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Bakgrund

Under Nordforsks projektseminarium i Helsing®r

26-28 augusti 1980, diskuterade representanter fran de
nordiska l&nderna behovet av att interkalibrera test-
metoder fo&r bestdmning av toxicitet mot Daphnia magna,
Straus (Cladocera). Avsikten var att harmonisera test-
utforandet vid best&mning av s&vil akut toxicitet som
lagtidstoxicitet (>14 dygn) mellan de nordiska l&nderna.
FOr detta syfte utvaldes tva standardmetoder (ISO respek-
tive OECD). Ansvaret f&r planering, administration och

sammanstdllning av ringtestet tilldelades IVL:

Deltagande laboratorier

A. Centrallaboratoriet, Helsingfors (Jukka Tana)

B. Norges Veterinaerh8gskole, Oslo (Rickard Wiger)

Cls Vandkvalitetsinstitutet, H6rsholm (Peter Rand)

D. Zoofysiologiska Institutionen. Goteborg (Rune Berglind)
E. SNV:s undersdkningslaboratorium, Solna (Margareta Unger)
F. IVL, Stockholm (Stellan Fischer)

Av dessa deltog samtliga i akuttox-testen medan endast
laboratorierna A, E och F deltog i l&ngtidstesten.

Test-kemikalier

F6ljande kemikalier utvaldes for akuttox-test:

- Kaliumdikromat, o) K2Cr207 (corganisk anjon)

= Zinksulfat p.a. ZnSO4-7H20 (oorganisk katjon)
— Tetrapropylenbensensulfonat, p.a. TPBS (tensid)

- Pentaklorfenol (Na-saltet), 99 % (PCP) (organisk,
pPH-beroende toxicitet)

- 1,1-Bis (p-klorfenyl) -2,2,2-trikloretan (p.p.-DDT)
99 % (organisk, svarlésliq)

Av dessa utvaldes vidare K2Cr207 och PCP till 1l&ngtids-
testen. '




Test-utforande

De metoder som utvaldes var:

- Bestdmning av immobilisering efter 24 timmars exponering

av D. magna enligt ISO (1979).

- Bestdmning av langtidstoxicitet med D. magna enligt OECD
(1980) .

Till dessa bdda metodbeskrivningar gjordes f&ljande inskr&nk-

ningar och kompletteringar:

1. Ett gemensamt artificiellt medium skall anvindas f£&r

bdda testerna med sammansittningen:

CaCl2 °2H20 240 mg/1
Mgso4 '7H20 215 mg/1
KHCO3 20 mg/1
NaHCO 300 mg/1

3

Detta medium ger en hdrdhet av 250 mg/1 CaCO3(vilket

dr, fdrutom pH, 1ISO:s enda krav pd mediet).
2. pH skall justeras till 7,8 (7,8 + 0,4 enligt ISO).

3. Nauplierna skall f&r akuttoxtesten vara 6-24 timmar

gamla, (6-48 timmar enligt ISO).

4. Exponeringstiden vid akuttoxtesten kan efter avldsning
(enligt ISO 24 h) férlidngas med ytterligare 24 timmar.

5. Akuttoxtesten gérs i duplikat, men endast en langtids-
test per kemikalie.




Resultat

Akuttoxicitet
I tabell 1-5 redovisas EC-50-virden fr&n samtliga labora-

torier.

Overensstédmmelsen mellan de olika laboratoriernas EC~-50-
vdrden for 24 timmar var med ndgra undantag tillfreds-
stdllande. Endast ett laboratorium avvek dir samtliga
vdrden lag under genomsnittet (f6r flertalet testsub-
stanser 5-20 ggr under). Om dessa virden undantas, erhdlls
fé6ljande variationsbredd f&r EC-50 (246) . Bestdmningarna
utfdrda vid fem laboratorier:

K2Cr07:l,2—3,2 mg/1

Zn2+: 3,0-19 mg/1

TPBS:8,7-23 mg/1
PCP: 0,49-1,2 mg/1

p,p-DDT: 17-900 pg/1.

Av de fem testade kemikalierna var det sdledes endast
EC-50 fO6r p.p.-DDT som erhdll anmdrkningsvadrt stor sprid-

ning.

Reproducerbarheten inom laboratorierna var i allmdnhet
god, med undantag &ven hir for P« P ~DDT.

Det kan papekas att tvd av de deltagande laboratorierna
(B,E) ej tidigare hade utfdrt toxicitetstest med Daphnia.

