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1. Einleitung

Fur die Bewertung der Schadigungspotentiale von Chemikalien sowie zur Risikoab-
schatzung sind Kenntnisse beziiglich subletaler Effekte und chronischer Wirkungen,
die sich nach langerer Exposition an subletale Konzentrationen manifestieren, von
zentraler Bedeutung. Dies gilt insbesondere, da in natlrlichen Systemen gegenwér-
tig in der Regel nur wenige Organismen akut letalen Konzentrationen von Um-
weltchemikalien ausgesetzt sind (Rand et al. 1995). Subletale Effekte &ulRern sich in
einer Beeintrachtigung biochemischer und physiologischer Funktionen, in morpho-
logischen Veradnderungen und in Verhaltensdnderungen (Sheehan et al. 1984).
Diese StreRreaktionen spiegein dabei nicht nur direkte pharmakologische Wirkun-
gen von Stoffen (z.B. Entkopplung von Sauerstoffverbrauch und oxidativer Phospo-
rylierung, Atmungskettenhemmung, neurotoxische Wirkung) wider, sondern auch
Prozesse, die auf eine Aufrechterhaltung der inneren Homdéostase abzielen. Physio-
logisch-phanotypische Anpassungsprozesse fiihren beispielsweise durch eine Ver-
minderung des bioverfiigbaren Anteils der Chemikalie oder durch Kompensation von
Zellschadigungen durch Reparaturmechanismen zu einer Erhéhung der Toleranz
des Individuums (Segner und Braunbeck 1998). Da diese Mechanismen jedoch
Energieressourcen erfordern, wird vermutet, da? Anpassungsreaktionen zur Ver-
besserung der Uberlebensféhigkeit des Individuums mdéglicherweise auf Kosten an-
derer biologisch-physiologischer Prozesse erfolgen (Calow 1991). Aus dkotoxikolo-
gischer Sicht héangt die Relevanz einer Chemikalienwirkungen davon ab, ob direkt
oder indirekt Schaden fiir die Natur entstehen (Streit 1991). Fur eine Bewertung sind
daher Kenntnisse Uber die Folgen subletaler Effekte auf (sub-)organismischer
Ebene flr hohere organisatorische Ebenen (Organismus, Populationen) erforderlich.
Es ist zu untersuchen, ob aus den zusétzlichen metabolischen Kosten negative
Auswirkungen fir das Individuum und den Bestand der Art resultieren.

1.1 Respirometrie in der Okotoxikologie

Die Respirometrie liefert ein Verfahren, mit dem summarisch die metabolischen
Kosten, die chemikalieninduzierte Veranderungen auf (sub-)organismischer Ebene
hervorrufen, und deren Folgen fir den Energiehaushalt erfalRt werden kénnen.

Anhand der Bilanzierung von Energieaufnahme und -verbrauch des Organismus a3t
sich der Netto-Energiegewinn quantifizieren und damit die Biomasseproduktion ab-
schatzen. Der Netto-Energiegewinn (Produktion) stellt einen zentralen Parameter in
Bezug auf die Hierarchie verschiedener biologisch-6kologischer Ebenen dar, der
einerseits Verdnderungen im Verhalten und im Bereich molekularer, biochemischer
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und physiologischer Prozesse integriert, andererseits bestimmend ist flir VWachstum,
Entwicklung und Reproduktion von Organismen und damit zu Veranderungen auf
Populationsebene dberleitet (Sheehan et al. 1984, Forbes und Forbes 1994).

Die Kalkulation der Produktionsrate in Form des energetischen MeRparameters lie-
fert auBerdem eine alternative Methode zur experimentellen Bestimmung von Lan-
gen- oder Gewichtszuwachs. Bei Muscheln wird die energetische MeRRgroRe bevor-
zugt, da eine direkte Bestimmung der Produktionsrate iiber die Messung von Ge-
wichtsveranderungen bei Organismen mit Schalen und variablem Anteil an Seewas-
ser nicht méglich ist. Eine Ermittlung der Schalenidnge reicht dagegen nicht aus, da
Schalenwachstum und Gewebewachstum unabhangig erfolgen (Hilbish 1986).

1.2 Energiebudget und Scope for Growth

Heterotrophe Organismen nehmen Energie in Form von organischer Substanz auf
(Assimilation). Die energiereichen Verbindungen werden teilweise in Kérpersubstanz
eingebaut, teilweise im Stoffwechsel verbrannt. Abb. 1 gibt schematisch den Ener-
gieflu® im Organismus wieder.

Konsumtion

———— Fazes
Y
Assimilation

Baustoffe ||

Urin

arbeitsfahige

Produktion [ Respiration

Wachstum
Reproduktion

Abb. 1: EnergiefluR im Organismus (in Anlehnung an Wieser 1986). Erlauterungen
siehe Text.
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Die Gber die Nahrung aufgenommene Energiemenge (Konsumtion) abziglich des
Energiegehalts der nicht verwertbaren Bestandteile (Fazes) entspricht der Uber die
Darmwand resorbierten Energie (Assimilation). Die iber den Urin abgegebene Ex-
kretionsenergie wird bei ékologischen Betrachtungen in der Regel vernachlassigt
und ist bei ammoniotelen Organismen auch vergleichsweise gering. Der assimilierte
Anteil wird zur Deckung des fiir die Erhaltung des Organismus bendtigten Energie-
bedarfs (Erhaltungsarbeit) verwendet und liefert Bausteine und Energie
(Synthesearbeit) fiir den Aufbau organischer Substanz (Produktion). Als Erhaltungs-
arbeit definiert Wieser (1986) die gesamte ‘normale’ Alltagsaktivitat mit Ausnahme
des Energieaufwands fiir Produktionsprozesse. Die Produktion entspricht dem Net-
tozuwachs an Biomasse. Auch in nicht wachsenden Organismen wird stdndig Bio-
masse auf- und abgebaut.

Die Beziehung zwischen Energieaufnahme und Energieverlusten kann nach Um-
rechnung der einzelnen Posten auf eine gemeinsame Einheit (Joule, Kohlenstoff,
Stickstoff) quantitativ dargestellt werden. In der Regel handelt es sich dabei um zeit-
bezogene Energieumsatze. Der in Abb. 1 schematisch dargestellte EnergiefluR 143t
sich vereinfacht durch folgende Bilanzgleichung beschreiben:

C=P+R+U+F (1)
C: Konsumtion, P: Produktion, R: Respiration, U: Exkretion (Urin), F: Fazes

Die Bestimmung der Energieverluste erfoigt bei aktiven Tieren in der Regel indirekt
Uber Sauerstoffverbrauchsmessungen; direktkalorimetrische Methoden kommen
weniger zum Einsatz. Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit der indirekten Kalorime-
trie ist ein rein aerober Stoffwechsel. Die Gesamtstoffwechselverluste reprasentieren
eine summarische GréRe verschiedener individueller Komponenten: Grundumsatz,
Temperaturregulation, Lokomotion und mechanische Arbeit sowie kalorigene Wir-
kung der Nahrung. Die stoffwechselsteigernde Wirkung von Nahrung wurde bereits
vor mehr als 200 Jahren von Lavoisier beobachtet. Rubner (1902) fiihrte hierfir den
Begriff der ‘spezifisch-dynamischen Wirkung’ ein. Das Attribut ‘spezifisch’ zielt auf
die Abhangigkeit der Hohe der Warmeverluste von der Zusammensetzung der Nah-
rung (Wieser 1986).

Wie aus dem Schema (Abb. 1) ersichtlich wird, sind Respiration und Produktion Gber
den Term Synthesearbeit vernetzt. So bendtigt beispielsweise die Synthese von
Gewebe mit einem Energiegehalt von 100 kJ ca. 120-130 kJ, wovon 20-30 kJ als
Warme verloren gehen (Parry 1983). In vielen bioenergetischen Untersuchungen
wird die Synthesearbeit in die ‘Specific Dynamic Action’ (SDA), die mit Nahrungs-
aufnahme assoziierte Zunahme der metabolischen Rate, mit einbezogen (Widdows
und Hawkins 1989). Nach Kalkulationen von Kigrboe et al. (1985) reprasentiert die
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SDA bei Copepoden in erster Linie die Kosten fir Wachstum (Biosynthese und
Transport). Nach Definition von Widdows und Hawkins (1989), auf die in dieser
Arbeit Bezug genommen wird, umfaB3t die SDA:

(1) energetische Kosten flir Nahrungserwerb und Darmpassage

(2) energetische Kosten fiir Verdauung und Assimilation

(3) energetische Kosten fir Biosynthese

Auch bei Daphnien wird eine Steigerung der Respirationsrate bei zunehmender
Nahrungskonzentration durch viele Untersuchungen belegt (Lampert und Bohrer
1984, Philippova und Postnov 1988, Lampert 1986, Bohrer und Lampert 1988,
Barber et al. 1994). Nach Lampert (1986) und Bohrer und Lampert (1988) steht die
Respiration in funktionalem Zusammenhang zur Assimilation; ab einem Schwellen-
wert im Hinblick auf die verfligbare Nahrungskonzentration (incipient limiting level
‘ILL’) wird ein Plateau der metabolischen Rate erreicht. Kersting und van der Leeuw-
Leegwater (1976) beobachteten dagegen eine Abnahme der Respirationsrate bei
hohen Algenkonzentrationen.

Die fur Wachstum und Reproduktion verfigbare Energie, von Warren und Davis
(1967) als Scope for Growth (SFG) definiert, ergibt sich aus der Differenz zwischen
Energieaufnahme und Gesamt-Energieverlusten. Unter Vernachldssigung der Ex-
kretion (U) 1aRt sich GI. 1 wie folgt umformen:

SFG=(C-F)-R=A-R @)

SFG : Scope for Growth (entspricht der Produktion ‘P’ in Gl. 1)
C: Konsumtion, R: Respiration, F: Fazes, A: Assimilation

Chemikalieneffekte auf (sub-)organismischer Ebene, die sich in einer Beeintrachti-
gung der GréRen ‘A’ (Assimilation) beziehungsweise ‘R’ (Respiration) auf organismi-
scher Ebene manifestieren, wirken sich, sofern die Verdnderungen sich nicht quanti-
tativ kompensieren, auf die energetische MelRgréf3e SFG aus.

1.3 Entwicklung der Fragestellungen

Die Bedeutung des SFG als Indikator flr StreR wird durch Untersuchungen wie etwa
von Gilfillan und Vandermeulen (1978) und Widdows und Johnson (1988) hervorge-
hoben. Die physiologische Energetik erwies sich in Experimenten mit Mytilus als
sensitiver Effektparameter fiir verschiedene Umweltchemikalien (Widdows und
Donkin 1991). StreRantworten von Organismen sind komplexe und dynamische Re-
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aktionen (Koehn und Bayne 1989). Die okologische Relevanz physiologischer
Effekte hangt letztlich davon ab, ob Schéden fur Individuen oder Populationen mit
diesen StreRBantworten assoziiert sind (Bayne 1980). Wie Bayne et al. (1987) zeig-
ten, tritt eine Reduktion des SFG bei Mytilus als Reaktion auf eine Veranderung der
Nahrungsqualitdt nur in einer frihen Phase nach Nahrungsumstellung deutlich in
Erscheinung. Die Dynamik in Bezug auf die Auspragung physiologischer Effekte und
der EinfluR der Expositionsdauer stellen bei der Beurteilung einen wichtigen Aspekt
dar, da akute Verdnderungen und chronische Effekte sich madglicherweise deutlich
unterscheiden.

In der Okotoxikologie wird die chronische Toxizitdt von Chemikalien auf Daphnien in
der Regel anhand der Effekte auf die Reproduktionsrate im Rahmen eines standar-
disierten 21 d-Test ermittelt. McCauley et al. (1990b) und Ebert (1992) postulieren
eine von Umwelteinfllissen unabhangige Mindestkorperlange, ab der erstmals die
Oogenese initiert wird. Die Praoduktion von Brut, von der Oogenese bis zur Neona-
tenfreisetzung, umfalt bei Daphnien drei Hautungszykien (Zaffagnini 1987), von
Bradley et al. (1990) als IM1 - IM3 bezeichnet. Die Zeitspanne, die zum Erreichen
der fir das Stadium IM1 erforderlichen Mindestlange bendtigt wird, hangt von der
Wachstumsrate und der Lange der Neonaten ab (Ebert 1994). Lampert und
Trubetskova (1996) und Hanazato (1998) propagieren daher zur Abschatzung
chronischer Effekte die Bestimmung der Wachstumsrate von Juvenilen als Alterna-
tive zu Reproduktionstests. Zahlreiche Untersuchungen an Daphnien belegen, dai
die Dauer der Juvenilentwickiung und die GréRe bei Erreichen der Reife durch die
Umweltbedingungen beeinfluRt werden (McCauley et al. 1990a, Vigano 1993, Porter
et al. 1983, Taylor und Gabriel 1985, Hanazato und Dodson 1995, Hanazato 1996).
In der Regel existiert, zumindest bis zum Erreichen eines gewissen Alters, eine po-
sitive Korrelation zwischen BrutgréRe und KérpergroRe der Adulten (Green 1954,
Green 1956, Lynch et al. 1986, Lampert 1993). Die Bestimmung des SFG von
Daphnien alternativ zur Messung von Langen- oder Gewichtszuwachs stellt einen
methodischen Ansatz dar, eine direkte Verbindung zwischen Chemikalieneffekten
auf physiologischer Ebene einerseits und Wachstum und Reproduktion andererseits
herzustellen. Weiterhin lassen sich so méglicherweise Aussagen freffen, ob die Re-
duktion in der Nettoproduktion primar auf eine verminderte Energieaufnahme
(‘supply side’ effects; Baird et al. 1990) oder auf einen erhéhten Energieverbrauch
(‘demand side’ effects, Baird et al. 1990) zurlickzuflihren ist.

Unter der Voraussetzung, dal Korrelationen zwischen der energetischen MeRgroRe
und populationsdynamisch relevanten Parametern ableitbar sind, liefert das SFG-
Modell einen experimentellen Ansatz, der die Vorteile von Kurzzeitmessungen auf
niedrigerer biologischer Ebene, wie beispielsweise héhere Sensitivitat und bessere
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Reproduzierbarkeit, mit den Vorteilen einer Testung auf héherer organisatorischer
Ebene, insbesondere eine hohere dkologische Relevanz, verbindet. Wie Calow und
Sibly (1990) anhand eines theoretischen Modells demonstrieren, sind jedoch
Kenntnisse Uber die funktionalen Zusammenhange zwischen physiologischen Para-
metern und Lebensdaten, beispielsweise die Bedeutung von Stoffwechselveran-
derungen fiir die Uberlebensfihigkeit des Individuums, eine wesentliche VVorausset-
zung fur die Prognostizierbarkeit von StreBauswirkungen auf Populationsebene. In
der Praxis sind solche ‘trade-offs’ jedoch schwer meRbar, was die Uberpriifbarkeit
des Modells erschwert (van Straalen und Kammenga 1998). DeCoen (1998) beob-
achtete chemikalienspezifische Beeinflussungen der Ressourcenaufteilung zwi-
schen Wachstum und Reproduktion und betont, dal pharmakologische Aspekte in
physiologisch-energetischen Modellen zu beriicksichtigen sind. Zudem wird auch
von individueller Variabilitdt beziglich der altersspezifischen Energieverteilung zwi-
schen Wachstum und Reproduktion unter gleichen Umweltbedingungen berichtet
(Enserink et al. 1995).

Fir die Diskussion chemikalieninduzierter VVeranderungen der energetischen MeR-
gréRe SFG sind daher parallel Auswirkungen der Exposition auf die Lebensdaten
der Organismen zu untersuchen. Die spezifische Zuwachsrate r ist nach Simula-
tionsstudien von Ratte (1996) vermutlich der sensitivste Endpunkt fir toxische
Effekte im Reproduktionstest unter der Voraussetzung einer taglichen Datenerhe-
bung. Nach Untersuchungen von van Leeuwen et al. (1985) liefern dabei auch ver-
kiirzte Versuchszeitraume relativ zum 21 d-Intervall des standardisierten chroni-
schen Tests akzeptable Kalkulationen flr r, da die Dauer der Juvenilperiode sowie
die GréRe der ersten Bruten von entscheidender Bedeutung sind. Die vergleichende
Kalkulation der demographischen GroRe r als Index flr Populationswachstum unter
unlimitierten Umweltbedingungen (Odum 1983) liefert weiterhin auch eine Basis fiir
eine Diskussion der okologischen Relevanz physiologischer Effekte im Hinblick auf
mogliche Konsequenzen fiir die supraorganismische Ebene.

1.4 Auswahl der Methodik

Als Testorganismus wurde die Cladocere Daphnia magna (Crustacea) eingesetzt,
ein wichtiger Stellvertreter im Bereich der &kotoxikologischen Testung. Standardi-
sierte akute und chronische Daphnientests (OECD Guideline 202, Deutsche Norm
DIN 38 412) werden nach dem Deutschen Chemikaliengesetz zur dkotoxikologi-
schen Charakterisierung von Chemikalien durchgeflihrt (Rudolph und Boje 1986).
Neben der Bedeutung fiir die Okotoxikologie war ein weiteres Kriterium fiir die Wahl
des Testorganismus die relativ kurze Generationszeit, die die Abschatzung demo-
graphischer GroRen vereinfacht. Zudem nehmen Cladoceren eine wichtige Position



1. Einleitung 7

innerhalb der Primarkonsumenten vieler aquatischer Okosysteme ein und tragen
zum biogenen Stoffumsatz in Gewdassern bei.

Energiebilanzierungen werden seit vielen Jahren im Rahmen 6kologischer Untersu-
chungen an Daphnien vorgenommen, um den EinfluR verschiedener Umweltfaktoren
(Nahrungsqualitdt und -quantitdt, Temperatur, Tierdichte) auf Wachstumseffizienz
und Produktionsraten zu erfassen (Richman 1958, Schindler 1968, Threlkeld 1976,
Lampert 1977c). Der energetische Ansatz ermdglicht es, experimentelle Zeitrdume
zu verkirzen, indem Produktionsraten auf der Basis gewichtsspezifischer Assimila-
tions- und Respirationsraten in Modellen kalkuliert werden anstelle einer empiri-
schen Bestimmung in Langzeitversuchen. Kiirzere Versuchszeitraume erleichtern
die Konstanthaltung von Umweltfaktoren, wie beispielsweise der Nahrungskonzen-
tration (Lampert 1977c).

