgestanzt und die Testlosung (Algenextrakt)
zugefiigt wird.

Wachstumsbedingungen: Temp: 20°C
Lichtintensitit: 24 h 9 uM / m” s (Beleuchtung von oben)

Die Lichtintensitit von 9 pM / m’ s stellte sich als optimal heraus. Bei hoherer Lichtintensitit werden
weniger Pigmente ausgebildet, bei niedrigerer Lichtintensitidt wachsen die Zellen langsamer und die
Auswertung wird verzogert.

3.4 Herstellung der Testlosung

25 mg gefriergetrocknetes Algenmaterial / ml NaCl-Losung” wird unter schwachem Umriihren
(Magnetriihrer) bei Raumtemperatur 30 min. extrahiert. Die Losung wird 15 min. bei 3 800 rpm, ca.
1800 g, zentrifugiert. Dies entspricht der Einstellung 8 der Jouan Tischzentrifuge (Type BB VVV,
Societe Jouan, Saint-Herbain, Frankreich). Der Uberstand wird abpipettiert und fiir den Test
verwendet, das Sediment verworfen. Alternativ kann die Testlosung bei - 20 °C aufbewahrt werden.

3.5 Ausstanzen des Lochs und Zugabe der Testlosung

Nach einem Tag Wachstum der Nitzschia Kultur auf der Agarplatte wird im Zentrum der Petrischalen
mit einem Korkbohrer (Durchmesser 11 mm) ein Loch ausgestanzt. Der Korkbohrer wird zuvor in
Alufolie gewickelt und autoklaviert.

In das ausgestanzte Loch werden je Agarplatte 350 ul der Testlosung bzw. Referenzlosung” gegeben.
Von der zu testenden Losung werden je 2 Parallelproben angesetzt. Die zugesetzte Testlosung soll bis
an die Oberfliches des Agars reichen - nicht iiberflieBen lassen.

Nach 4-6 Tagen werden die Wirkungen der Testlosung auf das Wachstum von Nitzschia visuell
ausgewertet (siche 3.6).

Wachstumsbedingungen: Temp: 20°C
Lichtintensitat: 24 h 9 pM / m”* s (Beleuchtung von oben)



Wiihrend des Wachstums von Nirzschia auf den Agarplatten kann sich die Austrocknung des Agars
nachteilig auswirken. Um dies zu vermeiden, werden die Agarplatten unter eine durchsichtige
Plastikbox gegeben (20 cm x 20 cm x 5 cm), in der Mitte ein kleines Becherglas mit Wasser (sieche
Abb. 3.2). So erhiilt sich unter der Plastikbox eine Luftfeuchtigkeit von 50 %. Die Verwendung von
Plastikboxen bietet den zusitzlichen Vorteil, durch Bedecken der Plastikboxen die Lichtintensitit
leicht regulieren zu kénnen.

Abb. 3.2: Schematische Darstellung von 4 Agarplatten unter einer durchsichtigen
Plastikbox (20 ecm x 20 cm x 5 cm) mit einem kleinen Becherglas mit Wasser.



3.6 Auswertung des Tests

Die Auswertung kann auf unterschiedliche Weise erfolgen:

Beschreibung eventueller Hemmzonen um das Stanzloch und Messen deren Durchmesser.

e Beschreibung des Zustands der Zellen mit Hilfe des Binokkulars oder Mikroskops; sind die Zellen
abgestorben, haben sie eine verinderte Struktur oder sind sie aus der Zone, in der die Testlosung
wirkt, herausgewandert? In diesem Fall: Hat sich das Bewegungsmuster von Nitzschia verdndert?

e Andere Effekte?

e Fotographieren der Agarplatten zur Dokumentation.



4. NAHRLOSUNGEN

)

2)

&)

4

5)

100 % Z8-Medium (Staub, 1961; modifiziert nach Kotai, 1972)

Stammlésungen

Losung It

Losung II:

Losung HI:

Losung IV:

NaNO,
Ca(N03)2-4H20

K;HPO,
N32C03

Fe EDTA*

Spurstofflosung **

g /1 Aqua dest

46.7
59
2.5

3.1
2.1

ml auf 11 Aqua dest.

10

10

10

1

* Fe EDTA: 10 ml der FeCl; Losung (2.8 g Fe Cly6H,0 gelost in 100 m1 0.1 N HC1) und 9.5 ml EDTA-
Léosung (3.9 g EDTA-Na, geldst in 100 ml 0.1 N NaOH) werden mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefiillt.

** Spurstofflosung
Stammlosung:

Silikatlosung: 14.2 g Na,Si05-9H,0 /1 Aqua dest.