Tre laboratorier (A,E,F) deltog &dven med léngtidstestning.
Nagra jamférelser mellan resultaten &r dock inte m&jliga

dd tvd av laboratorierna erhdll stdrningar under testen som
omdjliggjorde f8rsdkets genomfdrande. I det ena fallet er-
hélls forsta kullen nyfddda daphnier som normalt, men tre




dagar senare dog samtliga for&dldradjur. I det andra fallet
erh6lls ingen avkomma och dédligheten hos f&r&dldradjuren var
h8g. Endast ett laboratorium (F) fick en normal reproduktion
med acceptabel dédlighet i kontrollen. Primirdata ifr&n sist-
ndmnda test finns redovisat i tabell 6 och 7. Effektgrédnsen

for reproduktion 1&g mellan 0,07 och 0,30 mg/l for K,Cr,0,
och mellan 0,20 och 0,90 f&r PCP.

Diskussion

Efter att laboratorierna hade rapporterat sina resultat
samlades deltagarna f&r utvdrdering. Den diskussion som

ddrav f&ljde har hir sammanfattats med féljande:

Akut-toxicitet

Orsaken till att ett laboratorium ldg l&gre i EC-50-virden

dn Ovriga kan vara att den stam som dir testades varit ny-
isolerad. Att nyisolerade stammar kan ha avvikande kédnslighet
har tidigare konstaterats av Hansen (1980) . Daphniekulturerna
hos de 6vriga laboratorierna har diremot under en l&ngre tid
levt under laboratoriebetingelser. I det sammanhanget skall
dven ndmnas att laboratorierna D.E.F har kulturer héir-

rérande frdn samma stam.

EC-50-védrden erh&llna fran p,p-DDT gav stor spridning b&de
inom och (framfdr allt) mellan laboratorierna. Bl a uppstod
svarigheter vid avldsningen, d& definitionen p& immobili-
sering ej var entydig. p,p-DDT:s svarldslighet i vatten samt
dees fdrmdga att accumuleras i fettvivnad kan &dven ha bi-

dragit till det varierande resultatet.

Metodbeskrivningen f&reskriver endast 24 timmars exponerings-
tid, emellertid har 3 laboratorier (C,D,F) &ven gjort avlis-
ningar efter 48 timmars exponering. FOr de sex testade
kemikalierna, minskade dirvid (vid fo6rléngd exponeringstid)
EC-50 mattligt f&6r fem. F&r den sjdtte, p,p-DDT, erhdlls
ddremot en kraftig minskning av EC-50. Detta tyder Pad att

24 timmars exponeringstid inte alltid &r tillracklig for

~att erhdlla effekt.




Att justera pH till 7,8 p& det artificiella mediet visade
sig vara oldmpligt, d8 mediets pH efter 24 timmar drev till-
baks till det ursprungliga pH-vidrdet (8,1-8,2). Om detta
medium skall anvédndas bdr d&rfdr ingen pH-justering gOras.
Metoden visade sig i Ovrigt vara féredémligt enkel och vil
ladmpad som rutintest. Dock kan den p& vissa punkter komplet-
teras fOr att ge sdkrare och mer uttdmmande information.
F6ljande punkter kan nidmnas:

- Bade pH (Kaila, 1977) och h&rdhet (Miiller, 1980) pdverkar
vissa dmnens toxicitet. Sjdlvfallet kan &ven andra fak-
torer spela in. Om man vill j&mfdra framtagan resultat
med andra laboratorier bdr man dirfdr anvinda ett gemen-
samt standardiserat medium.

- Det aldersintervall som ISO rekommenderar, 6-48 timmar,
innebdr att testdjuren kan ha en ganska stor &lders-
variation. Ett sndvare &ldersintervall bdr d&rfdr ge mindre
spridning i resultaten. Vid denna ringtest anvindes d&rfdr
intervallet 6-24 timmar.

- Overfdring av nauplier till testkirlen med hjdlp av
pipett dr onddigt arbetskrivande samtidigt som det ford-
rar en slutjustering av testmediets volym. En metod,
beskriven av Kénig et al (1981), som skulle kunna er-
sdtta pipetteringen &r &verfdring av nauplier med hjédlp
av finmaskigt n&t. F8rdelarna med metoden &r att den
férmodligen dr snabbare &n pipettering och att test-

mediet inte sp&dds med odlingsmediet.

- Efter 24 timmars exponering kan man l&ta hilften av
replikaten exponeras ytterligare 24 timmar. Genom detta
férfarande kan man registrera effekter som krdver l&ngre
dn 24 timmars exponering f8r att manifesteras (som for
t ex p.p.-DDT). Ytterligare ett argument f&r f6rlédngd
exponeringstid &r att naupliernas kdnsligaste stadium,
skaldmsningen, sker med s& pass langt intervall att vissa

nauplier ej hinner &msa skal inom 24 timmar (se bil. 1; 4;%1).

- Om dos-responskurva ej ingdr i resultatredovisningen bdr
istdllet kurvans lutning anges som riktningskoefficient
eller med EC-10- och EC-90-virden. Vidare bdr Hven even-

tuella avvikelser i kurvans utseende redovisas.