Einen Uberblick liber Methoden, die bei der Bestimmung physiologisch-energeti-
scher Parameter bei Zooplankton zur Anwendung kommen, liefern Peters (1984) fir
die Bestimmung von Ingestion-, Filtrations- und Assimilationsraten und Lampert
(1984) fur die Ermittlung von Respirationsraten. Die Abschéatzung der Assimilation
kann generell indirekt auf Basis der Messung von Ingestions- und Defakationsraten
oder direkt durch Verwendung von Tracern erfolgen. Da bei Cladoceren eine quanti-
tative Erfassung der Fazes nicht mdglich ist, wird hier meist die Absorption von Iso-
topen durch Organismen unter Verwendung '“C-markierter Algen (Lampert 1977a,
1977b) gemessen. Bei Daphnien werden zur Bestimmung der Atmungsrate meist
geschlossene Systeme verwendet (z.B. Glazier 1991, Schindler 1968, Richman
1958, Lampert und Bohrer 1984, Barber et al. 1990, Evers und Kooijman 1989,
Stibor und Machacek 1998). Nachteile dieser Systeme sind unter anderem, daR die
Nahrungskonzentration nicht konstant gehalten werden kann, eine Anreicherung von
Stoffwechselprodukten stattfindet und die Organismen zu Beginn der Messung oft
erhéhte Respirationsraten als Folge der Manipulation aufweisen (Lampert 1984). Bei
Systemen mit der Mdglichkeit einer kontinuierlichen Datenaufzeichnung kann eine
Uberschiatzung der Atmungsraten durch die Beriicksichtigung einer entsprechenden
Akklimatisierungsperiode vermieden werden (Porter 1982). Ein offenes Durchflu3-
system fUr die Bestimmung der Respiration wurde beispielsweise von Lampert
(1986) eingesetzt.

Lampert (1977¢c) ermittelte nach dem Anabolismus-Katabolismus-Konzept von van
Bertallanfy (1964) Produktionsraten fir Daphnia pulex auf der Basis langenspezifi-
scher Funktionen fur Assimilation und Respiration. Die anhand eines mathemati-
schen Modells konstruierten kumulativen Produktionskurven standen in guter Uber-
einstimmung zu empirisch bestimmten Kurven, obwohl kalkulierte und empirisch er-
hobene Produktionsraten lber weite GréRenbereiche voneinander abwichen. Pro-
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bleme ergeben sich, wenn zur Aufstellung der Funktionen Daten unterschiedlicher
Quellen gepoolt werden, die bezlglich der verwendeten Spezies und der experimen-
tellen Methoden variieren (Lynch et al. 1986). Lynch et al. (1986) verglichen empi-
risch ermitteite und anhand physiologischer Parameter kalkulierte Produktionsraten
fur vier Daphnienarten und beobachteten eine deutliche Uberschatzung der realen
Netto-Kohlenstoffaufnahme bei adulten Tieren, da die bilanzierte GréRe im Gegen-
satz zur gewichtsspezifischen Produktionsrate nach Erreichen der Reife kein Pla-
teau erreichte. Einige experimentelle Artefakte, die zu Fehlern bei der Extrapolation
fihren kénnen, werden von den Autoren diskutiert. Hierzu gehdéren methodische
Aspekte in Zusammenhang mit der Tracer-Technik, speziell Inhomogenitaten bei der
Markierung der Futteralgen, Einflisse der Geometrie der MeRkammern und Pro-
bleme, die aus der Dauer der MeRintervalle resultieren, welche in der Regel nur
wenige Stunden umfassen. Die in statischen Systemen lbliche Dezimierung der Al-
gendichte als Folge der FreRaktivitat der Tiere ist in diesen Zeitrdumen oft nicht re-
levant und tageszeitliche Aktivitdtsunterschiede der Organismen bleiben unberick-
sichtigt. Nach Untersuchungen von Haney und Hall (1975) ist unter Freilandbedin-
gungen die von der Tagesfiltrierkurve errechnete FreRrate von Daphnien viermal
hoher als der von der Tagesrate abgeleitete Wert. Auch Starkweather (1983) de-
monstriert tageszeitabhangige Variationen bezliglich der Steigungen der Regres-
sionsgeraden zur Beschreibung der langenspezifischen Ingestion.

Auf der Basis der oben dargestellten Diskussion wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit ein methodischer Ansatz gewahlt, der tageszeitabhangige Aktivitatsunter-
schiede der Organismen integrierte und eine gleichzeitige Erfassung der Parameter
Energieaufnahme und Energieverbrauch ermdglichte. Fir die Experimente wurde
ein geschlossenes Respirometer verwendet, bei dem die Organismen in Kontakt zu
einem definierten Gasvolumen stehen, dessen Sauerstoffanteil kontinuierlich mit
Hilfe einer BleioxidationsmefRzelle direkt gemessen werden kann. Die Energieauf-
nahme wurde anhand der Algenbiovolumenverluste abgeschatzt, da die Anwendung
der Tracer-Technik bei langeren MeRzeitrdumen problematisch ist (Peters 1984)
und auch mit der Respirometrie nicht zu kombinieren ist.

Ein wesentlicher Vorteil dieses experimentellen Ansatzes besteht darin, dal auch
chemikalieninduzierte Veranderungen im Verhalten bis zu einem gewissen Grad be-
ricksichtigt werden. Wenn tageszeitabhangige Aktivitatsunterschiede auftreten, ist
der Gesamtenergieverbrauch nicht nur von der Intensitat der Aktivitdt, sondern auch
von der Lange der aktiven Phasen abhangig. So belegen beispielsweise Untersu-
chungen an verschiedenen Organismen, dal unter Chemikalienexposition die Zeit,
in der die Tiere aktiv sind, abnimmt (Wicklum und Davies 1996, Gerhardt 1996). Da
dieser Respirometertyp bei Daphnien beziehungsweise fiir ckotoxikologische Fra-
gestellungen bisher, soweit bekannt, nicht eingesetzt wurde, bestand ein erster Ar-
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beitsschritt in der Methodenentwicklung und der Untersuchung der Leistungsfahig-
keit des Systems.

1.5 Chemikalienauswahl

Als Modellsubstanzen wurden die beiden Schwermetalle Cadmium und Kupfer in
Form ihrer Salze Cadmiumchlorid Monohydrat und Kupfersulfat Pentahydrat sowie
das kationische Tensid Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) verwendet. Aufgrund
ihres verbreiteten Einsatzes und des diffusen oder gezielten Eintrages in die Umwelt
bergen die ausgewdhlten Umweltchemikalien Gefdhrdungspotentiale fiir aquatische
Systeme.

Fir die Chemikalientestungen wurden drei elektropositive Stoffe ausgewaéhlt, da
nach Untersuchungen von Allen et al. (1995) die Ingestion als ein zentrales Element
des Energiebudgets einen sensitiven Endpunkt fiir kationische Umweltchemikalien
darstellt. Den Chemikalien werden ferner, wie in den folgenden Abschnitten darge-
legt, membranschadigende beziehungsweise zytotoxische Wirkungen zugeschrie-
ben, so daR Stérungen im Gastransfer aufgrund von Beeintrachtigungen der
Kiemenfunktion nicht auszuschlieBen sind. Aufgrund dieser Wirkungen sind Ein-
flisse auf den Energiehaushalt unter subletaler Chemikalienexposition zu erwarten.
Andererseits ist zu vermuten, dal? die Relevanz akut-subletaler VVeranderungen fir
die chronischen Endpunkte Wachstum und Reproduktion in Anbetracht der sub-
stanzspezifischen Unterschiede im chronischen Schadigungspotential variiert.

Cadmium ist ein biologisch nicht-essentielles Metall, das aufgrund der toxikokineti-
schen Eigenschaften zu den Kumulationsgiften zahlt (biologische Halbwertszeit 10-
30 Jahre) (Schafer et al. 1994, Friberg et al. 1986). Nach pharmakologischen Unter-
suchungen erfolgt die Aufnahme in den Organismus mdglicherweise Uber Trans-
portwege von Calcium und Eisen. Im Kérper bindet Cd®* insbesondere an Sulfhydryl-
Gruppen des Metallothioneins oder Albumins und kann in héheren Dosen durch De-
naturierung von Proteinen zur Schadigung von Grenzflachenfunktionen z. B. im Be-
reich der Lungen fiihren (Schafer et al.1994). Einige Wirkungen des Schwermetalls
sind auf Interaktionen mit dem Calcium-Metabolismus zurtickzuflhren (Friberg et al.
1986, EHC 1992).

Kupfer gehért als Bestandteil vieler Metallo-Enzyme (Cytochrom-Oxidase, Super-
oxid-Dismutase, Hdmocyanine, Plastocyanine) zu den biologisch-essentiellen Metal-
len. Pharmokologisch unterscheidet es sich von Cadmium weiterhin durch die we-
sentlich geringere biologische Halbwertszeit (ca. 4 VWochen) (Schafer et al. 1994,
Aaseth und Norseth 1986). Kupfersulfat wird als Fungizid, Herbizid, Algizid, Mollus-
kizid und Bakterizid verwendet. Kupferionen sind zytotoxisch (Schafer et al. 1994).
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Cu® katalysiert die Oxidation von Glutathion und hat inhibierende Wirkung auf die
GSH-Reduktase und unterbindet damit den zellularen Schutz gegeniiber freien Sau-
erstoffradikalen (Christie und Costa 1984). Wie flir Cadmium werden auch hier
Schéadigungen der Zellmembran beschrieben (Fingerman et al. 1996).

CTAB ist als eine quaterndare Ammoniumverbindung der Gruppe der kationischen
Tenside zuzuordnen. Tenside sind amphiphile Substanzen, die sich aufgrund ihrer
asymmetrischen Molekdilstruktur, bestehend aus einem hydrophilen und einem hy-
drophoben Element, bevorzugt in Grenzflachen anreichern und dabei die Oberfla-
chenspannung zwischen zwei nicht mischbaren Phasen herabsetzen. Sie werden
beispielsweise in Weichspllern, Bioziden, Desinfektionsmitteln und Haarpflegepro-
dukten verwendet (Cooper 1988). Die bakterizide Wirkung von Detergenzien beruht
auf der Zerstdrung der Semipermeabilitdt der Cytoplasmamembran. Die amphiphilen
Substanzen reichern sich in der ebenfalls polar strukturierten Lipoprotein-Membran
an und machen sie funktionsuntiichtig (Schlegel 1992). Physikalisch-chemisch
zeichnen sich kationische Tenside durch ihre starke Adsorption an Sedimente und
andere Materialien sowie durch ihre Komplexbildung mit anionischen Substanzen
aus (Boethling und Lynch 1992), was vermutlich die Bioverfiigbarkeit dieser Sub-
stanzen in natlrlichen Systemen vermindert (Lewis und Wee 1983, Pittinger et al.
1989).

1.6 Zusammenfassung der Themen und Fragestellungen

Entwicklung einer Methodik zur Bestimmung von Veranderungen im Energiehaushalt
von Daphnien; mit diesem Verfahren wurden folgende Fragestellungen untersucht:
(1) Welche Auswirkung hat die Exposition an subletale Chemikalienkonzentrationen
auf den Sauerstoffverbrauch und die Ingestion bei Daphnien?

(2) Welche Veranderungen sind beziiglich der Effektauspragung mit fortschreitender
Expositionszeit zu beobachten?

(3) Sind spezifische Reaktionsmuster in Abhéngigkeit von der Wirkung der unter-
suchten Substanzen festzustellen?

(4) Mit welcher Sensitivitdt zeigt das SFG chronischen Chemikalienstre? an?

(5) Korrelieren Effekte auf das SFG mit chemikalieninduzierten Verdnderungen im
Wachstum der Organismen und lassen sich Veranderungen im Wachstum auf einen
erhdhten Energieverbrauch und / oder auf eine Reduktion der Energieaufnahme zu-
riickfihren?

(6) Welcher Zusammenhang besteht zwischen energetischen Veranderungen und
chronischen Chemikalieneffekten auf die Reproduktion und die spezifische Zu-
wachsrate r?
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2. Material & Methoden

2.1 Daphnienzucht

Als Testorganismus wurde die Cladocere Daphnia magna verwendet. Zum Aufbau
der Kultur wurden Tiere aus der Daphnienzucht der Technischen Hochschule
Aachen bezogen. Die Kultivierung wie auch die Testdurchfiihrung erfolgte in einer
Klimakammer (Bio-Line Pflanzenwuchsschrank HB0714 mit Bestrahlungsmodul 1;
Heraeus - Vétsch, Balingen, D.) bei 20 °C und einem Licht : Dunkelwechsel von
16 h :8 h. Fir die Photoperiode wurde eine Beleuchtungsstarke von 15% vorpro-
grammiert (Leuchtstoffréhren Osram L30W/77 Fluora; Osram, Berlin, D.), was einer
Lichtintensitadt von etwa 3 Wm?® (2,6-4 Wm™ ) an der Oberfliche der KulturgefaRe
entsprach. Die Organismen wurden einzeln in Weithalsflaschen (80 ml Wasservo-
lumen) gehaltert. Das Kulturmedium wurde einmal wochentlich erneuert, dabei wur-
den die Jungtiere entfernt. Daphnien, die alter als 5 Wochen waren, wurden durch
Jungtiere ersetzt.

Die Halterung und Testdurchfilhrung erfolgte in ‘Aachener Daphnienmedium’
(ADaM) nach Kidttgen et al. (1994), welches in der Gesamthédrte (2,5 mmol/L;
Ca:Mg-Verhaltnis 4:1) dem DIN-Medium (1982) angeglichen ist.

Tab. 1: Aachener Daphnienmedium (ADaM)

StammlGsung Konzentration der Konzentration im
Stammiésung Medium

synthetisches Meersalz* 0,333 g/L

CaClL; - Lésung 0,4 mol/L 1,84 mmol/L*™*

(58,8gCaCl>x2H,0/L) | (4.6 mL Stammisg./L)

NaHCO; - Lésung 0,3 mol/L 0,66 mmol/L*™
(25,2 g NaHCO3 / L) (2,2 mL Stammisg./L)

SeO- - Lésung 0,13 mmol/L 0,013 pmol/L**
(14,4 mg SeO, /L) (0,1 mL Stammlsg./L)

* Wimex hw Meersalz + Bioelemente; Wiegandt, GmbH & Co KG, Krefeld
** ohne Beriicksichtigung der im Meersalz enthaltenen Mengen
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Das Zuchtwasser wurde, wie in Tab. 1 angegeben, unter Verwendung von bi-destil-
liertem Wasser (Destamat Bi18E, Heraeus, Kleinostheim, D.) hergestellt und bis zur
Sauerstoffsattigung mit sterilfiltrierter, wasserdampfgesattigter PreBluft beliiftet. Der
pH-Wert des bellfteten Mediums lag bei 7,8 £ 0,2 und wurde nicht nachreguliert.

Als Futteralge wurde die einzellige Grinalge Scenedesmus vacuolatus Shih. et
Krauss (friiher Chlorella fusca var. vacuolata), Stamm 211/15 der Algensammiung
Pringsheim (Géttingen, D), verwendet.

Die Anzucht der Algen erfoigte photoautotroph bei 28 = 0,5 °C in steriffiltriertem
Nahrmedium nach Grimme und Boardman (1972), moadifiziert nach Faust et al.
(1992), in zylindrischen KulturgefaRen mit konischen Boden (Fassungsvermégen
550 mL). Die Kulturen wurden mit steriffiltrierter, wasserdampfgeséttigter Luft, an-
gereichert mit 1,5-2 Vol.% Kohlendioxid, Uber Glaskapillaren begast. Auf diese
Weise wurde die CO,-Versorgung gewdhrleistet und eine Sedimentation der Algen
verhindert. Durch eine Kombination von Leuchtstoffréhren der Typen Osram
L36W/41 Interna und Osram L36W/11 Daylight (Osram, Berlin, D.) wurde eine
Lichtintensitat von 13-18 Wm? (22-33 klux) und eine PhotonenfluRdichte von
370 WNEm™s™ an der Oberflache der KulturgefaRe erzielt.

Die Algenkulturen wurden durch einen Licht : Dunkelwechsel von 14 h : 10 h und
durch Verdiinnung auf eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen zu Beginn der Lichtperiode
synchronisiert. Als Daphnienfutter wurden die nach einem Generationszyklus von
24 h freigesetzten Autosporen verwendet. Zur Uberpriifung der Synchronitét wurde
die Kultur regelmaRig mit Hilfe eines CASY 1-Cell Counter and Analyser System
Model TTC (Scharfe System, Reutlingen, D.) hinsichtlich der Homogenitat der Zell-
volumenverteilung analysiert. Durch Widerstandsmessung kombiniert mit Puls-
flachenanalyse wurde eine durchmesseriineare GréRenverteilung mit einer Aufic-
sung von 1024 Kandlen berechnet, auf deren Basis alle weiteren MeRparameter
ermittelt wurden. Der Durchmesser der verwendeten Kapillare betrug 60 pm. Die
Algensuspension wurde bis zur Verfiitterung maximal 1 Woche bei 4 °C gelagert.

Zur Herstellung des Futteralgenkonzentrats wurden die Algen abzentrifugiert (5 min
bei 2500 g) und in ADaM resuspendiert. Die Quantifizierung der Futtermenge er-
folgte anhand des Gesamt-Algenbiovolumens im Konzentrat. Dieses Verfahren er-
mdglichte auch bei voriibergehenden Stérungen der Synchronitdt der Algenkultur
die Einhaltung konstanterer Nahrungsbedingungen als es auf Basis der Zellzahl
maéglich gewesen waére. Zellzahl, Zellvolumenverteilung und Gesamtbiovolumen
wurden mit Hilfe des CASY 1-Cell Counter and Analyser Systems ermittelt. Flr die
Messung wurde ein Aliquot des Futteralgenkonzentrats mit CASYTON-Elektrolytio-
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sung (Scharfe, Reutlingen, D.) verdinnt, so daR die Zellzahl in 200 pL unter 20 000
lag.

