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Sammendrag

Rapporten inneheld ein gjennomgang av framgangsméten for biotestmetode til pavising av gkologiske effektar av
blagrgnnalgetoksiner. Testorganismen som er nytta er ein klon av den pennate kiselalgeslekta Nitzschia. Testen vert
utfgrt pa fast medium, der Nitzschia-cellene vert jamnt fordelt pd overflata. Teststoffet, ekstrakt fra blagrgnnalger,
vert sett til i ein brgnn i senteret av agarskala. Avhengig av eigenskapane til dei verksame stoffa som diffunderar ut
1 mediet, vil algecellene kunne reagere med forflytting, endra vekst eller celledgd. Reaksjonane gjev seg utslag som
synlege felt med hgg eller 1ag cellekonsentrasjon av testorganismen.
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FORORD

Utforskningen av blagrgnnalgenes toksinproduksjon sammen med toksinenes stofflige og biologiske
natur er avhenging av egnede eksperimentelle metoder. De aktuelle sekundwre metabolitter omfatter
flere kategorier av kjemiske forbindelser med ulike fysiologiske og gkologiske virkninger. Det er
ngdvendig a kunne benytte et utvalg av biotester for d belyse de kausale sammenhenger som
eksisterer.

NIVA har med grunnlag i erfaringer som er fremkommet fra felt- og laboratoriestudier, funnet at
kiselalger av slekten Nitzschia reagerer fplsomt pa stoffskifteprodukter av toksisk natur produsert av

blagrpnnalger. I dette skriftet beskrives en biotestmetode basert pd kiselalgen NIVA-BAC 38 til
pdvisning og registrering av giftvirkninger knyttet til blagrgnnalgetoksiner.

Oslo, 10. september 1996

Olav Skulberg
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1. PRINSIPP

Ein tett kultur av kiselalgen Nizzschia sp., vert sadd ut pa fast medium (agar) i petriskéler. Etter at
algecellene har fatt tid til 4 etablere seg pé overflata av mediet i eit dggn, vert det stansa ut ein brgnn i
senteret av kvar skal. Brgnnen vert fylt med testlgysing, td. algekonsentrat, som gradvis vil diffundere
ut i agaren. Dei verksame stoffa vil komme i kontakt med testorganismen og bli tatt opp i cellene
sammen med naringsstoffa frd mediet. Avhengig av eigenskapane til dei verksame stoffa, vil
algecellene kunne reagere med forflytting, endra vekst eller celledgd. Desse reaksjonane viser seg
som synlege mgnster pa substratet etter 4-6 dggn. Manglande utslag viser seg ved jamn vekst av
kulturen pa agaroverflata.

Ved kvar test nyttast referanselgysingar, i tillegg til testlgysinga, som gjev sikre, fgreseielege utslag.

2. TESTORGANISMEN

Nitzschia, NIVA-BAC 38 (Skulberg et al., 1994), vert nytta som testorganisme. Klonen har fleire
veleigna eigenskapar for denne typen testar. Gjennom sin raphe-struktur stir cellene i nar kontakt
med omgjevnaden. Dei kan leva pé fast substrat, og har krypande rgrsler som gjer dei i stand til &
forflytte seg fra eventuelle skadelege paverknader. Systematiske celle-forflyttingar vil avteikne seg
som lett synlege felt med hgg eller lag cellekonsentrasjon pa substratoverflata.

3. FRAMGANGSMATE

Ein skjematisk oversikt over framgangsmaten er vist i figur 3.1. Hovudtrekka i teksten er:

Kultivering i forkulturar.

Tillaging av agarskaler.

Utsaing pa agar og inkubering av testorganismen.

Framstilling av testlgysing.

Utstansing av brgnnar i agaren og tilsetting av testlgysing.

Registrere effekten av testlgysinga pa testorganismen, 4-6 dggn etter tilsetting:
visuelt direkte, samt gjennom lupe og mikroskop; fotografering av agaroverflata.