Agar: DIFCO Bacto-Agar, 0.140-01. (Detroit Michigan, USA).

N32W04'2H20
(NH,)6M070,4-4H,0
KBr

KJ

ZnSO,TH,0
Cd(NO,),-4H,0
CO(NO3)2'6H20
CuS0,-5H,0
NiSO4(NH),S0,-6H,0
CI'(NO3)3'9H20

V205
Aly(S0,);K,50,424H,0
H;BO;

MnSO,4H,0

NaCl-Losung: 9 g NaCl/1 Aqua dest.

ReferenzlGsungen:

0.33
0.88
1.2
0.83
2.87
1.55
1.46
1.25
1.98
0.41
0.089
4.74
3.1
2.23

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
100
100

Actidion (0.5 mg / ml Aqua dest.), ergibt einen Hemmbof (+)

NaCl -Loésung, ergibt keinen Hemmbof (-)
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5. PRAKTISCHES BEISPIEL

5.1 Testlosungen

Microcystis aeruginosa Kiitz., aus der Wasserbliite September 1988 des Sees Frgylandsvatn,
Rogaland, isoliert (Skulberg, 1979).

Konzentrationen:
Standard Konzentration 25 mg gefriergetrocknetes Algenmaterial / ml NaCl-Losung®
Halbe Konzentration 12.5 mg gefriergetrocknetes Algenmaterial / ml NaCl-Losung

Anabaena flos-aquae (Lyngb.) Bréb., NRC-44-1, Kanada
Konzentration:
Standard Konzentration 25 mg gefriergetrocknetes Algenmaterial / ml NaCl-Losung

Referenzlésung”

e NaCl- Losung. Keine Hemmbhofbildung (-)
e Actidion. Hemmbhofbildung (+)

5.2 Ergebnis

5 Tage nach Zugabe der Testlosung wurde der Versuch ausgewertet und die Agarplatten fotographiert
(siche Abb. 5.1 auf den folgenden Seiten).

Hemmbhofbildung (+. -) und Durchmesser der Hemmbhofe

Microcystis aeruginosa, Frgylandsvatn, Standard Konzentration +) 3.7cm
Microcystis aeruginosa, Frgylandsvatn, halbe Konzentration ) 2.8 cm
Anabaena flos-aquae, Standard Konzentration -) 0 cm
NaCl-Losung ) 0 com
Actidion (+) 33cm

Fiir die Testlosung aus Microcystis aeruginosa (aus dem Frgylandsvatn) sowie fiir weitere, hier nicht
aufgefiihrte Testlosungen zeigte sich, dal der Durchmesser der Hemmhdfe von der Konzentration der
Testlosung abhing. In allen Versuchswiederholungen bewirkte Actidion eine Hemmhofbildung (+),
NaCl-Losung keine Hemmbofbildung (-).

Es zeigte sich, daB Algenextrakte auch in der Weise wirken konnen, da Nizzschia sich zur Testlosung
hin konzentriert (z.B.Oscillatoria agardhii var. isothrix, hier nicht aufgrfiihrt).
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6. ZUSAMMENFASSUNG DER ANMERKUNGEN

e Beim Wachstum von Nifzschia ist die Lichtintensitit von 9 uM / m* s von Vorteil. Die Zellen sind
so stiarker pigmentiert als bei bei hoherer Lichtintensitdt und somit ist eine Hemmhofbildung
besser zu erkennen. Bei einer weiteren Reduzierung der Lichtintensitit wachsen die Zellen
langsamer und die Auswertung des Tests verzdgert sich.

e Um ein Austrocknen der beimpften Agarplatten zu verhindern, empfiehlt es sich, jene unter eine
durchsichtige Plastikbox mit einem Becherglas mit Wasser zu geben.

e In manchen Versuchsansitzen war es schwierig zu erkennen, ob auf der Agarplatte ein Hemmhof
gebildet wurde. Der Hemmhof kann undeutlich sein oder die Zellen klumpen innerhalb der Zone
um das Stanzloch. Oft war die Wirkung der Testlosung deutlicher, wenn bei einer
Versuchswiederholung die doppelte Konzentration verwendet wurde.

e FEin Zeitraum von 5 Tagen bis zum Registrieren eines moglichen Effekts (Hemmhof) erwies sich
als sinnvoll. Zum einen zeigt sich bereits deutlich eine mogliche Wirkung des Teststoffes, zum
anderen wird der Test nicht wesentlich durch natiirlichen Zelltod der Testorganismen oder evt.
bakterielle Verunreinigungen beeinfluft.
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