Die Tiere wurden nach dem in Tab. 2 angegebenen Schema mit einer Kombination
von Algen und Bierhefe (Sigma) gefiittert. Zur Herstellung der Hefesuspension wur-
den 100 mg der lyophilisierten Hefe in 100 mL bi-destilliertem Wasser 15 min mit
Ultraschall behandelt.

Tab.2: Fiitterungsschema fiir die Daphnienkultur

Altersstufe Montag [fL] Mittwoch [fL] Freitag [fL]

1. Woche 1,0x10° 1,0 x 10° 1,5x 10°
+ 250 uL Hefe

2. Woche 2,3x10° 2,3x10° 3,5x10°
+ 250 L Hefe

3.- 5. Woche 2,7 x10° 2,7 x10° 41x10°
+ 250 uL Hefe

2.2 Toxizitatstestung
2.2.1 Standard-Testbedingungen

Akute Toxizitatstests und chronische Reproduktionstests wurden, wie auch die Ex-
perimente zur Bestimmung der physiologischen Parameter Sauerstoffverbrauch und
Ingestion, unter weitestgehend identischen Versuchsbedingungen durchgefuhrt.
Wenn nicht anders vermerkt, galten die nachfolgend dargestellten Testkonditionen:

Als TestgefdRe dienten Laborflaschen (Duran®) mit 500 mL Nennvolumen, die in
leicht modifizierter Form auch als Respirometerkammern verwendbar waren. Das
Flussigkeitsvolumen wurde auf 540 mL erh&ht, um den Gasraum im Gefa® fir die
Sauerstoffmessungen moglichst gering zu halten. Pro GefdR wurden jeweils 10
Daphnien eingesetzt, die taglich mit 9 x 10° fL Algen gefiittert wurden. Die Tiere
wurden bei 20 °C im Licht : Dunkelwechsel 16 h : 8 h gehalten. Wahrend der Pho-
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toperiode herrschte diffuses Licht von ca. 0,7 Wm™ (0,64-0,74 Wm™* ) vor, um die
Photosynthese der Algen zu limitieren.

Fiur die Testungen wurden von den Chemikalien konzentrierte geometrische Ver-
dinnungsreihen in bi-destilliertem Wasser erstellt, von denen zur Herstellung der
Testmedien jeweils ein Aliquot mit belliftetem ADaM auf die gewlinschte Endkonzen-
tration verdinnt wurde. Diese Stammldsungen wurden bei Experimenten mit chroni-
scher Exposition bei 4 °C aufbewahrt und dienten wahrend der gesamten Testdauer
bei jedem Wasserwechsel als Basis fiir die Bereitung der Testlésungen. Bei den an-
gegebenen Konzentrationen handelte es sich immer um Nominalkonzentrationen,
die nach dem Einwaageprotokoll zu erwarten waren.

Testsubstanzen:

a) Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB); C1sH42BrN, MG 364,46 g/mol
Reinheit > 99%; Merck, Darmstadt, D.

b) Kupfersuifat Pentahydrat, CuSO4 x 5 H.0; MG 249,68 g/mol
Reinheit > 99%; Merck, Darmstadt, D.

c) Cadmiumchlorid Monohydrat; CdCl; x H,O; MG 201,33 g/mol
Reinheit > 98%; Riedel-de-Haen, Seelze, D.

2.2.2 Akuter Toxizitdtstest

Der subletale Konzentrationsbereich wurde Uber die Toxizitat der drei Testchemika-
lien in akuten Tests festgelegt.

Versuchsorganismen waren Neonaten (< 48 h alt) und adulte Daphnien (12-14 d
alt). Als Letalitatskriterium galt ein Zustand, bei dem die Daphnien auch nach leich-
tem Schwenken der GefaRe keine Bewegungen der Antennen bzw. Thorakopoden
mehr zeigten. Die Versuche liefen nach den oben beschriebenen Standard-Testbe-
dingungen (2.2.1); bei den Neonatentests wurde die Algenapplikation jedoch nur
einmalig bei Versuchsbeginn vorgenommen. Die Testdauer betrug 72 h. Die Letalitat
wurde an funf Zeitpunkten protokolliert; tote Tiere wurden taglich entfernt. Wahrend
des Versuches fand keine Erneuerung der Testlésungen statt.

Anhand der zeitabhangigen Effekte wurden ECs, flr den Parameter Letalitat Gber
das DEBtox ‘Survival Hazard'-Modell (Kooijman und Bedaux 1996) als Funktionen
der Expositionszeit geschéatzt. AuBerdem wurden konzentrationsabhangige Kalkula-
tionen der ECs,-Werte auf der Basis von Regressionsmodelifunktionen (Fig. P® for

Windows™, Biosoft, Cambridge) durchgefiihrt.
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2.2.3 Chronischer Reproduktionstest

Die Exposition der Daphnien erfolgte gemaR den Standard-Testbedingungen (vgl.
2.2.1) Uber einen Zeitraum von 17 d. Jede Substanz wurde mit 7 Verdlinnungsstufen
ohne Replikate getestet. Eine Erneuerung der Testlésung fand dreimal wéchentlich
statt. Tote Daphnien sowie freigesetzte Neonaten wurden tadglich gezahlt und aus
den Testansatzen entfernt (mit Ausnahme des 16. Versuchstages). Am 8., 12,
14./15. sowie 17. Tag wurde die Carapaxidnge (Augenhiigel bis Spinaansatz) der
adulten Daphnien unter einem Stereomikroskop (Leica WILD MZ 8, Heerbrugg, Ch.)
mit Hilfe eines Strichokulars und Objektmikrometers bestimmt.

Anhand der Daten zur Mortalitdt und Reproduktion wurde die Reproduktionsrate als
kumulative Anzahl an Nachkommen pro liberlebender Daphnie (Summe der alters-
spezifischen Neonatenzahl pro Daphnie (fm,)) kalkuliert. Unter Berlcksichtigung
der altersspezifischen Uberlebensrate wurde in Anlehnung an Carey (1993) die
spezifische Zuwachsrate r geschatzt:

Zhkmeem*=1

Alter der Tiere (x) und Uberlebensrate (l,) beziehen sich dabei immer auf die Mitte
des Beobachtungsintervalls (Ratte 1996). Am Tag 1 (24 h nach Versuchsansatz)
betragt das Alter der Daphnien (0-24 h alt bei Versuchsbeginn), bezogen auf die
Mitte des Beobachtungszeitraums, 1 Tag und die Uberlebensrate entspricht dem
Mittelwert aus der Anzahl der eingesetzten Organismen und der lberlebenden Tiere
am Tag 1.

2.3 Trockengewichtsbestimmung

Fur die Trockengewichtsbestimmung wurden die Daphnien abgesiebt, vorsichtig mit
bi-destilliertem Wasser gespult und mittels Pipette und etwas Flissigkeit auf vorge-
wogene Aluschalchen lUberflhrt. Der Boden der Wageschalchen war zuvor mit einer
feinen Nadel durchstochen worden, so dal das (berschiissige Wasser mit Zellstoff
abgesaugt werden konnte. Die Trockengewichtsbestimmung erfolgte summarisch fiir
die zehn Testorganismen eines Ansatzes. Die Proben wurden 6 h bei 60 °C ge-
trocknet, anschlieBend 1 min im Exsikkator abgekiihlt und auf einer Analysenwaage
(Sartorius RC 210 P, Géttingen, D.) gewogen.
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2.4 Physiologische Messungen

2.4.1 Methoden zur Bestimmung von Sauerstoffverbrauch und Ingestion

Die physiologischen Messungen erfolgten ebenfalls unter den in Abschnitt 2.2.1 be-
schriebenen Bedingungen. Die Daten wurden parallel an denselben Testorganismen
erhoben. So waren fir die integrative Betrachtung im Rahmen der Bilanzierungen
identische Randbedingungen gewahrleistet.

2.4.1.1 Respirometrie

Die Sauerstoffmessungen wurden mit einem automatisierten, geschlossenen 0./CO;
Respirometer (Micro-Oxymax, Columbus, Ohio), ausgestattet mit einer Bleioxida-
tionsmeRzelle und einem Infrarotdetektor, durchgefiihrt. Das computergesteuerte
MeRsystem erfal3te in regelmaRigen Abstanden den Sauerstoff- und Kohiendioxid-
gehalt im Gasraum von maximal 10 Testkammern und errechnete daraus die Gas-
verbrauchs- beziehungsweise Produktionsraten. Die Werte wurden durch parallele
Beprobung einer internen Referenzkammer automatisch hinsichtlich der Sensordrift
korrigiert. Der Versuchszeitraum wurde auf maximal 4 d begrenzt, so dal® nach den
Ergebnissen von Vorversuchen in den Testldsungen eine Sauerstoffsattigung von
mindestens 60% gewahrleistet war, was einem Sauerstoffgehalt von etwa 5,3 mg/L
bei 20 °C unter Normaldruck entsprach. Nach den Untersuchungen von Heisey und
Porter (1977) bleibt die Sauerstoffverbrauchsrate von Daphnia magna bis zu einem
Sauerstoffgehalt von etwa 3 mg/L weitestgehend konstant.

Bei den Testkammern handelte es sich um handelsibliche Laborflaschen, ausge-
stattet mit einem zusatzlichen Glasgewinde fir Schraubverschliisse mit Silikondich-
tung im Bereich des Flaschenhalses. Die GefaRe wurden mit langen Kanulen und
Kunststoffdreiwegehdhnen versehen. So konnten wahrend der Messungen Futteral-
gen appliziert werden, ohne die Dichtigkeit des Systems zu beeintrachtigen. Zur
Verabreichung der taglichen Algenration wurde maximal 1% der Testlésung durch
konzentrierte Algensuspension ersetzt, um die fir die Messung notwendige Kon-
stanthaltung der Volumina zu gewahrleisten und die Verdiinnung der Testlésung
und damit die Verdnderung der Chemikalienkonzentration zu minimieren.
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2.4.1.2 Bestimmung der Ingestion

Die Algenaufnahme wurde aus der Differenz des wahrend des Versuchszeitraums
insgesamt applizierten Algenbiovolumens und des bei Versuchsende in den Gefa-
Ren verbliebenen Biovolumens errechnet. Kinetiken beziiglich der Nahrungsauf-
nahme konnten nicht erfalt werden, da sedimentierte Algen wahrend der Respiro-
metermessungen nicht resuspendiert werden konnten. Die Bestimmung der Biovo-
lumina erfolgte mit dem oben beschriebenen Partikelzahlgerat CASY 1. Da
Daphnien nicht nur intakte Algen, sondern auch Algenfragmente und andere organi-
sche Partikel als Energiequelle nutzen, wurden der Berechnung alle vom MeRgerat
auflésbaren PartikelgréRen (1,5-15 um Durchmesser) zugrunde gelegt.

Da die Algenzellen den Darm unter Umstdnden mehrmals passieren bevor sie voll-
standig verdaut sind (Kersting und Holterman 1973, Kersting 1978) beziehungs-
weise der Durchmesser der Fragmente unterhalb der Auflésungsgrenze des Gerétes
liegt, ist die errechnete Differenz, im Rahmen dieser Arbeit als Ingestion im Sinne
von FreRaktivitat bezeichnet, nicht mit der Konsumtion (vgl. Abb. 1) gleichzusetzen.
Sie ist wie folgt zu definieren:

Ingestion [fL]= Biovolumen .pgizien - (Biovolumen inaxte zetlen + FAZES purchmesser 15 -2,6 um )

Die mit dieser Methode bestimmte FreRrate stellte eine Naherung an die Assimila-
tionsrate dar, indirekt bestimmt als Differenz zwischen Konsumtion und Defakation
(val. Gl. 2), wobei jedoch Energieverluste in Form von geldstem organischen Ma-
terial und von partikularer Substanz mit weniger als 1,5 yum Durchmesser unbertick-
sichtigt blieben.

Zur Bestimmung der Partikelriickstédnde wurde bei Versuchsende nach Entfernen
der Daphnien eine homogene Suspension der verbliebenen Algen und Fragmente
hergestelit. Dazu wurden die sedimentierten Algen mit Hilfe eines Zellschabers von
den Glaswanden geldst und durch Rihren in der Testlésung verteilt. Da eine Be-
stimmung der Algendichte in den TestgefaRen wahrend der laufenden Messung
nicht méglich war, wurden zur Verifizierung des applizierten Algenvolumens ent-
sprechende Aliquots der Futteralgensuspension mit Leitungswasser gemaR den
Testkonditionen verdlnnt und analysiert.



2. Material & Methoden 18

2.4.2 Experimentelle Konzepte zur Bearbeitung der Fragestellungen

Im Rahmen der Arbeit wurden, abhangig von der Fragestellung, zwei experimentelle
Designs verwendet:

(1) Respirometrie mit adulten Daphnien

(2) Respirometrie mit adoleszenten Daphnien

Die Versuchsserien unterschieden sich jedoch nicht nur hinsichtlich des Entwick-
lungsstandes der Daphnien zum Zeitpunkt der Messung, sondern auch hinsichtlich
Vorexpositionsbedingungen, Futterregime und Respirometereinstellungen.

2.4.2.1 Respirometrie mit adulten Daphnien: Chemikalieneffekte in Abhangig-
keit von der Expositionszeit

Mit diesem Konzept wurden folgende Fragestellungen untersucht:

(1) Welche Auswirkung hat die Exposition an subletale Chemikalienkonzentrationen
auf den Sauerstoffverbrauch und die Ingestion?

(2) Welche Veranderungen sind beziglich der Effektauspragung mit fortschreitender
Expositionszeit zu beobachten?

(3) Sind spezifische Reaktionsmuster in Abhangigkeit von der Wirkung der unter-
suchten Substanzen nachzuweisen?

Die Experimente umfaten einen Zeitraum von jeweils 16 d und wurden mit 225 Ne-
onaten (< 48 h alt) gestartet. Die Bestimmung von Sauerstoffverbrauch und Algenin-
gestion der Daphnien erfoigte wahrend der letzten 72 h eines Versuches. Vor MeR-
beginn wurden die Daphnien einen Tag an die Testbedingungen adaptiert.
Der experimentelle Ablauf war durch die in Tab. 3 angegebenen Phasen charakteri-
siert.

Jede Chemikalie wurde in drei Verdiinnungsstufen bei drei Expositionszeiten unter-
sucht. Die Exposition von jeweils 25 Daphnien erfolgte ab Tag 0, ab Tag 9 und ab
Tag 12. Bezugnehmend auf den Beginn des MeRzeitraums waren die Organismen
demnach 1, 4 und 13 d vorexponiert. Wahrend der Eingewdhnungsphase wurde zu
jedem Ansatz fiir die Respirometrie ein Replikat mitgefiihrt. Am Anfang der MeRperi-
ode wurde die Daphnienbiomasse dieser Replikate ermittelt. Die Daten fiir den Sau-
erstoffverbrauch und die Ingestion wurden jeweils summarisch fir 10 adulte
Daphnien einschlieRlich der wahrend des MeRzeitraums freigesetzten Neonaten
erhoben. Fir die Respirometrie wurde ein intervall von 2 h vorgegeben; die Auswer-
tung erfolgte anhand des kumulativen Sauerstoffverbrauches innerhalb von 72 h. Als
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BezugsgréRen dienten das Trockengewicht der Testorganismen zu Beginn des
MeRintervalls und der fir den MeRzeitraum kalkulierte Biomassezuwachs.

Tab. 3: Experimenteller Ablauf bei Respirometerversuchen mit adulten Daphnien

Phase Dauer Tierbesatz Futterregime
[d] [Daphnien/Volumen/GefaR] [fL x 10° / GefaR)
Anzucht 12 5 Daphnien / 80 mL 18 x 10° fL
insgesamt*
Eingewshnungs- 1 10 Daphnien 9x10°fL/d
phase + freigesetzte Brut / 540 mL
MeRzeitraum 3 10 Daphnien 9x10°fL/d
+ freigesetzte Brut / 540 mL

* Futterregime wahrend der Anzucht (Algenbiovolumen / GefaR):
Tag 0: 2,0x10°fL
Tag2: 30x10°fL
Tag 5. 3,5x 10° fL (Wechsel der Testlosung)
Tag7: 35x10°fL
Tag 9: 6,0x 10% 1L (Wechsel der Testlésung)

Die Bestimmung der Ingestion basierte auf den Algenbiovolumenverlusten wahrend
des MeRintervalls unter Vernachldssigung von Algenresten aus der EingewShnungs-
phase, da diese methodisch bedingt nicht erfalit werden konnten. Bei Versuchsende
wurde das Trockengewicht der adulten Tiere sowie die Anzahl der Neonaten und
das Trockengewicht der Brut einschliefllich der abgestoRenen Exuvien ermittelt. Da
die Anzahl der MeRkanadle am Respirometer begrenzt war, muf3ten die Daten fur
jede Chemikalie in zwei hintereinandergeschalteten Versuchen erhoben werden. Um
die Vergleichbarkeit zu Uberprifen, wurden die Messungen an 1 d vorexponierten
Daphnien in beiden Versuchsserien vorgenommen. Testansdtze, in denen adulte
Daphnien wahrend des MefRzeitraums starben oder in groRerem MaRe letale Effekte
bei der freigesetzten Brut zu beobachten waren, wurden nicht ausgewertet. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgt als prozentuale Abweichung zum Mittelwert von
drei Kontrollen.
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2.4.2.2. Respirometrie mit adoleszenten Daphnien/Primiparae: Veranderungen
im SFG unter chronischer Chemikalienexposition

Mit diesem Konzept wurden folgende Fragestellungen untersucht:

(1) Mit welcher Sensitivitat zeigt das SFG chronischen Chemikalienstre an?

(2) Korrelieren Effekte auf das SFG mit chemikalieninduzierten Verdnderungen im
Wachstum der Organismen und lassen sich Veranderungen im Wachstum auf einen
erhdhten Energieverbrauch und / oder auf eine Reduktion der Energieaufnahme zu-
rickfuhren?