Testorganismen

Nitzschia
forkultur 1

Testloysing
forkultur 2
1-3 uker
fryseterka
alge

20 % Z8-medium,
ekstrahering med 1.2 % agar
NaCl-leysing,
omrering

30 min, romtemp.

lyskilde

sentrifugering
15min, 2300 g

inkubering 1 degn

Referanser

Actidion (+)
supernatanten
pipetterast av

350 ul (x2) l

NaCl-leysing (=)

+ utslag —utslag

Fig. 3.1: Skjematisk oversikt over framgangsmaéten



3.1 Kultivering av Nifzschia i forkulturar

Forkultur 1 (Stamkultur)

Vekstmedium: 20 % Z8-medium"” med 1 ml silikatlgysing” / 1 medium. (Se 4., side 9).
Kultivering 1 100 ml kolbar, utan omrgring.

Inkuberings-tilhgve: ~ Temp.: 17 °C
Lys: 12 timar 6 uyM / m? s; 12 timar merk

Forkultur 2
Vekstmedium: 20 % Z8-medium med 1 ml silikatlgysing / I medium

Overfgring av 5 ml forkultur 1 (stamkultur) til friskt medium i 1000 ml kolbar pad gyngebord.
Forkultur 2 kan nyttast til test etter 1-3 veker, nar ein ser at den veks utan ureiningar og klumpar. (Ca
2 x 10* celler / ml medium).

Inkuberings-tilhgve: ~ Temp.: 20 °C
Lys: 24 timer 15-20 uyM / m*s (overlys)

3.2 Tillaging av agarskaler

For dyrking av Nitzschia pa agar er det nytta eingongs-petriskaler med ribber, med ein diameter pa 90
mm og ei hggd pa 15 mm (KEBO, Norge). Kvar skal fyllast med 30 ml medium.

Vekstmediet: 20 % Z8-medium med 1 ml silikatlgysing / 1 medium og 1.2 % agar’’
Tillaging:

1)  Lag opp 100 % Z8-medium i stgrre flasker (td. 1000 ml), og autoklaver desse ved 120 ato. i 15
min. Dest. vatnet som nyttast i mediet bgr boblast med CO, i ca. 10 min. fgr tilsetting, for &
unnga fellingar under autoklaveringa. Dersom ein har laga rikeleg med 100 % Z8-medium, kan
ein seinare ga direkte til pkt. 2:

2)  Avkjgl flaskene til det er mogleg & ta pa dei med bare hender. Fortynn si det mediet som skal
nyttast vidare til 20 % med dest. vatn, tilsett 1 ml silikatlgysing / I medium og til slutt 1.2 %
agar. Autoklaver.

3)  Mal opp "porsjonar” pa 30 ml ferdig varm agar, og overfgr desse til reagensrgr med skrulokk.
Autoklaver pa nytt.

4) Kvart reagensrgr hellast over i ei petriskal. Dette ma gjerast fgr agaren vert sa avkjgla at den tek
til & stivne. For & unngd bidrag av bakteriar og sporer fré lufta: Ikkje ta lokket av skalene heilt
av, bare lag ei tilstrekkeleg "glippe" til & fa gjort overfgringa. Eit tips er 4 stable agarskilene
oppé kvarandre under avkjgling, for & unnga kondens under lokka og "nedfall” pd agaren.
Avkjel skilene til romtemperatur fgr dei settast pa kjglerom. Skélene mé oppbevarast innpakka.



3.3 Utsaing og inkubering av Nitzschia

For dyrking av Nirzschia pa agar er 0.9 ml av forkultur 2 til kvar agarskal ei passande mengde.
Overflata skal vera dekt, men ikkje flyte. Kulturen fordelast mest mogleg utover ved overfgringa med
steril automatpipette. Deretter hellast skéla fram og tilbake, evt. ristast forsiktig, til kulturen er jamnt
fordelt over heile agaroverflata.

Kulturskalene far vekse 1 dggn fgr utstansing av brgnnar og tilsetting av testlgysing (algeekstrakt).

Inkuberingstilhgve: Temp: 20°C
Lys: 24 timar 9 uM/m’ s (overlys)

Resultatet vert best ved lag lysintensitet, fordi pigmenteringa av cellene vert sterkare og evt.
celleopphopingar tydelegare.

3.4 Framstilling av testlgysing

Testlgysinga tek utgangspunkt i 25 mg frysetgrka algemateriale / ml NaCl-lgysing®. Ekstraksjonen
skjer under svak omrgring (magnetrgrar) ved romtemperatur 1 30 min. Lgysinga sentrifugerast deretter
i 15 min. ved 3 800 rpm (ca. 1800 g), som tilsvarar innstilling 8 pa Jouan bordsentrifuge (Type BB
VVV, Societe Jouan, Saint-Herblain, Frankrike). Supernatanten pipetterast av, og brukast vidare for
tilsetting 1 agarbrgnnane. Alternativt kan den frysast ned for evt. seinare bruk.