Resultaten ifrén det laboratorium som fullfdljde testen
(tabell 6 och 7) visar en acceptabel spridning mellan
replikaten. Dock var dédligheten hos fér&dldradjuren ndgot
f6r hdg i den ena testens kontroll. Aven antalet oklickta
dgg noterades, dock kunde ingen korrelation mellan oklickta

dgg och halten testsubstans observeras.

Flera faktorer kan ha spelat in d& det uppstod stdérningar
pd de Ovriga laboratoriernas l&ngtidstester. Bland annat
diskuterades huruvida mediet var tillrdckligt renat, samt om
fodrets kvantitet var tillrdcklig. Det 4r d&rfdr av stdrsta
vikt att metodbeskrivningen £61js p& dessa punkter.
Problemen torde dock vara 6vergdende och har vdl en rutin
fér dylikt test etablerats bdr problem inte uppst&. Allmint
kan sdgas att metoden &r resurskrdvande och kriver mycket
tillsyn. Vissa rationaliseringar, t ex avfiltrering
istdllet fOr pipett-plockning av nauplier, bdr d&rfdr in-
féras for att nedbringa arbetet (resultaten ifr&n tabell

6 och 7 &r grundade pd filtrering).

FOrutom resultaten av ringtesten diskuterades &ven odlings-
metoder och hur de kan pdverka testresultaten. Bland annat
behandlades dygnsrytmer, skaldmsningar och foderval.

Rune Berglind (G&teborgs Universitet) har i bilaga 1 gjort
en sammanstdllning av detta d&dr han &dven tar upp olika
aspekter pd testutfdrande (akuttoxicitet). Tv& komplement

skall dock gbdras vilka &r f&ljande:

1. val av foder - infusoriebildning.
Valet av foder kan delas in i tv& grupper, "lyserat"
(t ex torrfoder) och "icke lyserat" (t ex alger). Ar
maten "lyserad" s& innebdr det en g&dslande effekt pa
odlingsmediet, vilket medfdr en kraftig tillvidxt av
mikroorganismer. Detta f&r till f6l1jd att antalet in-

fusorier i mediet 8kar. Flera av ringtestdeltagarna




har, vid nédrmare studier av daphnier i ddlig kondition,
observerat angrepp av infusorier och svamp (Vorticella
och Saprolegnia,vilka har vdxt bdde pd och under daphniers
ryggskbld).Huruvidé infusorier (och m&jligen dven svamp
och bakterier), direkt eller indirekt, har skadlig in-

verkan p3 daphnier bdr ddrfdr vidare utredas.

2. Behov av kvalitetsbedémming.
Forutom dldern pd nauplierna kan &dven deras kondition
pdverka resultaten. Det vore dirfdr Snskvirt att finna
en snabb och enkel metod f&r att bestimma denna. Vid

detta m&te nd@mndes tvd mdjliga metoder:

a) Individuell ré&kning av antalet nyfddda hos ett antal
utplockade honor. Ett minimikrav p& kullstorleken
skall ddrvid garantera att stammen och dirmed &ven

nauplierna, dr i god kondition.

b) Direkt md&tning av naupliernas kondition, genom t ex

svdltning eller annan stress.

Om man ddrvid uppfyller vissa minimikrav p& "kondition"
bdér valet av odlingsmetod spela mindre roll.

Ett krav som man dock b&r stdlla &r att man vid utveck-
landet av odlingsmetod, bdr efterstriva ett odlingsmedium

som i sin sammansdttning &r s& likt testmediet som méjligt.

Slutsats

Sammanfattningsvis kan féljande sdgas:

Testad metod f&r akuttoxicitet var foéreddbmligt enkel och
ddrmed vdl ldmpad f6r rutintest. Med de kompletteringar
som gjorts till metoden var reproducerbarheten bide inom

och mellan laboratorierna i huvudsak god.

Metoden fo&r langtids-toxicitet visade sig ddremot ge upp-
hov till problem. Metoden midste dirfdr mer ingdende prévas

innan en ny interkalibrering genomfoérs.
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KALTUMDIKROMAT

(mg/1)

Tabell 1

La bora_ EC—50+( 95% konf‘;densinfcrvall)
torium . :
24 timmar 48 timmar
1.8 -
0.66 -
0.89 -
(: 1.68 (1.29 - 2.28) 0.54 (0.43 .63)
1.26 (1.11 - 1.47) 0.15 ( 2 .42)
1.15 (0.98 - 1.41) 0.51 (0.42 .61)
1467 (.42 - 1:97) 0.90 (0.72 .08)
E 5024 (2.56 - 4.10) =
2+35 (2.06 - 2.69) -
2351 (2.07 - 2.57) 1,22 (d,11 .34)
F .
2.08 (1.89 - 2.28) 1.53 (1.40 .68)




Tabell 2

ZINKSULFAT (mg Zn/1)