(3) Welcher Zusammenhang besteht zwischen energetischen Veranderungen und
chronischen Chemikalieneffekten auf die Reproduktion und die spezifische Zu-
wachsrate r?

In Anlehnung an die Ergebnisse der chronischen Reproduktionstests wurden jeweils
drei Konzentrationen im zu erwartenden Effektbereich ausgewahlt. Die Dauer der
Experimente betrug 8 d; die Versuche endeten kurz vor der Freisetzung der ersten
Brut. 150 Neonaten (< 24 h) wurden auf sechs Kontrollansdtze und Triplikate der
drei Verdlnnungsstufen verteilt, 5 d gemaR den Bedingungen im chronischen Test
exponiert und anschlieBend in die Testkammern des Respirometers tberfiihrt. Die
Daphnien wiesen zu diesem Zeitpunkt in der Regel ein verdunkeltes Ovar auf
(adoleszente Daphnien, nach Ebert 1994); in wenigen Fallen war bereits die erste
Brutdeposition erfolgt (Primiparae, nach Ebert 1994). Die Respirometrie wurde mit
drei Kontrollansatzen und Duplikaten der drei Verdinnungsstufen durchgefiihrt. Die
tbrigen Daphnien wurden, soweit sie nicht als Ersatz fur tote Organismen (letale
Effekte wahrend der ersten 5 Expositionstage) dienten, zunachst als Replikate wei-
tergefiihrt. Am folgenden Versuchstag erfolgte eine Bestimmung der Daphnienbio-
masse dieser Ansatze sowie eine Partikelanalyse der Testlosungen. Fir die Sauer-
stoffmessungen wurde ein Intervall von 8 h vorgegeben; Sauerstoffverbrauch und
Algeningestion der Daphnienkohorten wurden kumulativ Gber 65 h ermittelt. Die Ein-
gewohnungsphase enffiel bei diesen Experimenten. Flir den MeRzeitraum wurde die
tagliche Futterration auf 3,5 x 10° fL pro Testansatz gesenkt, um die Algenakkumu-
lation in den VersuchsgefalRen herabzusetzen. Diese Futtermenge wurde fur
Daphnien dieser Altersklasse als ausreichend angesehen, da in Vortests bei einer
Analyse der Testlésungen am Versuchsende noch Partikel mit dem Durchmesser
intakter Algenzellen nachweisbar waren. Nach Beendigung des MeRzeitraums
wurde summarisch das Trockengewicht der 10 Daphnien eines Testansatzes
einschlieRlich der abgestoRenen Exuvien bestimmt.
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Auf der Datenbasis dieser Experimente erfolgte die Kalkulation der Energiebilanzen
zur Bestimmung des SFG (vgl. Gl. 2). Fir die Berechnungen wurden die in den Ein-
heiten 'L’ beziehungsweise 'fL' ermittelten Werte auf Kohlenstoff-Einheiten umge-
rechnet.

Fir den Parameter 'Energieaufnahme’ wurde zu diesem Zweck die Korrelation zwi-
schen Gesamtalgenbiovolumen und TOC-Gehalt (Total Organic Carbon) fir Au-
tosporensuspension der verwendeten Algenspezies ermittelt. Die TOC -Bestimmung
erfolgte als Direktbestimmung nach der Verbrennungsmethode mit einem Hochtem-
peratur-Analysator (Elementar High TOC). Anhand der Daten einer geometrischen
Verdinnungsreihe wurde ein Umrechnungsfaktor geschatzt (vgl. Gl. 3), der die
Grundlage fir die Berechnungen der Kohlenstoffaufnahme in den Energiebilanzen
auf Kohlenstoffbasis bildete (vgl. GI. 2).

TOC (Scenedesmus vacuolatus) [ug] = 0,776 x Algenvolumen [fL x 107]  (3)

Die Kohlenstoffverluste wurden nach der folgenden Gleichung berechnet:
C [mg] = Vo, [ML] X (Vi [mL/mmol])™! x MGc [mg/mmol] x RQ (4)

Vo, (MeBwert [L]/1000)

Vr (molares Volumen): 22 4 L/mol
MG. (Molekulargewicht Kohlenstoff): 12 g/mol

Unter der Annahme eines RQ von 1 ergibt sich die Gleichung:
C veratmet [M@] = O2 veratmet [ML] X 0,0446 [mmol/mL] x 12 [mg/mmol] (5)
Da Ingestion und Sauerstoffverbrauch fiir identische Proben ermittelt wurden, er-

folgte fiir die SFG-Kalkulation keine Vereinheitlichung der Ergebnisse hinsichtlich
des Trockengewichtes.
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2.5 Experimente zur Etablierung einer Datenkorrektur fiir Photosynthe-
seeffekte

2.5.1 Algenphotosynthese in Abhangigkeit von der Zelldichte und der Chemi-
kalienkonzentration

Um die Auswirkungen der Algenphotosynthese auf die Gasmessungen zu untersu-
chen, wurde ein Respirometerversuch mit Algensuspensionen Uber einen MeRzeit-
raum von 72 h (nach einer Akklimatisierungsphase von einem Tag) durchgefiihrt.
Drei Zelldichten wurden mit je zwei Replikaten getestet, von denen jeweils eine
Testkammer unter Lichtausschluf® inkubiert wurde. Durch Partikelanalyse der Sus-
pensionen wurde parallel der Biovolumenzuwachs bezogen auf den Versuchszeit-
raum von 4 d bestimmt.

Auf der Basis der Respirometerdaten von neun Autosporensuspensionen einer
geometrischen Verdunnungsreihe in ADaM wurde ein funktionaler Zusammenhang
zwischen zu Versuchsbeginn eingesetztem Algenbiovolumen und Sauerstoffproduk-
tion wahrend des MeRintervalls abgeleitet (vgl. Gl. 6, 3.2.3.1).

Weiterhin wurden Sauerstoffproduktion und Biovolumenzuwachs von Algensuspen-
sionen mit einer Dichte von 9 x 10° fL/540 mL Testvolumen bei Exposition an die in
den Daphnienexperimenten eingesetzten Chemikalienkonzentrationen bestimmt.

2.5.2 Respirometerexperimente mit Daphnienkohorten in Gegenwart des Pho-
tosyntheseinhibitors Atrazin

Die Versuche wurden mit Kohorten adulter und adoleszenter Daphnien gemaR den
oben angefiihrten Versuchsbedingungen (2.4.2.1 bzw. 2.4.2.2) durchgefiihrt. Fir
das Experiment mit Adultkohorten wurde 2 pM Atrazin in ADaM vorgelegt, eine Kon-
zentration, bei der nicht vorbehandelte Algen im Vorversuch keine meRbare photo-
synthetische Aktivitdt mehr zeigten. Die an Atrazin exponierte Daphnienkohorte
wurde wie die Kontrollen wahrend der Respirometermessung taglich mit frisch
abzentrifugierten Algen gefiittert. Die Experimente sollten zeigen, in welcher Weise
die Anwesenheit von Atrazin die Sauerstoffverbrauchsrate im Tagesverlauf sowie
den kumulativen Sauerstoffverbrauch bezogen auf das MeRintervall von 72 h beein-
flul3t.

Die adoleszenten Daphnien wurden an 0,3 und 0,5 pM Atrazinlésung in jeweils zwei
Replikaten exponiert. Die Futteralgen wurden vor Applikation einen Tag in ADaM mit
dem jeweiligen Atrazingehalt vorinkubiert.
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3. Respirometrie bei Daphnia magna: Methodik, biologische Varia-
bilitdt und Reaktionen auf verdnderte Umweltbedingungen

3.1 Einfiihrung

Im Rahmen dieses Kapitels werden die methodischen Anséatze zur Bearbeitung der
stoffspezifischen Fragestellungen etabliert und diskutiert.

Bei der Respirometrie werden die energetischen Kosten aller Stoffwechselprozesse,
soweit diese aerob ablaufen, summarisch als Sauerstoffverbrauch von Organismen
gemessen (vgl. Abb. 1). Die Gesamtstoffwechselverluste hangen unter anderem von
der Bewegungs- und FreRaktivitat der Organismen ab. Der Sauerstoffverbrauch von
Organismen sollte lblicherweise unter einer ‘normalen’ Aktivitatsrate erfalt werden
(Lampert 1984). Da viele der involvierten Prozesse jedoch tages- bzw. jahreszeitli-
chen Schwankungen unterliegen, ist auch in Systemen, die keinen erkennbaren
Stref3faktoren ausgesetzt sind, mit einer ‘natiirlichen’ Variabilitat der Werte zu rech-
nen. Tageszeitliche Rhythmen in der FreRaktivitdt von Zooplanktonarten wurden im
Freiland und unter Laborbedingungen beobachtet (Literaturverweise in Starkweather
1883). Die Extrapolation von Respirations- und Assimilationsraten, die auf der Basis
von Kurzzeitmessungen in Intervallen von (blicherweise wenigen Stunden kalkuliert
werden, kann daher mit Fehlern behaftet sein (Lynch et al. 1986).

Der fir diese Arbeit eingesetzte Respirometertyp ermdglichte es, in kontinuierlichen
Messungen an unmanipulierten Systemen den Sauerstoffverbrauch lber |&ngere
Zeiteinheiten zu messen und zu integrieren. Auf diese Weise konnte untersucht
werden, ob und in welchem AusmalR zeitabhangige Veranderungen der Sauerstoff-
verbrauchsraten auftreten. Hierzu wurde der Verlauf der auf der Basis von 2 h-Inter-
vallen kalkulierten Sauerstoffverbrauchsraten (Sauerstoffverbrauch in pL/min) unter
verschiedenen Versuchsbedingungen beobachtet. Zur Beschreibung metabolischer
Effekte sowie zur Kalkulation der Energiebilanzen wurde der Sauerstoffverbrauch
Uber mindestens ein 24 h-Intervall, in der Regel aber iber 72 h aufsummiert (kumu-
lative Auswertung), um ‘natlirliche’ sowie strefinduzierte Aktivitdtsunterschiede in
die Ergebnisse zu integrieren.

Da das MefRsystem bei Daphnien bisher nicht verwendet wurde, bestand ein we-
sentliches Ziel der Experimente darin, die Reproduzierbarkeit der Messungen zu
erproben, wobei letztere nicht allein durch die MeRtechnik, sondern auch durch die
biclogische Variabilitdt beeinfluRt wird. Die Ergebnisse dienten dazu, den Bereich
der methodisch-biologisch bedingten Variabilitdt abzugrenzen, um chemikalienindu-
zierte Verdnderungen erkennen zu kénnen. Durch gezielte Anderungen der Ver-
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suchsbedingungen (Nahrungsmenge, Belichtungsintervall) wurde UGberpriift, mit wel-
cher Sensitivitat das System auf Umweltveranderungen reagiert.

Weiterhin wurden Versuche durchgefiihrt, um den EinfluR der Photosynthese der
Futteralgen auf die Sauerstoffverbrauchsraten der Daphnienkohorten zu quantifizie-
ren.

Die Experimente zur Etablierung einer Datenkorrektur hinsichtlich der Algenphote-
synthese wurden mit adulten und adoleszenten Daphnien unter den in Abschnitt
2421 und 2.4.2.2 aufgefiihrten Bedingungen durchgefihrt. Untersuchungen zur
Varianz der MeRergebnisse innerhalb einer MeRserie, zur Abhangigkeit der Sauer-
stoffverbrauchsrate von der Tageszeit sowie zu Effekten, die durch Veranderungen
der Versuchsbedingungen erzielbar sind, erfolgten exemplarisch nur mit adulten
Daphnien.

Die Ingestion wurde auf Basis der elektronischen Partikelanalyse als Algenbiovolu-
menverlust wihrend des Versuchszeitraums parallel zum Sauerstoffverbrauch erfafit
(vgl. 2.4.1.2). Wie bereits eingangs erwahnt, wird der Begriff Ingestion in dieser Ar-
beit im Sinne von FreRaktivitdt verwendet und ist nicht mit der Konsumtion (vgl. Gl.
1) gleichzusetzen.

Zusammenfassung der Untersuchungsziele dieser Experimente:

(1) Reproduzierbarkeit des respirometrischen Verfahrens und Abgrenzung eines
biologisch-methodisch bedingten Variabilitdtsbereiches

(2) Reaktionen auf Veranderungen der Versuchsbedingungen

(3) EinfluR der Futteralgen auf die MeRergebnisse
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Varianz und Reproduzierbarkeit der MeRergebnisse fiir Sauerstoffver-
brauch und Ingestion

Zur Bestimmung der Variabilitdt der Versuchsparameter innerhalb einer MeRserie
wurden Kohorten adulter Daphnien in 9 Parallelen in einem Respirometerversuch
getestet. In Tab. 4 sind die Ergebnisse flir Sauerstoffverbrauch, Ingestion und Bio-
masse bei Versuchsende als Mittelwerte und Standardabweichungen (absolut und
prozentual zum Mittelwert) angegeben.

Tab. 4: Respirometerversuch mit adulten Daphnien: Varianz der innerhalb eines
Experiments erzielten MeRwerte fiir Sauerstoffverbrauch und Ingestion sowie fir
die Biomassen der Daphnienkohorten (10 adulte Daphnien + freigesetzte Brut) zu
Beginn und nach Beendigung des 72 h-MeRintervalls;

Versuchsdauer: 4 d (1 d Eingewshnungsphase + 3 d MeRintervall)

Mittelwert Standardabweichung
n=9 absolut %

Sauerstoffverbrauch/72 h 2107,3 uL 220,8 ul 10,5
Ingestion/72 h 2410 x10° L 0,72 fL 3,0
Trockengewicht zu Beginn 3,86 mg 0,13 mg 3,4
des MeRzeitraums
Endtrockengewicht:
Gesamtbiomasse 7.34 mg 0,25 mg 3.4
adulte Daphnien 4,43 mg 0,35 mg 7.9
Neonaten + Exuvien 2,92 mg 0,38 mg 13

Der Variationskoeffizient flir die Respirometerdaten der 9 Kontrollen betrug 10,5%
relativ zum mittleren Sauerstoffverbrauch. Fir die Ingestion wurde ein Wert von 3%
ermittelt.

Die Varianz der Sauerstoffmessungen kann technisch bedingt sein (MeRgenauigkeit
des Sauerstoffsensors, MeRgenauigkeit bei der Bestimmung der Gasvolumina,
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Temperaturgradient etc.) oder aber biologisch vor allem durch die Variabilitdt be-
zuglich der Brutfreisetzung verursacht werden. In Abb. 2 ist der kumulative Sauer-
stoffverbrauch der gesamten Kohorten (Adulte und entlassene Neonaten), bezogen
auf das MeRintervall von 72 h, in Abhangigkeit von der Anzahl der wahrend des Ver-
suchszeitraums freigesetzten Neonaten dargestellt.
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Abb. 2: Sauerstoffverbrauch [uL O,/72 h] von Daphnienkohorten (Kohorten aus 10
adulten Daphnien und die innerhalb von 4 d entlassenen Neonaten) in Abhangigkeit
von der Anzahl entlassener Neonaten; das negative Vorzeichen ist auf den Umstand
zurtickzuflihren, da die Respiration als Abnahme des Sauerstoffgehalts im Gasraum
gemessen wird.

Der Sauerstoffverbrauch nahm erwartungsgemaR mit der Neonatenzahl zu. Die gute
Korrelation (n = 9; r = 0,917; r* = 0,842) lieR vermuten, daB die biologische Variabili-
tat in der BrutgroRe der Daphnien ausschlaggebend war fir die beobachtete Varianz
der MeRergebnisse. Nach der Regressionsgeradengleichung wirden 10 adulte
Daphnien 1016 pyL O./72 h verbrauchen, das entspricht, bezogen auf ein mittleres
Trockengewicht von 4,15 mg, einer Sauerstoffverbrauchsrate von 3,40 pL Oz/mg/h.

Nach den Ergebnissen der Partikelanalyse enthielten die Testlosungen bei Ver-
suchsende kaum noch intakte Algenzellen. Limitationen im Nahrungsangebot ver-
hinderten moglicherweise, daR sich die biologische Variabilitat im gleichen MaRe bei
der Ingestion manifestierte.
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Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in zeitlich unabhangigen
Messungen wurden die Daten aller Kontrollen, die bei der Chemikalientestung mit
beiden experimentellen Ansdtzen mitgefilhrt wurden, ausgewertet. Die Ergebnisse
sind in Tab. 5 fir die Versuche mit adulten Daphnien (n = 9) und in Tab. 6 fir die
Experimente mit adoleszenten Daphnien (n = 4) zusammengefalit.

Tab. 5: Respirometerversuch mit adulten Daphnien: Varianz der in unabhangigen
Versuchen erzielten MeRwerte flir Sauerstoffverbrauch und Ingestion sowie flr die
Biomassen der Daphnienkohorten (10 adulte Daphnien + freigesetzte Brut) zu Be-
ginn und nach Beendigung des 72 h-MeRintervalls;

Versuchsdauer: 4 d (1 d Eingewdhnungsphase + 3 d MeRintervall)

Mittelwert Standardabweichung
Parameter n=9 absolut %
Sauerstoffverbrauch/72 h 22629 pyL 286,2 pL 10,5
Ingestion/72 h 22,05 x 10° fL 2671L 3,0
Endtrockengewicht:
adulte Daphnien 4,88 mg 0,49 mg 7.9
Neonaten + Exuvien 2,86 mg 0,52 mg 13

Tab. 6: Respirometerversuch mit adoleszenten Daphnien: Varianz der in unab-
héngigen Versuchen erzielten MeRwerte fiir Sauerstoffverbrauch und Ingestion
sowie flir die Biomassen der Daphnienkohorten (10 Daphnien) bei Versuchsende;
Versuchsdauer = Mefiintervall: 65 h

Mittelwert Standardabweichung

Parameter n=4 absolut %
Sauerstoffverbrauch/65 h 540,2 uL 74,9 uL 13,9
Ingestion/65 h 8,23 x 10°fL 0,24 fL 2,9

Endtrockengewicht:
Daphnien (Primiparae) 2,47 mg 0,12 mg 5,0
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Flr Kohorten adulter Daphnien wurde anhand der in 9 unabhangigen Experimenten
erzielten Messwerte ein mittlerer Sauerstoffverbrauch von 2263 + 286 uL/72 h ermit-
telt, ein Wert, der innerhalb des im Rahmen einer MeRserie ermittelten Varianzberei-
ches (Tab. 3) lag.