3.5 Utstansing av brgnnar i agaren - tilsetting av testlgysing

Etter 1 dggns vekst av Nitzschia pa agarskalene, stansast det ut ein brgnn i senteret pa kvar agar-skal
med eit korkbor (diameter 11 mm). Korkboret er pad fgrehand pakka inn i aluminiumsfolie og
autoklavert.

350 pl testlgysing eller referanselgysingar” settast til i kvar brgnn. Det nyttast alltid 2 parallellar av
den ukjente testlgysinga. Tilsettinga skal sta kant-i-kant med agaroverflata - ikkje flyte utover.

Skalene skal na st til inkubering i 4-6 dggn fgr visuell registrering av effekten pa vekst av Nitzschia.

Inkuberingstilhgve: Temp: 20 °C
Lys: 24 timar 9 pM / m’ s (overlys)

Eit problem kan vera uttgrking av agaren under inkubering. Eit tiltak som har vist seg a vera vellukka,
er & plassere skdlene under gjennomsiktige plastboksar (20 cm x 20 cm X 5 ¢cm) sammen med sma
begerglas med vatn (sja fig. 3.2). Dette er nok til & halde ein luftfukt pa ca. 50 %. Lysstyrken kan ogsa
lett regulerast pa dette viset, fordi boksane er lette & dekke til dersom ein treng & tilpasse innstralinga.



Fig. 3.2: Skjematisk framstilling av 4 agarskaler plassert under ein gjennomsiktig
plastboks (20 cm x 20 cm x 5 cm) sammen med eit begerglas vatn.

3.6 Registrering av effektar
Registreringa skjer pa ulike nivé:

e Skildre evt. ringsoner rundt brgnnen, og méile diameteren pa desse.

e Sja pa celletilstanden i lupe; er cellene dgde, er strukturen endra, eller har dei emigrert ut av sona
som er paverka av testlgysing? I s4 fall: Er rgrslemgnsteret endra?

e Andre effektar?

s Fotografere agarskalene for dokumentasjon.



4. UTSTYR OG LOYSINGAR

Utstyr:

Framstilling av algeekstrakt:

hanskar

begerglas (~25 ml) for ekstraksjon av testlgysing
labvekt

magnetrgrar(ar)

reagensrgr (10-15 ml)

sentrifuge

oppsugingspipette

dramsglas m/lokk (til ferdig ekstrakt)
automatpipette (0-1ml)
pipettespissar

petriskaler med ribber (diameter 90 mm, hggd 15 mm, KEBO, Norge)
reagensrgr med skrukork (~50 ml)

malesylinder (>30 ml)

autoklav

korkbor (diameter 11 mm)

lysmaélar (Phillips TLM64W/33RS)
bordflate 1 vater
lyskjelde med jamn fordeling



Loysingar:

1

2)

3)

4

5

100 % Z8-medium (Staub, 1961; modifisert Kotai, 1972)

Stamlgysingar g /1 dest. vatn

lgysing I: NaNO; 46.7
Ca(NO,;),-4H,0 59
MgSO,-7H,0 25

Ipysing II: K,;HPO, 3.1
N 32CO3 2.1

lgysing 1H: Fe EDTA*

lgysing I'V: Sporstoff**

Tilsetn. til dest. vatn
ml/1

10

10

10

1

* Fe EDTA; 10 ml fra FeCl; Igysing (2.8 g Fe Cly6H,0 Igyst i 100 m1 0.1 N HCI) og 9.5 ml av EDTA-
lgysing (3.9 g EDTA-Na, Igyst i 100 m1 0.1 N NaOH) blandast og fyllast opp til 1000 ml dest.vatn.