[_abora_ EC—50+( 5% konfidensin{ervdl)
torium , :
24 timmar 48 timmar
5.46 -
A |
~0.3 -
B
18.6 (4.8 - 715.4) 3.27 (- - 12.7)
C ,
5.12 (2.88 - 9.13) 1.01  (0.67 - 1.52)
D
3+.00 (2.05 - 4.38) 113 (0.89 - 1.44)
5572 £3.25 = 8.71) -
E
5.62 (3.96 - 7.98) -
SIS 17k (4.42 - 7.02) 4522 (3.20 - 54517
F ]
L 9:12 (6.02 - 13.8) 5:05 (3.84 - 6.63)




Tabell 3

TPBS (mg/1)
l.a bOra" EC—50+( 5% konFideh:inieranl)
toriu : :
it 24 timmar 48 timmar
23.0 =
A
3.40 "
B .
2.93 -

C 22.1  (16.3 - 34.4) 8.0 (5.8 - 13.0)
11,1~ ( 9.6 -~ 12.9} -
D 15.18 (12.5 - 18.4) 8.43 (7.08 -10.05)
8.70 (7.56 - 10.0) 7.11 (5.97 - 8.46)
= 20.6  (17.0 - 25.1) -
= 17.2  (13.8 - 21.2)| w~8.8
18.5  (15.6 - 22.1) 12.4  (10.3 - 14.8)

- |




Tabell 4

PCP (mg/1)
l_a bOra_ EC—50+( 95% konf‘xdensin’ccrvall)
torium : :
24 timmar 48 timmar
: -
A
0.160 -
B .
0.126 -
0.68 (0.48 .16) 051 (0.19 - e )
C
0.90 (0.79 .03) 0.61 (0.27 - 1.00)
0.49 (0.43 .56) 0.32 (0.29 - 0.36)
D
0.51 (0.46 .56) 0.44 (0.40 - 0.48)
0.5 710 -
=
0.57 (0.50 .65) 0.54 (0.48 - 0.61)
F:
o T 0.57 (0,51 .63) 0.55 (0.50 - 0.61)




p,p-DDT (ug/1)

Tabell 5

labora- EC-50#(5% kenfidensintervall)
orum o7 timmar 48 timmar
95 =
A
0.33 -
E3 0242 =

2.0 (1.5 - 3.2)

16.5 (9.02 - 30.0)

71.4 (40.9 - 124.7)

0.46 (0.29 - 0.69)

0.68 (0.46 - 1.01)

897 (384 - 2095)

~139 (93 - 209)
~418 (222 - 786)

111 ( 77 - 159)

27.1 (21.9 - 33.4)
4.8 (1.5 - 15.4)

5.5 (3.8 - 8.0)




Tabell 6
Primirdata, reproduktionstest, 16 dygn, Daphnia magna- KZCrZO7

Dygn Kontroll 0.015 0.070 0.30 i.50 (mg/1)
(replikat) a b a b a b a b a b
antalet 6verlevande djur,()anger hannar

0 25 26 24 24 . 24 25 25 24 24 25
z 25 26 24 24 24 25 25 24 24 24
4 25 26 24 2B 24 25 25 . 23 21 23
6 25 26 . 24°: 23..2% - 24(1) 25 23 20 19
9 25 26 24 22 2%  23(1) 25+ 23 19 18
11 25 26 24 22 22 23(1) 26 16 14 18
13 25 26,24 20 22 23125 - 14 18- 15
16 25 26 24 20 22 22(1) 23 12 1 4

9 227 259 236 169 170 144 150 130 0 0
11 78 139 142 96 89 117 84 109 83 40
13 255 269 209 202 160 223 26 40 17 42
16 423 466 409 360 402 410 103 158 0 0
summa: 983 1133 996 827“ 82L 894 3635 4357 100 82

9 0 0 3 7 7 6 2. 3 0 0
11 27 o 1 0 0 19 0 3 5 0
13 4 20 36 8 3.0 2= i
16 s 5 1z 7 34 41 22 1 o 0
summa : 24 25 19 20 49 73 2 9 7 0
medelkullstorlek_per_hona
9 908 996. 980 768 739 626 600 565 0 0
11 312 535 592 436 404 509 336 681 593 222
13 1020 1035 873 1009 727 960 104 286 154 223
16 1692 1792 1704 1800 1827 1863 448 1317 0 0

medelvdrde 983 1089 1034 1003 924 992 288 712 187 1.36

0.95 1.05 1.00 0.97 0.89 0.96 0.28 0.69 0.18 0.12
medelvidrde: 1.00 0.98 0.92 0.48 015



Tabell 7
Primirdata, 16 dygns reproduktinstest, Daphnia magna - PCP

Dygn Kontroll 0.010 0.045 0.20 0.90 (mg/1)