Auch fir die mit jingeren Daphnien durchgefiihrten Respirometerexperimente
konnte die Reproduzierbarkeit der MeRmethode bestatigt werden, obwohl hier wahr-
scheinlich aufgrund des geringeren 'Signal zu Rausch' - Verhaltnisses die Varianz
der Messungen mit 14% des Absolutwertes etwas hoher lag.

Die Versuche zeigten, daR das Respirometer unter den gewéhlten Bedingungen gut
reproduzierbare Daten liefert. Auch fir die Ingestion werden mit der verwendeten
Methode in unabhangigen Versuchen vergleichbare Werte erzielt.

3.2.2 Sauerstoffverbrauch von Daphnienkohorten in Abhangigkeit von der
Futteralgendichte

In den nachfolgend dargestellten Experimenten wurde die Auswirkung von Nah-
rungsreduktion und -entzug auf die MeRergebnisse bei der Respirometrie unter-
sucht. In Abb. 3 sind MeRdaten dargestellt, die wahrend der ersten 24 h des MeR-
intervalls bei gefitterten und ungefiitterten Daphnien aufgezeichnet wurden.
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Abb. 3: Atmungsraten (Sauerstoffverbrauch als negativer Wert [uL O-/min] und Koh-
lendioxidproduktion als positiver Wert [uL CO»/min], ermittelt fir Daphnienkohorten
(10 adulte Daphnien und die innerhalb des MeRzeitraums entlassenen Neonaten))
wahrend der ersten 24 h des MeRintervalls. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei
Ansatzen mit gefltterten Daphnien und die Daten unter Nahrungsentzug als Einzel-
werte.
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Fir Testansatze, die Daphnien und Algen enthielten, wies die in 2 h-Intervallen er-
mittelte Atmungsrate tageszeitabhdngige Schwankungen auf, gekennzeichnet durch
einen deutlichen Riickgang der Werte wahrend des Dunkelintervalls. Bei hungern-
den Daphnien zeigten die innerhalb von 24 h aufgezeichneten Daten kaum Schwan-
kungen, die Sauerstoffverbrauchsrate war insgesamt deutlich niedriger als bei den
gefiitterten Organismen. Kumulativ (ber 24 h berechnet, lag der Sauerstoffver-
brauch in Abwesenheit von Futteralgen bei 55% der Futterkontrollen. Die Quantifi-
zierung von StreReffekten, in diesem Fall von Nahrungsentzug, auf metabolische
Prozesse setzt eine Normierung der MeRwerte auf eine gemeinsame Bezugsgrofle
voraus. Da fiir das angesprochene Intervall entsprechende Daten nicht zur Verfii-
gung standen (die Trockengewichtsbestimmung erfolgte erst nach 72 h), wurden die
Berechnungen entsprechend fiir die letzten 24 h des gesamten MeRintervalls vorge-
nommen. Fir die hungernden Tiere wurde eine mittlere Sauerstoffverbrauchsrate
von 4,3 uL/mg/h ermittelt; die Kontrollen lagen im Mittel bei 5,5 uL/mg/h. Die Anwe-
senheit von Algen flihrte demnach zu einer Steigerung der gewichtsspezifischen
Sauerstoffverbrauchsrate um 28%.

Die Kohlendioxidfreisetzung unterlag einer vergleichbaren Tagesrhythmik wie der
Sauerstoffverbrauch, die Absolutwerte waren jedoch ohne Berlicksichtigung des in
der Wasserphase chemisch gelésten Anteils fir die Berechnung von respiratori-
schen Quotienten nicht exakt genug. Da die Betrachtung der Kohlendioxidproduktion
keine zusétzlichen Informationen lieferte, wie aus Abb. 3 ersichtlich wird, wurde auf
eine weitere Auswertung der Daten verzichtet.

In einem weiteren Experiment wurde die tagliche Futterration reduziert oder auf funf
Portionen verteilt appliziert. Der Versuch wurde mit héherer Besatzdichte durchge-
fuhrt als die nach den Standard-Testbedingungen konzipierten Tests; die Absolut-
werte sind daher nicht vergleichbar. In Tab. 7 ist der Sauerstoffverbrauch/24 h in
Abhangigkeit von der applizierten Algenmenge dargestelit. Abb. 4 zeigt die MeRda-
ten im Tagesverlauf fir die niedrigste und die héchste getestete Algenzelldichte. Bei
letzterer wurde die Ration in einem Fall einmalig verabreicht, im anderen Fall aufge-
teilt auf 5 Portionen im Tagesverlauf.

Eine deutliche Abnahme des Sauerstoffverbrauches und ein Abflachen der Tages-
verlaufskurve wurde bei der niedrigsten getesten Algendichte (25% der Tagesration)
festgestellt. Eine Reduktion der Futtermenge um bis zu 50% fiihrte zu keiner nen-
nenswerten Veranderung im Sauerstoffverbrauch.
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Algenmenge Sauerstoffverbrauch
[Zellen/24 h] [uL/24h]
2 x10® 716
1,5x10° 717
1,0 x 10° 653
0,5x10° 486

30

Tab. 7: EinfluR der Futtermenge auf den
Sauerstoffverbrauch von Daphnienkohor-
ten kumulativ iiber 24 h (20 adulte Daph-
nien und entlassene Neonaten).

= -
E A 5710E7
g i
= %
8 02
g oz10E8™.,
g 179 . i
o H 2 %
] [N S o L
& 04+ X ~ e,
g :\_\\_ oy
=4 '-.-_._.“ —— v
g g S P _::-\
& W 41087 \ o —
S o6 N N
g W410E7 & *—-;
! W 410E7

E = 4*10E7 W 4™MOE7

08 T - - mm———

10 14

18

2 2 (] 10
Uhrzeit

Abb. 4: EinfluR des Fitterungsregimes auf die Sauerstoffverbrauchsraten [pL Oz/min]
von Daphnienkohorten (20 adulte Daphnien und entlassene Neonaten) wahrend der
ersten 24 h des MeRintervalls.
Fitterungsregime: 2 x 10° Zellen/d, appliziert in einer Portion um 10 Uhr (Einzelwerte)
oder aufgeteilt auf 5 Portionen um 10-14-18-22-7 Uhr (Mittelwerte von 3 Parallelen)
und 5 x 10 Zellen/d, appliziert um 10 Uhr (Einzelwerte).

Nach den Ergebnissen dieser Versuche war die Auspragung einer Tagesrhythmik
zwar an die Anwesenheit einer ausreichenden Algenmenge, jedoch nicht an den
Vorgang bzw. Zeitpunkt der Applikation gekoppelt. Fiir die mit mehreren Rationen
geflitterten Daphnien wurden zwischen 18 und 22 Uhr héhere Sauerstoffverbrauchs-
raten aufgezeichnet, jedoch war der Quotient zwischen Tagesmaximum und Tages-
minimum bei einmaliger Futterapplikation in diesem Experiment kieiner als in ande-

ren Versuchen.
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3.2.3 EinfluR der Belichtung auf den Sauerstoffverbrauch von Daphnienko-
horten

Als weiterer Faktor wurde der EinfluR von Licht untersucht. Fur die Testung wurden
adulte Tiere eingesetzt. Zwei Replikate wurden als Kontrollen im Wechsel von 16 h
Licht : 8 h Dunkelheit kultiviert, zwei Testansétze wurden unter LichtausschluBR ge-
flhrt.

In Abb. 5 sind die MeRdaten (Sauerstoffverbrauchsraten in pL/min) fiir einen Zeit-
raum von 24 h zusammenfassend dargestelit.
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Abb. 5: EinfluR der Belichtung auf die Atmungsraten von Daphnienkohorten (10 adul-
te Daphnien und entlassene Neonaten; 9 x 10° fL Algen/d) wahrend der ersten 24 h
des MeRintervalls; Sauerstoffverbrauchsrate [uL O»/min] als negativer Wert, Kohlen-
dioxidproduktionsrate [uL CO/min] als positiver Wert; dargestellt ist jeweils der Mittel-
wert von 2 Parallelen.

Auch fur Daphnien, die wahrend der Messung unter Lichtausschlul® gehéltert wur-
den, zeichnete das Respirometer tageszeitabhangige Anderungen der Sauerstoff-
verbrauchsrate auf. Die Kurve dhnelte dem Verlauf, der auch unter Beibehaltung der
Licht-Dunkelperioden zu beobachten war, jedoch lagen die Werte insgesamt deut-
lich héher. Bezogen auf das 72 h-Mefintervall wurde eine Steigerung des Sauer-
stoffverbrauches um 47%, das entsprach einem Absolutwert von 1038 uL O, als
Reaktion auf die veranderten Lichtbedingungen ermittelt. Fiir eine weitere Interpre-

tation der Ergebnisse sind Kenntnisse lber die GréRenordnung der Algenphotosyn-
theserate notwendig.
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3.2.4 Experimente zur Etablierung einer Datenkorrektur fiir Photosynthese-
effekte

Die Quantifizierung von Chemikalieneffekten auf den Daphnienmetabolismus setzt
voraus, dald der EinfluR der Futteralgen auf die Veranderung der Gaszusammen-
setzung in den Testgefaen unter den gewahlten Bedingungen vernachldssigbar ist
oder dal? die MeRdaten einer entsprechenden Korrektur unterzogen werden. Zur
Klarung dieser Aspekte wurden zwei experimentelle Ansétze verfoigt:

(1) Respirometerversuche mit Algensuspensionen in Abwesenheit von Daphnien;

(2) Experimente mit Daphnien und Algen in Gegenwart eines Photosyntheseinhibi-
tors.

3.2.4.1 Photosyntheserate in Abhangigkeit von der Algendichte

Wie aus Tab. 8 ersichtlich wird, war die photosynthetische Aktivitdt der Algen in den
flur die Daphnientestung relevanten Dichten auch unter den gewéhlten Schwachlicht-
bedingungen ausreichend, um eine melRbare Sauerstoffproduktion zu erzeugen.

Tab. 8: Sauerstoffproduktion [uL O»/72 h] und Biovolumenzuwachs [fL/96 h] von
Futteralgensuspensionen unter den fiir die Daphnientestung etablierten Versuchs-
bedingungen.

Licht: Dunkel 16 : 8 h 24 h Dunkel
Animpfmenge Sauerstoff- Volumen- Sauerstoff- Volumen-
[fL x 10%] produktion zuwachs produktion zuwachs
[UL/72 h] [fl x 107/96 h] [uL/72 h] [fL x 107/96 h]
1,8 154 92 -34 22
3,7 344 147 -93 29
7.2 542 244 -90 61

Sauerstoffproduktion und Biovolumenzuwachs in den belichteten Ansdtzen nahmen
abhangig von der eingesetzten Algendichte zu. Unter Lichtausschluf? wurde eine
schwache respiratorische Aktivitat registriert, kombiniert mit einem geringen Biovo-
lumenzuwachs. Méglicherweise fungierten die in den Autosporen enthaltenen Spei-
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cherstoffe in beschranktem MaRe als Energiereserven flr einen lichtunabhangigen
Volumenzuwachs.

In Abb. 6 ist die Sauerstoffproduktion fir Algensuspensionen verschiedener Zell-
dichten bezogen auf die aufeinanderfolgenden Versuchstage (UL O-/24 h) und sum-
marisch flr das gesamte MeRintervall (uL O./72 h) dargestellt.
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Abb. 6: Nettophotosyntheserate von Algensuspensionen: Die Kurven a-c geben je-
weils die Sauerstoffproduktion [uL O-/24 h] wahrend der aufeinanderfolgenden MeR-
tage an; Kurve d beschreibt die Sauerstoffproduktion kumulativ fiir das gesamte MeR-
intervall von 72 h.

Bis zu einer Algendichte von etwa 12 x 10° fL/540 mL nahm die Sauerstoffproduktion
linear zu. Eine weitere Erhdhung der Algendichte flihrte zu keiner nennenswerten
Steigerung der Sauerstoffproduktion. Mdglicherweise wirkte die gegenseitige Be-
schattung der Zellen zusatzlich limitierend. Die Netto-Photosyntheserate [Oz-Pro-
duktion/24 h] nahm im Versuchsverlauf zu, vermutlich aufgrund der Erhéhung der
photosynthetisch aktiven Biomasse. Die Abhangigkeit zwischen eingesetztem Al-
genbiovolumen und Sauerstoffproduktion innerhalb von 72 h wurde durch eine Re-
gression zweiten Grades nach der folgenden Gleichung beschrieben:

Y=AX*+BX+C (6)

b Sauerstoffproduktion [uL/72 h]
X:  Algenbiovolumen [fL x 10°]

A: -0,91; B: 54.2; G 100,7
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Die in den Versuchen mit adulten Daphnien taglich applizierte Algenmenge wiirde
nach dieser Gleichung 515 ul Oz in 72 h produzieren, das entspricht absolut ca. 24%
des gemessenen Sauerstoffverbrauches in Experimenten mit adulten Daphnien,
vorausgesetzt die Zellen blieben Uber den gesamten Zeitraum physiologisch aktiv.
Fir die Daphnienexperimente wiirde dies bedeuten, daR die Sauerstoffverbrauchs-
rate aufgrund der Sauerstofffreisetzung durch die Algen erheblich unterschatzt wird.
Da die photosynthetisch aktive Biomasse wahrend der Messungen jedoch nicht
exakt bestimmt werden konnte, wurden die mit diesem Verfahren abgeschatzten
Werte durch den Einsatz eines Photosyntheseinhibitors Gberpriift.

3.2.4.2 Respiromefrische Messungen in Anwesenheit eines Photosynthese-
Inhibitors

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurden Daphnienexperimente durchgefiihrt, in de-
nen die Algenphotosynthese durch Atrazinzusatz inhibiert wurde. Im ersten Versuch
wurden adulte Daphnien unter den tiblichen Fitterungsbedingungen an 2 pM Atra-
zinlésung exponiert. Nach Literaturdaten war bei dieser Konzentration eine fast
vollstédndige Inhibierung der Algenphotosynthese zu erwarten (EC+s im Algen-Photo-
synthesehemmtest (15 min) mit Chlorella fusca 1,57 uM, Altenburger et al. 1990).
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Abb. 7: EinfluR von Atrazin auf die Atmungsraten von Daphnienkohorten (10 adulte Daph-
nien und entlassene Neonaten; 9 x 10° fL Algen/d) wéhrend der ersten 24 h des MeRinter-
valls; Sauerstoffverbrauchsrate [uL O./min] als negativer Wert, Kohlendioxidproduktionsrate
[uL CO./min] als positiver Wert; (Kontrollen als Mittelwert von 3 Parallelen, Atrazin-Ansatz
als Einzelmessung).
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Unter Atrazinexposition wurden insgesamt deutlich héhere Sauerstoffverbrauchsra-
ten aufgezeichnet, wobei tageszeitabhangige Aktivitatsunterschiede erhalten blieben
(vgl. Abb. 7). Bezogen auf den gesamten MeRzeitraum betrug der mittlere Sauer-
stoffverbrauch der Kontrollen 1710 pL, fir den belasteten Testansatz wurde ein
Wert von 2230 uL ermittelt.

Unter der Annahme einer vollstdndigen Konsumtion der taglichen Algenration bei
linearer Abnahme der Algendichte (Reduktion des Algenbiovolumens um % inner-
halb des 16-stiindigen Lichtintervalls) wurde die mittlere photosynthetisch aktive
Biomasse mit 6 x 10° fL veranschlagt. Diese Algenmenge wiirde nach der Regres-
sionsgleichung 390 pL Sauerstoff in 72 h produzieren. Die im Atrazinversuch ermit-
telte Differenz lag mit 520 pL etwas hdher als die kalkulierten Werte, letztere waren
jedoch aufgrund der nicht experimentell abgesicherten Schéatzung der Algendichte
nur als Naherungswerte anzusehen.

Aufféllig war die Diskrepanz zwischen den Effekten, die durch Lichtausschiuf? und
denen, die durch Anwesenheit eines Photosyntheseinhibitors erzielt wurden. Das
Verdunkeln der Testkammern erhdhte im Daphnienexperiment die Sauerstoff-
zehrung um 1038 pL relativ zu den mitgefiihrten Kontrollen. Zur Klérung dieser Dis-
krepanz wurden anhand der MeRdaten beider Respirometerexperimente die mittle-
ren Sauerstoffverbrauchsraten wahrend der Licht- und Dunkelphasen des MeRzeit-
raumes errechnet. Hierzu wurde der kumulative Sauerstoffverbrauch wahrend der
einzelnen Licht- und Dunkelintervalle durch die Intervalldauer dividiert. Die Ergeb-
nisse sind in Tab. 9 zusammengefafit.

Tab. 9: Mittlerer stiindlicher Sauerstoffverbrauch von Daphnienkohorten (10 adulte
Daphnien und die innerhalb von 4 d entlassenen Neonaten, 9 x 10° fL Algen/d) wah-
rend der Lichtphasen (L) und Dunkelphasen (D) bei Exposition an Atrazin und bei Ab-
dunkeln der Testkammern im Vergleich zu den parallel untersuchten Kontrollen.

Afrazinversuch EinfluB von Licht
MeRtag L: 6-22 Uhr Kontrolle + Atrazin [2 uM] | Kontrolle  Lichtausschluf
D: 22-6 Uhr | [uL O/h] [uL O2/h] [uL O2/h] [uL O2/h]

1. Tag I -14 -20 -17 -26

D -13 -20 -17 -30
2. Tag i -24 -30 -32 -44

D -19 -30 -24 -45
3. Tag I -34 -43 -45 -57

D -28 -38 -37 -64
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Bei einem Vergleich identischer Phasen (Licht bzw. Dunkel) war jeweils eine Zu-
nahme der mittleren Sauerstoffverbrauchsrate zu verzeichnen, vermutlich aufgrund
der Steigerung der Daphnienbiomasse im Versuchsverlauf.