** Sporstoff

Stamlgysing:

Na,WO,-2H,0 0.33
(NH4)6MO7024'4H20 0.88
KBr 1.2
KJ 0.83
ZnS0O,7TH,0 2.87
Cd(NO5),-4H,0 1.55
Co(NO5),-6H,0O 1.46
CuSO,-5H,0 1.25
NiSO4(NH,),S0,-6H,0 1.98
Cr(NO5);-9H,0 0.41
V405 0.089
AlL(50,);K,S0,4-24H,0 4.74
H;BO; 3.1
MnS0,-4H,0 2.23

Silikatlgysing: 14.2 g Na,Si0O3-.9H,0 /1 dest. vatn
Agar: DIFCO Bacto-Agar, 0.140-01. Detroit Michigan, USA.

NaCl-lgysing: 9 g NaCl /1 dest. vatn

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

Referanselgysingar:  Actidion (0.05 mg / mldest. vann), gjev positivt utslag (+)

NaCl -Igysing, gjev ikkje utslag (-)
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5. PRAKTISK EKSEMPEL

5.1 Testlgysingar

e Microcystis aeruginosa Kiitz. frd Frgylandsvatn i Rogaland, vassblomst 14. september 1988
(Skulberg, 1979).

Konsentrasjon:
Standard dosering 25 mg frysetgrka algemateriale / ml NaCl-lgysing®
Halv dosering 12.5 mg frysetgrka algemateriale / ml NaCl-lgysing

e Anabaena flos-aquae (Lyngb.) Bréb., NRC-44-1, Canada
Konsentrasjon:
Standard dosering 25 mg frysetgrka algemateriale / ml NaCl-1gysing
Referanselgysingar”

e NaCl-1gysing. Forventing om manglande utslag (-)

e Actidion. Forventing om positivt utslag (+)

5.2 Resultat

Avlesing og fotografering skjedde etter inkubering i 5 dggn. Resultatet er vist i figur 5.1 pa neste side.

Utslag (+, -) og diameter ringsoner

e Microcystis aeruginosa, Frgylandsvatn, standard dose + 3.7cm
e Microcystis aeruginosa, Frgylandsvatn, halv dosering (+) 2.8 cm
e Anabaena flos-aquae, standard dose ) 0 cm
¢ NaCl-lgysing ) 0 cm
e Actidion (+) 33cm

Resultatet for Microcystis aeruginosa tyder pa at doseringa gjev direkte utslag pa diameteren av
ringsonene. Denne sammenhengen er vist for fleire typar ekstrakt i fleire forsgksoppsett. I alle forsgk
har actidion gitt positivt utslag, og NaCl vist manglande utslag.

Det er ogsa vist at enkelte ekstrakt kan ha ein tiltrekkande effekt pd Nirzschia, med opphoping av
algeceller tett inntil brgnnen (Oscillatoria agardhii var. isothrix, ikkje vist i eksempelet)
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Microcystis
aeruginosa

Freylandsvatn
25 mg/ml

A 13

Microcystis
aeruginosa

Freylandsvatn
12.5 mg/ml

A 13

b) Microcystis aeruginosa, halv dose

Fig. 5.1: Fotografi av effekten av testlgysingane pa vekst og fordeling av Nitzschia, etter 5 dggn.
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Anabaena (G.)
25 mg/ml

A13

SR R el 6wl Wi S

Actidion

A3

d) Actidion

Fig.5.1 forts.: Fotografi av effekten av testlgysingane pa vekst og fordeling av Nitzschia, etter 5 dggn.
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6. OPPSUMMERANDE ERFARINGAR

e Testen ser ut til & vera lovande for pavising av blagrgnnalgetoksiner i vatn.

e Ldg lysintensitet pa 9 UM / m” s ved inkubering av agarskilene ein fordel. Utslaga vert tydelegare
fordi pigmenteringa av cellene vert sterkare enn ved hgg lysintensitet.

e For a hindre uttgrring fungerar der bra & plassere agarskalene, sammen med smi begerglas med
vatn, under klare plastboksar.

e Av og til kan det vera vanskeleg a registrere utslag eller ikkje utslag. Ringsona kan vera utydeleg,
eller cellene kan klumpe seg relativt kraftig i sona rundt agarbrgnnen. Ofte har utslaget for
testlpysinga blitt tydelegare ved & doble konsentrasjonen i neste forsgksoppsett.

e Ei inkubasjonstid, fgr avlesing/registrering, pd 5 dggn ser ut til & vera hgveleg. Dette er
tilstrekkeleg tid til tydeleg utslag, samtidig som naturleg celledgd og evt. bakterie-atak ikkje
paverkar forsgket i vesentleg grad.
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