(replikat) a _b a b a b a b a b
antal Overlevande djur, ()_anger hannar

0 26 26 25 75 25 26 26 27 25 25

2 26 26 25 49 25 26 26 27 0 2

S 26 26 24 23 25 26 26 2.7 0 2

7 25 26 255 2:3 25 26 26 27 0 2

9 21(4)22(4)20(2)21(2)23(2)22(4)25(1)23(4) 0 1(1)

21(4)21(4)20(2)21(2)23(2)22(3)24(1)23(4) 0 0(0)

14 20(3)20(4)20(2)20(2)22(2)22(3)23(1)23(4) 0 0

16 20(3)20(4)19(2)20(2)22(1)22(3)23(1)23(4) 0 0

antal fédda djur_

9 211 154 182 152 200 165 180 215 0 3

1.2 271 280 245 249 272 262 294 289 0 0

14 155 66 227 1S 171 CLT4 e Ad4 247 0 0

16 192. 343 275 167 239 223 288 148 0 0

summa: 829 843 929 683 882 764 876 899 0 3

antal oklfckta dgg

9 18 4 1 1 i 2 1 11 0 3

)17 9 5 L 7 11 S5 5 15 0 0

14 3 4 3 7 ! 5 5 10 0 0

16 20 12 13 73 32 12 47 42 0 O

summa : 50 25 28 88 45 32 58 78 0 S
medelkullstorlek_per hona

9 1005 700 910 724 869 750 720 935 0 3

12 1290 1333 1225 T186 11831191 1225 1256 0 0

14 775 330 1135 575 777 518 496 1074 0 0

16 960 1715 1447 835 1086 1014 1256 643 0 0

medelvdrdel1008 1020 1179 830 979 868 923 0977 0 075

0.99 1.00 1.16 0.82 0.96 0.86 0.91 0.96 0
medelvdrde: 1.00 0.99 0.91 0.94

0.074
0.04



Bilaga 1 (5)

Sammanstdllning om odling och testning av Daphnia

(gjord av Rune Berglind, G8teborgs universitet)

1. Reproduktion och tillvéxt

Crustaceer liksom insekter (larver), spindlar m.fl. leddjur miste
for att kunna vixa, Oomsa skal (exoskelett) regelbundet. Tiden nérmast
efter en skaldmsning &r skalet mjukt och tojbart fir att mojligjora en
begransad tillvdxt. Efter hand hdrdnar skalet och oméjligjor vidare
storlekstillvixt. Tiden mellan tvd skaldmsningar bendmns vanligen for
"instar". Det &r vanligt att varje instar numreras for att karakterisera
djurets utvecklingsstadium (&lder).

Dafnier (Daghnia magna) omsar skal som juvenil var 21 - 30 timme och
som adult var 65 — 80 timme (tiden beroende av temperaturen). Lingden
av varje enskillt instar dr starkt beroende av temperaturen pad si sidtt
att ju lagre temperatur ju lédngre tid for varje enskillt instar (Anderson
and Jenkins, 1942., Green, 1955).

Juvenilstadiet varar vanligtvis 6 till 9 dagar vilket motsvarar
5 till 8 instars (gidller vid rumstemperatur). Vid fgdseln dr D. magna
omkring 0.8 mm lang och under sitt sista instar som juvenil &r den
omkring 2.4 mm (Anderson, 1932). Maximalt blir D. magna upp till 5 mm
lang.

Fortplantningen &r hos dafnier som lever under,fdr arten goda narings-
och omgivningsférhdllanden, partenogenetisk. Blir ndringsstatus eller
andra betingelser ur dafnians synvinkel sdmre, Svergdr den till konlig
fortplantning. Juvenilerna vid den partenogenetiska férokningen under
optimala betingelser ar i huvudsak honor. Vid en forsamring av férhdllandena
produceras dven hannar partenogenetiskt, fér att pd ett senare stadium
vara beredda, att om fthdllandena forsdmras ytterligare, sdkerstdlla
den kdnliga fortplantningen och bildandet av sk. ephippier (Vilégg).
Vildgg kan ocksd produceras av honorna nir inga hannar finns ndrvarande.