Bei den Kontrollen beider MeR3serien war, den Tendenzen der eingangs dargestell-
ten Tagesverlaufslinien entsprechend, wahrend der letzten beiden Dunkelintervalle
ein deutlicher Rickgang der Sauerstoffverbrauchsraten festzustellen. An MeRkana-
len, die mit abgedunkelten MeRkammern bestiickt waren, wurde im Mittel eine mehr
oder weniger konstante Zunahme des Sauerstoffverbrauches aufgezeichnet. In An-
wesenheit des Photosyntheseinhibitors war keine einheitliche Tendenz erkennbar.
Diese Dateninterpretation lieferte einerseits keinen eindeutigen Hinweis, daR die
periodischen Schwankungen in den Kontrollen an die Anwesenheit photosynthetisch
aktiver Algen gekoppelt waren (Atrazin flihrte nicht zu einer vollstéandigen Elimi-
nierung der Effekte). Andererseits war zu vermuten, dal? Lichtentzug neben einer
Ausschaltung der Photosynthese zusatzliche Effekte auf das Daphnien-Algensystem
hatte, da keine Ubereinstimmung der durch Lichtentzug und der durch chemische
Inhibierung der Photosynthese erzielten Tendenzen vorlag.

Eine Interpretation der absoluten Sauerstoffverbrauchswerte bei Ausschaitung der
Uberlagerten Photosynthese durch Atrazin flihrte zu dem SchiuR®, daR der Sauer-
stoffverbrauch der Daphnien um 23% unterschétzt wurde. Das jedoch setzte voraus,
daR das Verhalten und die metabolische Aktivitdt der Daphnien in keiner Weise
durch die Anwesenheit des Pestizides beeinfluRt wurden.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurde die zur Photosyntheseinhibierung erforderli-
che Atrazinkonzentration optimiert. In Respirometerexperimenten mit Algensuspen-
sionen wurde untersucht, ob die Photosynthese, gemessen an der Netto-Sauerstoff-
produktion, bei Verldngerung der Vorexposition der Futteralgen nicht auch bei
niedrigeren Atrazinkonzentrationen inhibiert werden konnte. Die Ergebnisse der mit
Algensuspensionen durchgeflhrten Vorversuche sind in Tab. 10 dargestelit.

Unter Einhaltung einer 21-stiindigen Vorexposition der Futteralgensuspension
konnte die Effektkonzentration um 75% reduziert werden. Wurden Autosporensus-
pensionen von Chlorella fusca an 0,5 uM Atrazin exponiert, war im Respirometerex-
periment keine Sauerstoffproduktion mehr meRbar. Die Photosyntheseinhibierung
erwies sich als reversibel. Eine Vorexposition der Algen alleine war demnach nicht
ausreichend, andererseits war keine Beeintrdchtigung der Futterqualitdt durch
Verletzung der Zellintegritat zu beflrchten.
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Tab. 10: Sauerstoffproduktion von Algensuspensionen (9 x 10° fL/540 mL) nach Vor-
inkubation der Algen (1 d) in aufkonzentrierter Form (3 x 10° f/ mL) in Daphnienme-
dium (ADaM) oder ADaM mit 0,3-0,5 pM Atrazin. Die Inkubationskonzentrationen
wurden wahrend der Messung beibehalten; nur in einem Fall wurden die an 0,5 pM
Atrazinlésung exponierten Algen fiir die Messung in Kontrollmedium (ADaM) iiber-
fuhrt.

Algenvorexposition Testmedium Sauerstoffproduktion
[HL/24 h]

ADaM ADaM 142
ADaM ADaM 164

0,3 uM Atrazin 0,3 pM Atrazin 35

0,4 uM Atrazin 0,4 uM Atrazin 31

0,5 uM Atrazin 0,5 uM Atrazin -7

0,5 pM Atrazin ADaM 142

Im Anschlul? wurde untersucht, in welcher Weise sich diese Expositionsbedingun-
gen auf die MeRergebnisse bei der Respirometrie mit adulten Daphnien auswirken.
Die Daten von jeweils zwei Replikaten unter Atrazinexposition und drei Kontrollen
sind als absoluter Sauerstoffverbrauch im 24 h-Intervall (mittleres Intervall des MeR-
zeitraums) und als absoluter Sauerstoffverbrauch wahrend der 16-stiindigen Licht-
bzw. 8-stiindigen Dunkelphase dargestellt (Tab. 11). Zum Vergleich sind nochmals
die MeRwerte des vorangegangenen Experiments mit 2 uM Atrazin-Testiosung fiir
das entsprechende Intervall aufgeflihrt.

Die Anwesenheit des Photosyntheseinhibitors hatte eine deutlich erhdhte Sauer-
stoffzehrung in den Testkammern zur Folge. Nach den Daten des zuletzt durchge-
fUhrten Experiments wirde der Sauerstoffverbrauch der Daphnien methodisch be-
dingt um 30% unterschatzt.
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Tab. 11: EinfluR von Atrazin auf den Sauerstoffverbrauch adulter Daphnien (10 adulte
Daphnien einschlieRlich entlassener Neonaten, 9 x 10° fL Algen pro Tag).

Exposition 1: Sauerstoffverbrauch von Daphnien in 2 uM Atrazinlésung ohne Vorinkuba-
tion der Futteralgen und von den entsprechenden Kontrollen kumulativ fiir 24 h.
Exposition 2: Sauerstoffverbrauch von Daphnien in 0,5 pM Atrazinlésung bei 1 d Vorin-
kubation der Futteralgen und von den entsprechenden Kontrollen kumulativ fiir 24 h so-
wie fiir die Licht- und Dunkelphase (16 bzw. 8 h). Dargestellt ist weiterhin die Gesamt-
Daphnienbiomasse bei Versuchsende.

Exposition 1 Exposition 2
[2 uM] [0.5 pM]

ML Ox/24 h] | [uL Ox24h] [uL Ox/16 h]-[uL O/8 h] TG [mg]

Licht - Dunkel
Kontrolle 444 479 369 - 110 6,18
Kontrolle 540 474 323 - 151 6,28
Kontrolle 664 566 425 - 140 6,55
Atrazin 734 714 514 - 200 5,65
Atrazin 737 555 - 183 5,84

Die Reproduzierbarkeit der MeRwerte unter den beiden Expositionsbedingungen
deutete nicht auf konzentrationsabhdngige Chemikalieneffekte auf den Daphnien-
metabolismus, die Trockengewichtsdaten schlossen jedoch eine streRbedingte
Wachstumsreduktion nicht aus. Auch hatte eine Inhibierung des autotrophen Algen-
wachstums eine Verminderung der verfiigbaren Futtermenge und damit eine Ver-
schlechterung der Wachstumsbedingungen zur Folge. Auffallend war weiterhin, daR
die Sauerstoffzehrung in den als Kontrollen fungierenden Testkammern nicht nur
wahrend der Lichtphase, sondern auch bei Dunkelheit geringer war. Fur beide Inter-
valle betrug das Verhéltnis von Kontrollen zu Atrazin-exponierten Testansatzen im
Mittel 70%.

Die Versuche hatten gezeigt, daR die Sauerstoffverbrauchsraten der Daphnien auf-
grund der Uberlagerten photosynthetischen Sauerstoffproduktion der Algen unter-
schatzt wurden. Fir den experimentellen Ansatz mit adulten Daphnien wurde nach-
gewiesen, daR etwa 25-30% der durch die Daphnien verursachten Sauerstoffzeh-
rung durch die parallel erfolgende Sauerstoffproduktion der Algen ausgeglichen
wurden. Anhand des nachfolgend dargestellten Experiments wurde Gberprift, in wel-



3. Respirometrie bei Daphnia magna 39

cher GréRenordnung dies fir die Respirometrie mit adoleszenten Daphnien der Fall
war, bei der mit geringerer Daphnienbiomasse und abgewandeltem Futterregime
gearbeitet wurde (vgl. 2.4.2.2). Untersucht wurden Sauerstoffverbrauch und In-
gestion von adoleszenten Daphnien bei Exposition an 0,3 und 0,5 UM Atrazin in
ADaM. Die Ergebnisse sind in Tab. 12 zusammengefalit.

Tab. 12: EinfluR von Atrazin auf den Sauerstoffverbrauch [pL O2/65 h] und die
Ingestion [fL x 10°/65 h] adoleszenter Daphnien (10 Daphnien; 3,5 x 10° fL Al-
gen pro Tag) sowie auf die Daphnienbiomasse bei Versuchsende; die aufkon-
zentrierten Futteralgensuspensionen wurden 1 d vor Verwendung an die ent-
sprechende Atrazinkonzentration vorexponiert.

Sauerstoffverbrauch Ingestion Trockengewicht

[uL O4/65 h] [fL x 10°/85 h] [mg]
Kontrolle -406,8 5,98 2,57
(3 Parallelen)
0,5 uM Atrazin -587.,6 7,45 2,51
(2 Parallelen)
Verhaltnis 69% 80% 102%
Kontrolle/Atrazin
0,3 ym Atrazin -600,8 7,46 2,66
(2 Parallelen)
Verhéltnis 68% 80% 97%
Kontrolle/Atrazin

Der Einsatz eines Photosyntheseinhibitors beweist, dal? auch unter diesen experi-
mentellen Bedingungen der Sauerstoffverbrauch der Daphnien um 31-32% unter-
schatzt wurde. Chemikalieneffekte auf das Trockengewicht der Daphnien waren
nicht feststellbar. Die meRbare Abnahme des Algenbiovolumens in den Testkam-
mern stieg unter Atrazinexposition; das Verhaltnis Kontrollen zu exponierten Ansat-
zen betrug fiir diesen Parameter 0,8. Die Ergebnisse zeigten, daR nicht nur Energie-
verbrauch, sondern auch Energieaufnahme der Daphnien unterschatzt wurden.
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3.2.4.3 EinfluR der Chemikalien auf die Algenphotosynthese

Die Resultate der Vorversuche, die zur Bestimmung der Chemikalieneffekte auf die
Photosynthese durchgefiihrt wurden, sind im Anhang (A2) aufgefihrt.

Unter Cadmiumexposition waren im fiir die Daphnienexperimente relevanten Kon-
zentrationsbereich keine Effekte auf die Algenphysiologie festzustellen; CTAB flihrte
dagegen zu einer konzentrationsabhédngigen Abnahme der Sauerstoffproduktion und
des Biovolumenzuwachses der Algen. Die in den Daphnienversuchen eingesetzten
Kupferkonzentrationen bewirkten eine deutliche Steigerung des Biovolumenzu-
wachses im Vergleich zu den Kontrollen; bei den Sauerstoffmessungen wurde eine
entsprechende Steigerung der Photosyntheseleistung nicht aufgezeigt.

3.3 Diskussion

Ziel der zuvor dargestellten Versuche war die Entwicklung von Methoden, mit denen
Energieaufnahme und Energieverluste von Daphnien unter Einbeziehung tageszeit-
abhangiger Aktivitdtsunterschiede bestimmt werden kénnen.

Die Methoden zur Bestimmung von Sauerstoffverbrauch und Ingestion lieferten in-
nerhalb einer MeRserie mit adulten Daphnien gut reproduzierbare Ergebnisse. Fir
die Respirometerdaten ergab sich ein Variationskoeffizient von 10,5%, der aufgrund
der hohen Korrelation zwischen Gesamtsauerstoffverbrauch und Anzahl der wah-
rend des MeRzeitraumes freigesetzten Neonaten vermutlich teilweise auf biologi-
sche Variabilitdt zurlickzufiihren war. Die flir die Ingestion innerhalb eines Experi-
ments bestimmten MeRwerte wiesen eine geringere Streuung auf als die Sauerstoff-
verbrauchsraten. Auch in aufeinanderfolgenden Messungen wurden fir beide Para-
meter vergleichbare Absolutwerte erzielt.

Fir die Chemikalientestung bedeuten diese Ergebnisse, dal nur physiologische
StreRantworten nachweisbar sind, welche Abweichungen von mehr als 10% relativ
zu den Kontrollen hervorrufen.

Beziiglich der Energieaufnahme ist die maximal zu erwartende (negative) StreRant-
wort eine vollstdndige Inhibierung der Ingestion. In Experimenten mit adulten
Daphnien fihrte Nahrungsentzug (zweiter Hungertag) zu einer Reduktion im Sauer-
stoffverbrauch/24 h um 45% relativ zu den gefiitterten Kontrollen. Bei Zooplankton
nimmt in der Regel die Sauerstoffverbrauchsrate um etwa 50% unter Hunger ab,
was auf eine Abnahme der metabolischen Kosten fir SDA und die Reduktion an
metabolisch aktiver Biomasse zuriickzufiihren ist (Threlkeld 19786).
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Bezogen auf die letzten 24 h des Versuches (4. Hungertag) wurden mittlere ge-
wichtsspezifische Sauerstoffverbrauchsraten von 4,3 uL Oyx/mg/h fir hungernde
Daphnien und 5,5 pL O./mg/h fir gefiitterte Daphnien kalkuliert. Bohrer und Lampert
(1988) ermittelten fiir adulte Daphnien &hnliche Werte von 0,19 bzw. 0,25 umol
O./mg/h fir hungernde bzw. gefiitterte Daphnien, das entspricht ca. 4,3 bzw. 5,6
pL/mg/h, wobei der Zeitraum des Nahrungsentzugs jedoch wesentlich kilirzer war.
Die Anwesenheit von Nahrung fiihrte nach den vorliegenden MeRdaten zu einer
Steigerung im Sauerstoffverbrauch um 28%. Dieser Anteil entspricht demnach den
metabolischen Kosten fiir Nahrungsaufnahme, -verarbeitung und Biosynthese
(SDA). Beriicksichtigt man die nach dem Atrazinversuch zu erwartenden Algen-
effekte (Unterschatzung des Sauerstoffverbrauches der Daphnien durch die Netto-
photosynthese), so erhéhen sich die metabolischen Kosten fiir SDA auf 37%. Der
hier ermittelte Wert liegt etwas hdher als die Befunde von Bohrer und Lampert
(1988) (32%), Porter et al. (1982) (29%) und Glazier und Calow (1992) (27 und 16%
je nach Klon), ihm lag jedoch auch eine langere Hungerperiode zugrunde. in der Tat
beobachteten Glazier und Calow (1992) bei einem Klon eine weitere Abnahme der
Sauerstoffverbrauchsrate bei Verlangerung der Hungerperiode von 24 auf 48 h.

Die Respirometrie lieferte Sauerstoffverbrauchsraten, die relativ gut reproduzierbare
tageszeitabha@ngige Schwankungen aufwiesen, mit Maximalwerten in den Abend-
stunden (20-22 Uhr) und einem deutlichen Riickgang der Sauerstoffverbrauchsraten
nach Beginn der Dunkelphase. Die Amplitude war, wie auch der Gesamtsauerstoff-
verbrauch im MeRintervall, von der Algendichte abhangig. Wurde eine gewisse Fut-
termenge unterschritten, war der Sauerstoffverbrauch insgesamt niedriger und die
Amplituden nahmen ab. Bei hungernden Daphnien wurden lber 24 h fast konstante
Sauerstoffverbrauchsraten ermittelt. Ein direkter EinfluR der Algen auf die Verande-
rungen im Sauerstoffgehalt schied als Ursache fiir diese Effekte aus, denn in diesem
Fall ware ein entgegengesetzter Verlauf der Tagesrhythmik zu erwarten: Die Sauer-
stoffzehrung durch die Daphnien solite wahrend der Lichtphase durch die Gberla-
gerte photosynthetische Sauerstoffproduktion partiell ausgeglichen werden; mit Ein-
tritt der Dunkelphase hétte eine Zunahme der Sauerstoffverbrauchsrate auftreten
mussen. Auch in Abwesenheit von Algen (Hungerexperimente) war der Sauerstoff-
verbrauch vor allem wahrend der Lichtphase geringer als in Daphnien-Algensyste-
men. Eine Aufteilung der Futtermenge auf 5 Rationen, die lber den Tag verteilt
appliziert wurden, hatte ebenfalls keine grundlegenden Verschiebungen der Kurve
zur Folge. Tendenziell fihrte die Modifikation eher zu einer Erhéhung der Sauer-
stoffverbrauchsraten in den Abendstunden. Selbst durch Abdunkeln der Testkam-
mern sowie durch Einsatz eines Photosyntheseinhibitors konnten die zeitabhangi-
gen Unterschiede in der Sauerstoffverbrauchsrate nicht eliminiert werden. In abge-
dunkelten Testkammern wiesen die fur die Ublichen Licht- und Dunkelphasen er-
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rechneten mittleren Sauerstoffverbrauchsraten jedoch, im Gegensatz zu den Kon-
trollen, keine eindeutigen intervallbezogenen Tendenzen mehr auf; hier wirkte die
Abwesenheit von Licht nivellierend.

Die bisher geschilderten Beobachtungen lieBen den SchluR zu, daR die zeitabhén-
gigen Unterschiede in der Sauerstoffverbrauchsrate auf Aktivitdtsunterschiede der
Daphnien zurickzuflhren waren. Verschiedene Studien belegen, daR sich das Ver-
halten und die Aktivitat von Daphnien im Tagesverlauf verdndern. Harris (1963) be-
schrieb eine vergleichbare Tageszeitabhangigkeit fiir die vertikale Verteilung von
Daphnienpopulationen unter Laborbedingungen. Der Autor interpretierte die Auf-
wértsbewegung als Resultat einer erhéhten Schwimmaktivitat - eine maximale mitt-
lere Hohe wurde etwa vier Stunden vor Sonnenuntergang erreicht - das nachfol-
gende Absinken der Organismen als Ausdruck gréflerer Passivitdt, wobei ein Mini-
mum etwa zwei bis drei Stunden nach Sonnenuntergang erzielt wurde. Diese
Rhythmik war auch bei in Dunkelheit gehalterten Daphnien nachweisbar und dem-
nach endogen gesteuert. Dieser Befund stimmt mit den Beobachtungen bei der Re-
spirometrie Gberein. Stearns (1975) beobachtete, daR Daphnia pulex als Reaktion
auf einen in der Nacht gegebenen Lichtimpuls nur geringe Schwimmaktivitat zeigt,
die mit Einsetzen der Lichtphase zunimmt. Im Gegensatz zum Verlauf der Sauer-
stoffverbrauchskurve wurde ein Maximum bereits mittags erreicht. Ringelberg und
Servaas (1971) fanden eine deutliche Abnahme der phototaktischen Reaktion von
Daphnien nach Eintritt der eigentlichen Dunkelperiode. Starkweather (1983) ermit-
telte bezliglich der FreRaktivitat einen Maximalwert wahrend der Dunkelphase; dem-
nach ware eine Erhdéhung der Sauerstoffverbrauchsrate zu diesem Zeitpunkt zu er-
warten.

Nach den Ergebnissen der Respirometrie war das Auftreten von Phasen gesteigerter
Aktivitat und das AusmaR der Steigerung von der verfliigbaren Nahrungsmenge ab-
hangig. Méglicherweise werden in diesem Bereich unter futterlimitieten Bedingun-
gen Energieressourcen eingespart.

LichtausschluR fuhrte insgesamt zu einer deutlichen Steigerung des kumulativen
Sauerstoffverbauchs (47%), eine Tendenz, die auch aus dem Tagesgang der Sau-
erstoffverbrauchsrate ersichtlich wurde. Dieser Effekt war teilweise auf die Ausschal-
tung der Algenphotosynthese zurlickzufiihren, wie durch Einsatz eines Photosynthe-
seinhibitors gezeigt werden konnte. Die in Algen-Daphniensystemen durch Atrazin-
applikation erzielte Steigerung im Sauerstoffverbrauch war in etwa mit Photosynthe-
seraten von Algensuspensionen entsprechender Zelldichten vergleichbar. Unter
LichtausschluR wurde flr Daphnien-Algensysteme dagegen ein deutlich hdherer
Sauerstoffverbrauch ermittelt als aufgrund der Photosyntheseinhibierung zu kalkulie-
ren war. In der Tat war nicht auszuschlieBen, daB kontinuierliche Dunkelheit Verhal-
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ten und metabolische Aktivitdt der Daphnien beeinflute. Zusatzliche Energiever-
luste in dieser GréRenordnung hétten jedoch eine deutlichere Reduktion des Bio-
massezuwachses erwarten lassen. Widersprichlich war weiterhin, daR die Sauer-
stoffsattigung in der Wasserphase am Ende des Dunkelversuches tendenziell eher
héher lag als bei den im Licht - Dunkelwechsel geflihrten Kontrollen. Eine mégliche
Erklarung fir die beschriebenen Phanomene und Diskrepanzen auf biologischer
Ebene liefert die Betrachtung der physikalischen Prozesse:

Der Massentransfer zwischen Gasphase und filissiger Phase ist ein in vier Stufen
ablaufender ProzeRR und umfalt den Transfer (1) durch die Gasphase zur Grenz-
schicht, (2) durch den Gasfilm der zur Gasphase orientierten Seite der Grenzschicht,
(3) durch den Flissigkeitsfilm der zur fliissigen Phase orientierten Seite der Grenz-
schicht und (4) durch den Flissigkeitskorper.

Treibende Kréfte fiir den Transfer sind der Partialdruckgradient in der Gasphase und
der Konzentrationsgradient in der flissigen Phase. In der Regel ist ein Schritt ge-
schwindigkeitsbestimmend. In bewegten Flissigkeiten ist fiir vergleichsweise
schlecht 16sliche Gase wie Sauerstoff der Durchtritt durch den Flissigkeitsfilm limi-
tierend, in stagnierenden Systemen dagegen die Diffusion durch den Flissigkeits-
kérper (Jergensen 1991).

Da extern nur durch das tagliche Einspritzen der Futteralgensuspension Turbulen-
zen erzeugt wurden, war die Verteilung des Sauerstoffes letztlich zum groRen Teil
von der lokomotorischen Aktivitdt der Daphnien abhangig. Zum einen wirken die
durch die Schwimmbewegung verursachten Turbulenzen diffusionsbeschleunigend,
zum anderen beeinfluRt der Aufenthaltsort der sauerstoffverbrauchenden Daphnien
die Verteilung des gelésten Gases in der Wasserphase. Ist der Aufenthalt der
Daphnien nicht zuféllig sondern beispielsweise durch Beeintrachtigungen der Aktivi-
tat auf bestimmte Bereiche innerhalb der Testkammer beschrankt, wird vermutlich
aufgrund der vergleichsweise langsam ablaufenden Diffusionsprozesse ein Konzen-
trationsgradient innerhalb des Fliissigkeitskérpers entstehen. Befinden sich also die
Daphnien Gberwiegend am GefdRRboden, ist anzunehmen, daR der Konzentrations-
gradient an der Grenzschicht zur Gasphase geringer ist als es bei einer homogenen
Verteilung des gelésten Sauerstoffes der Fall ware. Demzufolge verringert sich der
Massentransfer aus der Gasphase. Findet die Sauerstoffzehrung dagegen haupt-
sachlich in der Nahe der Wasseroberflache statt, wird der Massentransfer durch den
Flissigkeitsfilm durch den héheren Konzentrationsgradient gesteigert. Eine Diskre-
panz zwischen Veranderungen im Sauerstoffpartialdruck in der wassrigen Phase
und Sauerstoffgehalt im Gasraum, wie sie bei den Dunkelversuchen zu beobachten
war, lieRe sich dadurch erklaren, daR die Daphnien sich eher im oberen Bereich der
GefaRe aufhielten. Zur Bestétigung dieser Hypothese wére eine parallele Erfassung
von Sauerstoffverbrauch, lokomotorischer Aktivitdt und rdumlicher Verteilung der
Daphnien notwendig.
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Eine Testung in geriihrten Systemen, die die Diffusionsproblematik vermindert und
zudem eine Erfassung der FreRaktivitat in ihrer Zeitabhangigkeit ermoglicht hatte,
konnte nicht etabliert werden. Vorversuche zeigten, daR eine direkte Beschadigung
der Daphnien durch den Magnetriihrkern durch einen zusatzlichen Siebboden in den
Kammern vermieden werden konnte. Die Organismen dieser Systeme wiesen jedoch
Veradnderungen im Verhalten auf und es war eine Adhasion kleinerer Daphnien an
die Oberflachengrenzschicht zu beobachten. Nach Untersuchungen von Wightman
(1977) beeinfluBRt Schiitteln der Testsysteme die metabolische Rate von Insektenlar-
ven.

Fazit dieser Diskussion ist, daR sich physiologische Prozesse in der Wasserphase
aufgrund der Diffusionsbeeintrachtigung vermutlich nicht zeitnah mit dem System
erfassen lassen. Dies zeigte auch die Exposition des Daphnien-Algensystems an
Atrazin, bei der sich die Auswirkung der Photosyntheseinhibierung nicht auf die
Lichtphasen beschrankten. Auch wenn eine Interaktion zwischen Chemikalie und
Daphnienmetabolismus trotz der niedrigen Konzentration (etwa um den Faktor 7
unterhalb des chronischen NOEC von 3 mg/L, Rudolph und Boje 1986) nicht auszu-
schlieRBen war, waren Ursachen fir dieses Phdnomen eher im Bereich physikalischer
Prozesse zu vermuten. Wie bereits in der Einleitung erortert, war eine Erweiterung
des MeRzeitraums gegeniliber den in der Regel durchgefihrten Kurzzeitmessungen
ein erklartes Ziel; andererseits waren langere MeRintervalle unter diesen Randbe-
dingungen (geringe metabolisch aktive Biomasse, Verzicht auf diffusionsbeschleu-
nigende MaRnahmen) auch fiir eine ausreichende Sensitivitat erforderlich.

Die Atrazinversuche hatten gezeigt, daR sich die Photosynthese der Futteralgen in
signifikanter Weise auf die MeRergebnisse auswirkte.
Aus diesen Ergebnissen wurden folgende Konsequenzen gezogen:

1. Zur Bestimmung von Chemikalieneffekten auf die gewichtsspezifische Sauerstoff-
verbrauchsrate von Daphnien wurde eine Korrektur der MeRwerte hinsichtlich der
Algenphotosynthese vorgenommen (Berechnung siehe Anhang A1).

2. Den SFG-Kalkulationen wurden unkorrigiete MeRdaten zugrunde gelegt, da
Energieaufnahme und -verbrauch durch Biovolumenzuwachs und Sauerstoffproduk-
tion der Algen unterschatzt wurden.

3. Bei Experimenten, in denen die Zeitabhangigkeit von Effektausprdgungen unter-
sucht wurde, wurde auf eine Datenkorrektur verzichtet. Expositionszeitabhangige
Effekte waren eindeutig den Daphnien zuzuordnen, da sich nur fir diese die Test-
bedingungen dnderten. Unterschiede in der Algendichte und die damit verbundenen
Abweichungen in der Photosynthese waren letztlich auch ein Indiz fir eine Beein-
trachtigung der Daphnien.
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4. Sauerstoffverbrauch und Ingestion bei Daphnia magna unter
Chemikalienexposition: Subletale Effekte in Abhdngigkeit von der
Expositionsdauer

4.1 Einfiihrung

Die in diesem Kapitel vorgestellten Experimente wurden mit dem Ziel durchgefihrt,
Veranderungen im Sauerstoffverbrauch und in der FreRaktivitdt bei Daphnien unter
Chemikalienexposition sowie die Abhangigkeit der Effektauspragungen von der Ex-
positionsdauer zu untersuchen.

Veranderungen physiologisch-energetischer Parameter reflektieren einerseits mégli-
che stoffspezifische toxikologische Wirkweisen, andererseits generelle (sub-)orga-
nismische StreRreaktionen. Bei der Respirometrie werden die energetischen Konse-
qguenzen der Gesamtheit dieser Prozesse auf den Stoffwechsel erfat. Wenn keine
Veranderungen meRbar sind, ist daraus nicht zu schlieRen, daR keine subletalen
Chemikalieneffekte auf suborganismischer Ebene ausgelést werden, sondern daRR
die suborganismischen Effekte ohne Auswirkung auf den organismischen Sauer-
stoffverbrauch bieiben.

Uber die Messung der Ingestion parallel zum Sauerstoffverbrauch wurde eine wei-
tere wesentliche Komponente des Energiehaushaltes erfaRt. AuRerdem beeinfluRt
die Ingestionsrate Gber die SDA die Hohe der metabolischen Verluste und ist daher
auch bei der Interpretation von Chemikalieneffekten auf den Gesamtstoffwechsel zu
beriicksichtigen.

Zusammenfassung der Fragestellungen, die in diesem Kapitel erértert werden:

(1) Welche Auswirkung hat die Exposition an subletale Chemikalienkonzentrationen
auf den Sauerstoffverbrauch und die Ingestion bei Daphnien?

(2) Welche Veranderungen sind bezlglich der Effektauspragung mit fortschreitender
Expositionszeit zu beobachten?

(3) Sind spezifische Reaktionsmuster in Abhangigkeit von der Wirkung der unter-
suchten Substanzen nachzuweisen?

Fur die Versuche wurden adulte Daphnien eingesetzt (vgl. 2.4.2.1), um so auch die
Auswirkungen langerer Vorexposition untersuchen zu kénnen. Die MeRdaten wur-
den jeweils summarisch fiir 10 adulte Daphnien einschlieBlich der wahrend des Ver-
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suchszeitraumes freigesetzten Neonaten erhoben. Zur Festlegung des akut-subleta-
len Konzentrationsbereiches wurde zunachst die akute Toxizitdt (Letalitat) der ein-
zelnen Substanzen ermittelt (vgl. 4.2.1).

4.2 Ergebnisse
4.2.1 Akute Daphnientoxizitiat der untersuchten Chemikalien

In Tab. 13-15 sind die Daphnientoxizitdten der drei Testsubstanzen dargestelit, die
fur jeweils zwei Altersklassen von Daphnien, 0-48 h alte Neonaten und 12-14 d alte
Daphnien, in Anwesenheit von Futteralgen und bei einer Expositionsdauer von 72 h
ermittelt wurden. Zur Kalkulation der ECso-Werte (Letalitat) wurden zwei Verfahren
verwendet und hinsichtlich der Ergebnisse verglichen.

Tab. 13-15: Akute Toxizitdt von CTAB, Kupfer und Cadmium gegeniiber gefiit-
terten Daphnien zweier Entwickiungsstadien; die an erster Stelle angegebenen
ECso-Werte (Letalitat) wurden mit Hilfe des DEBtox-Programmes (Kooijman und
Bedaux 1996, vgl. 2.2.2) geschatzt; die in Klammern angegebenen Daten wur-
den iber Hill-Kinetik (asymmetrisch sigmoid) bzw. die mit * markierten Werte mit
Hilfe der logistisch-sigmoidalen Funktion kalkuliert.

Tab. 13: Toxizitat von CTAB.

Neonaten Adulte

Alter bei Testbeginn| <48h 12-14d
Testbereich [ug/L] 19-200 | 19-200

Ergebnisse: [pg/L] [pg/L]
EC 50 (24 h) 71 (65) 67 (62)
EC 50 (48 h) 51 (50) 47 (52)

EC 50 (72 h) 45 (45) | 42 (46
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Tab.14: Toxizitdt von Kupfer. Die Effektkonzentrationen sind jeweils bezogen auf
Kupfersulfat Pentahydrat sowie den errechneten Kupferanteil aufgefiihrt.

Neonaten Adulte

Alter bei Testbeginn <48 h 12-14d
Testbereich [ug/L] 19 - 200 19 - 200
Ergebnisse: CuS0, x5 H-0 G CuS0, x5 H.0 cu™

[wg/L] [po/L] [ng/L] [ng/L]
EC 50 (24 h) 133 (108) 33,9 (27,5) 101 (101) 25,7 (25,7)
EC 50 (48 h) 66 (44) 16,8 (11,2) 79 (86) 20,1 (21,9)
EC 50 (72 h) 48 (39) 12,2 (9,9) 74 (73) 18,8 (18,6)

Tab. 15: Toxizitat von Cadmium. Die Effektkonzentrationen sind jeweils bezogen

auf Cadmiumchlorid Monohydrat sowie den errechneten Cadmiumanteil aufgefiihrt.

Neonaten Adulte

Alter bei Testbeginn <24 h 12-14d
Testbereich [ug/L] 23 - 3000 23 - 3000
Ergebnisse: CdCl x H,O cd™ CdCkL x H.0O cd™

[bg/L] [Ha/L] [Mg/L] [HgL]
EC 50 (24 h) 2300(-) 1300 (-) 1310 (1061) 730 (592)
EC 50 (48 h) 640 (850) 360 (470) 630 (619) 350 (346)
EC 50 (72 h) 310 (140%) 170 (80™) 430 (407) 240 (227)

47
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Tab. 16: Literaturdaten zur akuten Toxizitdt der Substanzen gegeniiber Daphnia magna.

48

Substanz Test Ergebnis
CTAB Franz. Norm Test | LCss (24 h) 220 ug/L 1)
NF-T90-301
CTAB ECso 65 pg/L (2)
CTAB ECso 87 pg/L (2)
Cadmium OECD 1981, ECso (48 h) fur Klon A, A-1, A-2, B, E, S-1:
ungefttert 36-90-90-45-271-1159 ug/L (3)
Cadmium NEN 6501 1980 | ECsq (48 h) 320 pg/L 4)
Cadmium ungefiittert LCs; (48 h) 360 pg/L (5)
Cadmium ASTM 1980 mittlerer ECso (48 h) und ECse-Bereich
Bedingungen |46 pg/L (20-104) (6)
variiert?
Cadmium NEN 6501 1980, |LCsq (48 h)
gefittert kleine Neonaten (hoher Nahrungslevel der
Muttertiere): 98 ug/L
groRe Neonaten (geringer Nahrungslevel der
Muttertiere): 294 ug/L (7)
Kupfer LCso (48 h)
ungefiittert: 6,5 pg/L
gefiittert: 18,5 pg/L (8)
Kupfer SFS 5062 1984 |ECsp (48 h)
(mit Queliwasser) | ungefiittert: 11,3 pg/L
" gefittert: 49,5 pg/L (9)
Kupfer OECD 1981, |ECs (48 h) fiir Klon A, A-1, A-2, B, E, §-1:
ungefiittert 41,2-10,5-206-17,3-70,7-31,3 ug/L  (3)

(1) Sanchez Leal et al. (1994), (2) Umweltbundesamt (1997), (3) Baird et al. (1991), (4) Bodar et al.
(1990), (5) FargaSova (1994), (6) Nebeker et al. (1986), (7) Enserink et al. (1890), (8) Dave (1984),

(9) Koivisto et al. (1992)

Neonaten und adulte Daphnien wiesen eine lUbereinstimmende Sensitivitdt gegen-
Uber CTAB auf.

Fir Kupfer und Cadmium wurden nach 48 h jeweils vergleichbare ECso-Werte
(Letalitat) fir die beiden Entwickiungsstufen kalkuliert. Nach 24 h lagen dagegen die
fiir adulte Daphnien kalkulierten ECs;-Werte unterhalb der fir Neonaten ermittelten
Effektkonzentrationen; nach 72 h wurden héhere ECs;-\Werte geschatzt.
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Die mit Hilfe des DEBtox-Programmes kalkulierten Effektkonzentrationen (vgl. 2.2.2)
stimmten relativ gut mit den anhand von Konzentrations-Wirkungsbeziehungen er-
mittelten EC-Werten lberein. Ausnahmen bildeten die Ergebnisse der Neonatenver-
suche mit Kupfer und Cadmium.