2. Dygnsrytm och uttodring

Dafnier filtrerar sin féda, som bestdr av bakterier, alger, svampar
(tex. jast) (McMahon and Rigler, 1965) och andra fritt svévande
ndringsparticklar tex. homogeniserat fiskfoder (Bentleygﬂzg&, 1978) ur
vattnet. Aven om dafnierna nistan konstant befinner sig i en mer eller
mindre tdt suspension av mat, filtrerar de inte konstant (dvs. dygnet
runt). Heney and Hall (1975) studerade filtrering och vertikalspridning
hos D. pulex och D. galeata och kunde konstatera att i samband med
skymning och gryning filtrerade dafnierna som effektivast och att de i
stérre utstridckning befann sig i det dvre vattenskiktet. Under den
helmorka delen av dygnet var filtreringen mindre effektiv &n under
skymning och gryning samt att under dagen var filtreringen av féda lagst.
D. magna, som lever i grunde gélar och hdllkar, har dven den dygnsmidssiga
vandringar i djupled. Ringelberg (1964) observerade att i samband med
skymningen var huvuddelen av dafniapopulationen i den damm han undersdkte,
strax under vattenytan. Det &r ddrfor troligt att dven D. magna har
samma dygnsmdssiga variation i filtrationseffektivitet som hos D. pulex
och D. galeata. Vid Zoologiska Institutionen i Goteborg har man
observerat i odlingsakvarier for 2. mnagna med genomstrommande vatten
att reproduktionen dkade nédr tillsatsen av foder gjordes pd kvdllen i
jimférelse med d4 maten sattes till p& morgonen. Man bor aven darfor
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beakta vertikalrsrele och utfordringtidpunkt bdde vid odling och
vid férstk (bdde akuta och kroniska) fér att uppnd bista mdjliga resultat.

3. Kulturens vitalitet och hdlsotillst&nd

Vid odling av dafnier hinder det att produktionen av juveniler s junker
eller upphér. Vid enstaka tillf¥llen kan det ocksd hinda att upp till 100%
av férdldradjuren dsr i det hdrmaste momentant tex. under ett dygn. Orsaken
eller orsakerna till "katastrofen /-erna" kan vara svdra att peka ut
men troliga orsaker kan vara: sjukdom, bristande foderkvalite“och/eller
ddligt odlingsmedium (kontaminerat eller av felaktig sammansittning).

3.1.  Sjukdom

Under ett besSk vid "Central Laboratories, TNO (Delft, Holland) berittade
Mr Kooiman, som var vir ciceron, att dafnier (2; maggg)kunde drabbas av en
infektion i tarmen. Normalt &r tarmen mérk, men vid denna typ av infektion
rodnade tarmen och blev senare osynlig. Nigot botemedel kinde han dock
inte till annat &n att den eller de infekterade kulturerna isolerades
frdn de friska till dess att sjukdomen ebbhat ut

3.2. Foder och odlingsmediumskvalite’

Fodret och/eller odlingsmediet kan i *land vara orsaken till att
reprouktionsférmigan, tillvéxter eller Sverlevnaden (livslidngden) hos
kulturen (&ven testdjuren) pdverkas i negativ riktning.

Vid mdttlig niringsbrist, typ for l3gt niringsinnehdll/mg foder sjunker
oftast enbart juvenilproduktionen. Passar inte fdan alls eller fdrekommer
i alltfér ringa méngd Svergdr dafnierna till att producera viligg,
dven om inga hannar finns nirvarande.

En form av mdttlig niringsbrist kan till exempel uppkomma vid utfordring
av dafnierna med alger. I en undersdkning utférd av TenBerge (1978) visade
det sig att reproduktionen hos algutfordrade dafnier kunde dkas om
jastextrakt (20 ppm) sattes till den ur repraduktionssynpunkt optimerade
algkoncentrationen.

Vid odling av dafnier i kranvatten finns risk fo6r att vattnet kan vara
kontaminerat av diverse organiska och oorganiska fdroreningar. De organiska
fororeningarna kan man eliminera med hjidlp av ett kolfilter men de
oorganiska &r svdrare att dtgirda. De joner.som lises ut frdn ledningarna
i fastigheten (kopparrér) elimineras genom att spola till dess vatten
frdn tillférande huvudledning kommer. Andra joner som hirstammar fran
vattenkdllan kan man endast eliminera med hjilp av en jonbytare eller
upprepad destillation och dédrefter tillverka ett syntetiskt sdtvatten
anpassat till det djur som ska leva i det.

4'e Exponeringstid;.testvolym och applikation av testsubstans

I det forslag som lagts fram som standard for akuttest med Daphnia magna
av ISO (1979), har testtiden férslagits till 24 h och testvolymen till max
20 ml. Sattet att bereda testlsningen (testsubstans + testmedium) har e j
undergdtt ndgon standardisering. I den metodbeskrivning som sdndes ut
till deltagarna i "Nordforsk - Daphnia ringtest" f&ljdes ISO:s fdrslag
till testets utforande.




4ls Exponeringstid

Exponeringstiden vid akuttest ok} D. magna har varierat mycket mellan
olika fSrfattare, laboratorier och testtyper.Tiden vid slutavlésningen
har varierat fré&n 1h (Blonz and Olcott, 1978) till den vanliga 48h
(Dave et al. 1981., Berglind och Dave, 1981). ISO (1979) har fdreslagit
slutavlésﬁzhg vid 24h exponering. "Nordforsk - Daphnia ringtest" hinvisade
till detta forslag av ISO i sin motodbeskrivning. P4 olika grunder kan
det dock vara en fordel all 18ta testet fortgd ytterligare 24h. Som
skdl kan bl.a. anféras dafnians biologi samt testkemikaliens latenstid,
verkningsmekanism och anrikning.

Det 95%:iga konfidensintervallet vid akuttester pd dafnier &r betydligt
vidare an motsvarande fér tex. fiskar (Lee and Buikema, 1979). Det vida
intervallet &terspeglar till en del testd jurens diversitet m.a.p. &lder
(fas i instar). Av praktiska skdl anvinds vid akuttester p4 D. magna
Juveniler som varierar i &lder vid T=0 fr&n 6 till 24 timmar. Detta
medfSr att en del av djuren strax efter teststart gar in i skaldmsnings-
fasen medan andra djur aldrig under testet (24h) 8msar skal.

En understkning som till en del stdder min (Rune Berglind, Gsteborg)
uppfattning om att utstricka testtiden till 48h har gjorts av Lee and
Buikema (1979). I denna undersskning, dir dafnierna var i ett definierat
stadium av skalSmsningsperboden vid T=0, exponerades dafnierna under
2 timmar f6r krom (0.56 ppm)” och férdes direfter §ver till rent vatten
Inget av djuren dog under sjilva exponeringen. Dafnier som var strax fére,
under skaldmsning eller nyss hade 5msat skal vid T=0 hade storre dddlighet
vid slutavlisningen 22 timmar senare &n djur som var i intermoltstadiet.
Djur som var under skalémsning dog dessutom i ett tidigare skede av
efterexponeringen i rent vatten. D& inget av djuren dog under exponeringen
utan férst ndera timmar senare indikeras att giftet (i detta fall krom)
behdvde en viss latenstid fér sin verkan.

Utstrédckning av testtiden till 48h bsr leda till att variationen av
testresultaten mellan upprepade test bor minska (ECSO alternativt LC50
vid 48h) pd grund av att hela djurmaterialet b6r ha omsat skal under testet
och dérmed varit exponerade under sjédlva skaldmsningen for testsubstansen.

En utstriackning av testtiden +till 48h medfdr dock att en ny stressfaktor
introduceras, svdlt. Enligt Adema (1978) medf6r dock denna omstindighet
inte ndgon férédndring av LC50 jamfért med parallelltest ddr djuren .
utfordrats under testet. Det bdr dock pidpekas att Biesinger och Christensen
(1972) i sin omfattande undersdkning av metallers toxicitet for D. magna
fann en hégre akut toxicitet (ligre 48h LC50) utan fodertillsats #n med
fodertillsats.

“ 2% 'Eegtzplxg

Testvolymen har foreslagits till 10 alt. 20 ml (ISO, 1979). Detta ger
mS jligheter att utfora testet utan att stora utrymmen behsver reserveras.
Goran Dave och medarbetare (Zoologiska institutionen, Gdteborg) och andra
forfattare som tex. Maki and Bishop, 1979., Frear and Kowar, 1967.,

Herbs and Beauchamp, 1977., har anvint stsrre volymer (100 - 200 ml) vid
akuttest pd D. magna. Den stérre volymen gor visserligen att testet tar
stérre utrymme i ansprik, men gor det bl.a. enklare att utféra matningar
av pH och syrgas samt att testkirlets yta kontra volymen testl&sning
minskar (relativt sett). Det senare ger férdelar vid test av substanser
som har stor affinitet till glas (typ av inaktivering av testsubstans).

B. 24h ECS50 for K2Cr207 omkring 1,6ppm



4-3. Applikationssitt av testsubstans_till testlosning

I allménhet 15ses den substans som ska undersdkas i ett toxicitetstest
i vatten eller i ett organiskt ldgtoxiskt 15sningsmedel (co-solvent).
Den koncentrerade 16sningen av testsubstansen sitts direfter direkt till
testmediet. Rena vattenldsningar bereder inga problem, vilket diremot
18sningar inneh&1lande organiska co-solvents gor.

DDT, som var en av testsubstanserna i Nordforsks ring-test, lostes
enligt instruktioner i aceton fér att kunna hanteras. AcetonlGsningen
skulle direfter sittas direkt till testmediet. Detta forfarande anvinde
samtliga laboratorier utom Zoologiska institutionen i Goteborg som anviande
sig av ett annat forfarande som kort beskrivs nedan.

Acetonldsningen av DDT sattes till tomma bigare varefter actonen fick
avdunsta till torrhet. Testmediet sattes didrefter till bigarna och test-
16sningenfick st& en tid till dess jémvikt bSr ha intrdtt, och DDT 15sts
ut i testmediet. Med detta férfarande undvike:md jligheten f6r interaktion
mellan co-solvent och testsubstans. Stirre mdngder l5sningsmedel kan
dérigenom anvindas (8kad precession nominellt) utan att Sverskrida den
berédttigade rekomendationen P& hdgsta koncentration co—solvent/liter
testldsning som bl,a. The Committee on Methods for Toxicity Tests with
Aquatic organisms (1975) lagt fram. Indunstningsmetoden har anvints i
arbeten av Dave et al (1981) och Berglind och Dave (1981). Metoden har
visat sig ge god reproducerbarhet vid tester f6r bestdmning av akut
toxicitet fér fiskar, fisk&gg och dafnier.

Referenser
——Clel

Adema, D.M.M., 1978, Daphnia magna as test animal i acute and chronic
toxicity tests. Hydrobiologia 559(2) 125 - 134,

Anderson, B.G., 1932, The number of pre-adult instars, growth, relative
growth and variation in Daphnia magna. Biol. Bull. 32, 81 - 98,

Anderson, B.G., and Jenkins, J.C., 1942, A time study of events in the
life span of Daphnia magna. Biol. Bull, 83, 260 - 272,

Bentley, R.E., Dean, J.W., Hollister, T.A., LeBlanc, G.A., Sauter, S.,
Sleight III, B.H., and Wilson W.G., 1978, Laboratory evaluation of the
toxicity of elemental phosphorus (P,) to aquatic organisms. Final report
DAMD 17-74 C-4101. EG and G Bionomigs,Warehan MA. USA. pp 104.

Berglind, R. and Dave, G., 1981, Influence of a co-solvent (acetone)
and ultrasonication on the acute toxicity of a quartenary amine

Aliquat 336) and an organophosphorus compound (HDEHP) to Daphnia magna.
in mauscript).

Biesinger, K.E. and Christensen, G.M,, 1972, Effects of various metals on
survival, growth reproduction,-.and metabolism of Daphnia magna. J. Fish,
Res. Board Can. 29(12), 1961 - 1700.

Blonz, E.R., and Olcott, H.S5., 1978, Daphnia magna as a bioassay system fo
for histamine in tuna extracts. Bull of the Japan. Soc. of Sci. Fish.

44(5), 517 - 519,

Dave, G., Andersson, K., Berglind, R., and Hasselroth, B., 1981, Toxicity
of eight solvent extraction chemicals and of cadmium to waterfleas, Daphnia
, maggg, rainbow trout, Salmo gairdneri and zebra fish, Brathydanio rerio.
Comp. Biochem. Physiol. part C. (in press).




Frear, D.E.H., and Kowar, N.S., 1967, Use of Daphnia magna for the
microbioassay of pesticides 1II. Comparison of microbiocassay with gas
chromatography for analysis of pesticide residues in plant extracts.
J. of Econ. Entomol. 60(5), 1236 - 1239,

Green, J. 1954/55, Growth, size and reproduction in Daphnia (Crustacea:
Cladoceras. Proc. of the Zool. Soc. of London, 126, 173 = 204.

Haney, J.F., and Hall, D.J., 1975, Diel vertical migration and filter-
feeding activities of Daphnia. Arch. Hydrobiol. 75(4), 413 - 441.

Herbs, S.E., and Beachamp, J.J., 1979, Toxic interaction of mixtures of
two coal conversion effluent components (Resorcinol and 6-methyl-quinidine)
to Daphnia magna. Bull. Environ., Contam. Téxicol. 17(1), 25 - 30.

IS0 (International Organization for Standardization), 1979, Water quality
Determination ofthe inhibition of the mobility of Daphnia magna Straus
(Cladocera, Drustacea). Draft Intranational Standard., ISO/DIS 6341, pp 7.

Lee, D.R., and Buikema Jr , A.L., 1979, Moltrelated sensitivity of
Daphnia pulex in toxicity testing. J. Fish. Res. Board. Can. 36,
1129 - 1133,

Maki, A.W., and Bishop, W.E., 1979, Acute toxicity studies of surfactants
to Daphnia magna and Daphnia pulex. Arch. Environm. Contam. Toxicol.

8, 599 - 612.

McMahon, J.W., and Rigler, F.H, 1965, Feeding rate of Daphnia magna Straus
in different foods labled with radioaktive phosphorus. Limnol. and Oceanogr.
10, 105 - 115.

Ringelberg, J., 1964, The posetively phototropic reaction of Daphnia magna
Straus: A contribution to the understanding of diurnal vertical migration
Netherlands J. of Sea Res. 2(3), 319 - 406.

TenBerge, W.F., 1978, Breecing Daphnia magna. Hydrobiol. 59(2), 121 — 123

The Commettee on Methods for Toxicity Tests with Aquatic Organisms, 1975,
Methods for acute toxicity tests with fish, macroinvertebrates and amphibia
amphibians. Ecological Research series, No EPA-660/3-75-009. US
Environmental Protection Agency, Carvallis Oregon, pp 67.