In der Literatur liegen nur wenige Toxizitdtsdaten fir CTAB vor. Diese bestéatigen die
in dieser Arbeit bestimmten ECs.-Werte (Letalitat) beziehungsweise liegen in einem
Fall deutlich héher. Die Datenbasis zur akuten Daphnientoxizitdt von Schwermetal-
len ist vor allem fir Cadmium sehr umfangreich, wobei die ECso-Werte relativ stark
variieren. Die anhand des DEBtox-Modells kalkulierten ECsp-Werte (48 h) betrugen
360 ug Cd/L fur Neonate und 350 pg Cd/L fiir Adulte und liegen im oberen Konzen-
trationsbereich bezogen auf die Literaturdaten, die Werte fiir Kupfer dagegen eher
im unteren Bereich der aufgezeigten ECs,-Konzentrationen. Die Toxizitatstestung
wurde in der vorliegenden Arbeit unter Algenfiitterung durchgefiihrt. Chandini (1988)
berichtet von einer Zunahme des LCs, flir Cadmium mit steigender Nahrungskonzen-
tration bei Daphnia carinata. Auch Taylor et al. (1998) beobachteten bei Daphnia
magna eine Erhohung des LCs, flir das Schwermetall in Anwesenheit von Algen.
Kungolos und Aoyama (1993) kamen hingegen zu dem Schluf}, da? der Einflu von
Algen auf die Daphnientoxizitdt von Cadmium von der Cadmiumkonzentration und
der Expositionsdauer abhéngig ist: bei héheren Konzentrationen (= 8 pg Cd/L) er-
héht sich die Mortalitdtsrate in Anwesenheit von Algen vom zweiten Expositionstag
an.

Die hohe Streuung der Literaturdaten und die widerspriichlichen Aussagen beziig-
lich des Futteralgeneffekts auf die Daphnientoxizitdt von Chemikalien erschweren
die Beurteilung der ermittelten Toxizitdtsdaten; insgesamt zeigte der verwendete
Daphnienstamm eine nach Literaturwerten zu erwartende Sensitivitdt gegeniiber den
Testsubstanzen. Eindeutige Sensitivitdtsunterschiede beziiglich der Entwicklungs-
stadien waren nicht festzustellen.
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4.2.2 Chemikalieninduzierte Veranderungen im Sauerstoffverbrauch und in der
Ingestion in Abhangigkeit von der Expositionszeit

4221 CTAB

In Abb. 8 sind die Effekte von CTAB auf Sauerstoffverbrauch und Ingestion adulter
Daphnienkohorten in Abhangigkeit von Konzentration (x-Achse) und Expositions-
dauer (z-Achse) als prozentuale Abweichung zum mittleren Absolutwert von drei
Kontrollen dargestellt. Wie auch bei den nachfolgenden Graphiken stellen die unter
der Vorexpositionszeit von 4 und 13 d angegebenen Effekte jeweils Einzelwerte aus
unabhéngigen MeRserien dar. Die Testung mit 1 d vorexponierten Daphnien erfolgte
in beiden MeRserien; dargestellt ist der mittlere Effekt.
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Abb. 8: Sauerstoffverbrauch [pL O»/72 h] und Ingestion [fL Algenbiovolumen/72 h] bei
Daphnienkohorten (10 adulte Daphnien und die wahrend 4 d entlassenen Jungtiere)
in Abhangigkeit von der CTAB-Konzentration (x-Achse) und Expositionszeit (z-Achse),
dargestellt als prozentuale Abweichung zum Mittelwert von drei Kontrollen.

Wie nach den Voruntersuchungen zu erwarten war, flhrte die Exposition an
50 ug/L CTAB ohne vorherige Akklimatisierungsphase bei einem Teil der Daphnien
zu letalen Effekten. Die Letalitét lag in den beiden MefRserien bei 30 bzw. 80%. Im
subletalen Konzentrationsbereich war im Mittel eine Verminderung im Sauerstoffver-
brauch und eine geringfiigige Abnahme der Ingestion feststellbar. In der ersten
MeRserie wurden subletale Effekte konzentrationsunabhangig bei beiden Parame-
tern erzielt; in der zweiten MeRserie war nur der Sauerstoffverbrauch bei 33 pg/L
deutlich vermindert. Wurden die Daphnien vor Beginn der Messungen 4 d an das
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Tensid adaptiert, waren die subletalen Effekte nicht mehr meRbar. Bei der héchsten
Testkonzentration lag die Letalitdt wahrend des MeRzeitraums, bezogen auf die
adulten Daphnien, bei 10%. Der Sauerstoffverbrauch der Kohorte war gegeniiber
den Kontrollen leicht reduziert. Da eine Abnahme im Sauerstoffverbrauch auch bei
der Versuchswiederholung zu beobachten war (vgl. Anhang A3) und die mikroskopi-
sche Kontrolle der Testlésung nach Anfarbung mit Methylenblau keinen Hinweis auf
erhdhte mikrobielle Aktivitat lieferte, wurden die Daten in die Auswertung mit einbe-
zogen. Wéhrend der Vorexposition wurde keine Mortalitat beobachtet. Bei chronisch
vorexponierten Tieren konnte eine konzentrationsabhangige Abnahme des Sauer-
stoffverbrauches und der Ingestion nachgewiesen werden.

Wie bereits im vorangehenden Kapitel angesprochen, ist die Vergleichbarkeit der
physiologischen Daten letztlich nur unter Beriicksichtigung einer geeigneten Be-
zugsgroRe gewdhrleistet. Abb. 9 zeigt, wie sich das konzentrations- und zeitabhan-
gige Reaktionsmuster unter CTAB-Exposition &ndert, wenn der Sauerstoffverbrauch
auf das zu Beginn des MeRBintervalls vorliegende Gesamttrockengewicht der Daph-
nien eines MeRansatzes und auf den Biomassezuwachs wahrend des MeRintervalls
(adulte Daphnien + Jungtiere) bezogen wird.
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Abb. 9: Sauerstoffverbrauch [uL O,/72 h], wachstumsspezifischer Sauerstoffverbrauch
[ML O2/72 h/mg Biomasseproduktion] und gewichtsspezifischer Sauerstoffverbrauch
[uL O2/72 h/mg Trockengewicht bei MeRbeginn] in Abh&ngigkeit von der CTAB-Kon-

zentration und Expositionszeit, dargestellt als prozentuale Abweichung zum Mittelwert
von drei Kontrolien.
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Der biomassezuwachsbezogene Sauerstoffverbrauch nahm bei nicht vorbelasteten
und bei chronisch vorexponierten Tieren mit steigender CTAB-Konzentration ab.
Nach viertdgiger Vorexposition waren die Werte dagegen nur leicht erniedrigt. Ein
Bezug der Respirometerdaten auf die zu MeRbeginn eingesetzte Biomasse elimi-
nierte die physiologischen Effekte nach 13-tagiger Vorexposition. Nach 4-tagiger
Schadstoffexposition war der Sauerstoffverbrauch bei der héchsten Testkonzentra-
tion deutlich vermindert. CTAB-Effekte auf Biomasse und Biomasseproduktion sind
in Tab. 17 als prozentuale Abweichung zum Mittelwert der Kontrollen zusammenge-
faldt.

Tab. 17: Konzentrations- und expositionszeitabhéngige CTAB-Effekte auf die Daphnien-
biomasse/Kohorte zu Beginn des MeRintervalls (13. Tag), die Biomasseproduktion/72 h
sowie die Daphnienbiomasse/Kohorte bei AbschluR der Messung (16. Tag). Letztere ist
aufgeteilt in Gesamtbiomasse der 10 adulten Tiere und Trockengewicht der Brut. Die
Ergebnisse sind jeweils als % Abweichung zum Mittelwert der Kontrollen dargestelit.
Weiterhin ist die Anzahl an Jungtieren relativ zu den Kontrollen aufgefiihrt.

Test- Biomasse Produktion Biomasse Biomasse Neonaten-
ansatz (13. Tag) | (13.-16.Tag) | Adulte (16. Tag) | Brut (16. Tag) zahl
[dl [pgil] [%] [%] [%] [%] [%]
1 22 3.3% -7.8 % -4.0 % -0,6 % -7.6 %
1 33 7.5 % 24 % -25% -25% -13,9 %
4 22 2,3 % 7.5 % -0,.9 % 7.0 % -48 %
4 33 58 % 0.7 % -1,6 % 9.4 % 2,2 %
4 50 -4.2 % -10.8 % -8,8 % 4.7 % -18,5 %
13 22 6,4 % 45 % -5,6 % 7.0 % 52 %
13 33 -8.0 % 1.4 % -52% 0,2% -19.1 %
13 50 -16,7 % 3.5% -10,8 % 1.2% 16,5 %

Effekte auf die Biomasseproduktion (13.-16. Tag) wahrend des 72-stindigen MeRin-
tervalls waren fir die untersuchten Expositionsbedingungen mit Ausnahme einer
leichten Verminderung der Produktion bei den 4 d an 50 pg/L CTAB vorexponierten
Daphnien nicht feststellbar. Eine deutliche Gewichtsreduktion wiesen die an 50 ug/L
13 d-vorexponierten Daphnien zu MeRbeginn (13. Tag) auf (-16,7%). Auch nach 7-
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tagiger Exposition an 50 ug/L CTAB (4 d-vorexponierte Daphnien, 16. Tag) war be-
reits eine relative Abnahme im Trockengewicht der adulten Daphnien festzustellen
(-8,8%). Demnach reduzierte CTAB bei l&ngerer Expositionsdauer das Wachstum
der Daphnien. Nach den vorliegenden Ergebnissen verminderten sich die Gewichts-
unterschiede zu den Kontrollen bei chronischer Belastung mit fortschreitender Ex-
positionsdauer wieder (von -16,7% 13. Tag auf -10,8% 16. Tag). Ob dieser Trend
Ausdruck einer zunehmenden Akklimatisierung war oder durch biologische Variabili-
tat verursacht wurde (zwei unabhangige Proben), war jedoch auf dieser Datenbasis
nicht zu entscheiden. Die Biomasse der im Verlauf des MeRintervalls freigesetzten
Neonaten (Brut 16. Tag) wurde durch die Anwesenheit der Chemikalie nicht beein-
trachtigt, obwohl die Anzahl an Jungtieren variierte.

Exposition an 50 pg/L CTAB hatte bei den Respirometermessungen eine hohere
Letalitdtsquote zur Folge als wahrend der Vorexposition, obwohl adulte und juvenile
Daphnien sich hinsichtlich ihrer Sensitivitat nicht unterschieden, wie zu Beginn des
Kapitels dargestellt wurde. Zur Verifizierung dieser Beobachtung wurde, anders als
in den geschilderten Versuchen, die akute Toxizitat von CTAB unter den Bedingun-
gen gepriift, die der Hélterung bei der Anzucht (vgl. Tab. 3) entsprachen. Es wurde
bei héherer Daphnien- und Algendichte bis zu einer Konzentration von 90 ug/L
CTAB lber einen Zeitraum von 72 h getestet.

Bis zu einer CTAB-Konzentration von 63 pg/L waren dabei keine konzentrationsab-
hdngigen letalen Effekte zu beobachten. Ein Grund fiir die Abnahme der
~Sensitivitdt* der Daphnien kénnte in einer Verminderung der Bioverfligbarkeit der
Substanz liegen, verursacht durch die hohe Algen- und Daphniendichte.

Eine weitere MeRserie sollte zeigen, welche Auswirkungen die Anzuchtsbedingun-
gen auf die nach 1- und 13-tagiger Vorexposition aufgezeigten CTAB-Effekte auf
den Sauerstoffverbrauch der Daphnienkohorten hatten. Hierzu wurden fiir die An-
zucht GefaRgeometrie und Daphnienbesatzdichte den spateren MeRbedingungen
angeglichen (10 Daphnien/540 mL); die Gblicherweise in der Anzucht verwendete
Gesamtfuttermenge (3,6 x 10'° fL/10 Tiere/12 d) wurde hingegen beibehalten. Das
Futterregime war dahingehend modifiziert worden, daR bei Expositionsbeginn und
Mediumwechsel (0., 5., 9. Tag) Testlosungen mit der bei den Messungen verwende-
ten Algendichte (9 x 10° fL/540 mL) hergestellt wurden und zu den Gbrigen Fiitte-
rungszeitpunkten (2.,7. Tag) die Futtermenge entsprechend angeglichen wurde. In
Tab. 18 sind die relativen CTAB-Effekte auf den Sauerstoffverbrauch und die Bio-
masse (mittleres Trockengewicht von 10 adulten Daphnien nach 16 d) in Abhangig-
keit von der Besatzdichte wahrend der Anzucht dargestellt.
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Tab. 18: CTAB-Effekte auf die Daphnienbiomasse (Gesamttrockengewicht von 10 Daph-
nien am 16. Tag) und den Sauerstoffverbrauch [uL O./72 h] in Abhangigkeit von den An-
zuchtsbedingungen (5 Daphnien/80 mL bzw. 10 Daphnien/540 mL).

Vor- Konzentration Anzuchtsbedingungen Anzuchtsbedingungen
exposition 5 Tiere/80 mL 10 Tiere/540 mL

[d] [pg/L] Biomasse O.-Verbrauch | Biomasse O.-Verbrauch

1 22 -4,0 % -16,1 % +6,0 % -84 %

1 33 -2,5% -19,0 % +0,9 % -35,7 %

13 22 -5,6 % 0,1% -4,1 % -14.8 %

13 33 -52% -13,4 % -16,8 % -20,0 %

13 50 -10,8 % -182% -24,8 % -423 %

Unabhangig von den Anzuchtsbedingungen war eine konzentrationsabhangige Ab-
nahme im Sauerstoffverbrauch zu beobachten. Daphnien, die bereits vor der Mes-
sung an die entsprechenden CTAB-Konzentrationen exponiert worden waren, wie-
sen eine konzentrationsabhangige Reduktion im Trockengewicht auf. Die dargestell-
ten Ergebnisse lassen vermuten, dal sich chronische CTAB-Effekte starker auspra-
gen, wenn die Tierdichte/Algendichte wahrend der Anzucht reduziert wird, jedoch
war die Varianz in den Kontrollen in diesem Experiment héher (Daten nicht darge-
stellt). Insgesamt wurden die aufgezeigten Trends bestétigt. Die hochste CTAB-
Konzentration erzeugte bei nicht vorexponierten Daphnien unter den modifizierten
Anzuchtsbedingungen (10 Daphnien/540 mL) 60% Mortalitdt. Der letale Schwellen-
wert adulter Daphnien blieb demnach unbeeinfluft.

Um die Reproduzierbarkeit der Methodik und der Chemikalieneffekte zu bestatigen,
wurden die nach standardmaRigen Anzuchtbedingungen durchgefiihrten Messungen
flr jedes Vorexpositionsregime wiederholt. Die Ergebnisse der Versuchswiederho-
lungen sind fir die verschiedenen Parameter im Anhang (A3) dargestellt. Insgesamt
waren die oben dargestellten Trends reproduzierbar. GroRere Unterschiede traten
beim wachstumsspezifischen Sauerstoffverbrauch auf. Im Hinblick auf akut-subletale
Effekte bestatigte sich die Verminderung des Sauerstoffverbrauches bei der mittle-
ren Konzentrationsstufe (33 pg/L); die niedrigste Testkonzentration flhrte nicht im-
mer zu Effekten.
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Auswirkung von CTAB auf die Tag-Nachtunterschiede im Sauerstoffverbrauch

Im dritten Kapitel wurde diskutiert, daR die Sauerstoffverbrauchsrate der Daphnien-
kohorten tageszeitabhdngigen Schwankungen unterlag. In der Dunkelphase war
eine Abnahme des mittleren stiindlichen Sauerstoffverbrauches der Daphnienkohor-
ten zu beobachten. Die Uber 72 h aufgezeichneten Sauerstoffverbrauchsraten wur-
den nun daraufhin untersucht, ob endogene Rhythmen der Daphnien durch Chemi-
kalienstre® beeinflut wurden. Wie bereits im dritten Kapitel beschrieben, wurde
hierzu der kumulative Sauerstoffverbrauch wahrend der aufeinanderfolgenden Licht-
und Dunkelintervalle jeweils durch die Intervalldauer dividiert; die Einzeldaten sind
im Anhang (A4) aufgefiihrt. In Abb. 10.1 ist der mittiere stiindliche Sauerstoffver-
brauch wahrend der drei Lichtintervalle prozentual zum mittleren stiindlichen Sauer-
stoffverbrauch wahrend der Dunkelintervalle prasentiert. Ein positiver Wert bedeutet
demnach, daR der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch wahrend der Lichtstunden
héher war als in der Dunkelphase; eine gesteigerte Aktivitdt wahrend der Dunkel-
phase flihrte zu einem negativen Effekt. Wie bereits in den vorangehenden Graphi-
ken wurden zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit die bei wiederholter Testung
aufgezeigten Ergebnisse (1 d vorexponiert) als mittlerer Effekt dargestellt.

Bei Kontrollen und bei Daphnienkchorten, welche erst seit Versuchsbeginn mit dem
Schadstoff konfrontiert worden waren, war der Sauerstoffverbrauch wahrend der
Lichtphasen héher als wahrend der Dunkelphase. Zur Bestétigung der Ergebnisse
und der daraus abzuleitenden Chemikalieneffekte sind die Daten des zweiten Ver-
suches, der zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der physiologischen Messun-
gen durchgefiihrt wurde, ebenfalls graphisch dargestellt (Abb. 10.2.). In beiden Ex-
perimenten war nach langerer Vorexposition eine Abnahme des Quotienten zu be-
obachten; der Sauerstoffverbrauch war unter diesen Bedingungen nachts héher als
bei Tage. Der fur die Kontrollen errechnete Effekt war im ersten Experiment niedri-
ger als im zweiten Versuch. Die Betrachtung der Einzeldaten (vgl. Anhang A4) lait
vermuten, dall im ersten Versuch wahrend der letzten Dunkelphase Ungenauig-
keiten bei der Sauerstoffmessung aufgetreten waren.

Die Ergebnisse zeigen, dal sich die Tageszeitabhangigkeit der respiratorischen Ak-
tivitat mit zunehmender Expositionsdauer von der unbelasteter Daphnien unter-
schied. Auffallend ist, da® das Reaktionsmuster nicht mit der Konzentrations- und
Zeitabhangigkeit der Effekte auf den Gesamtsauerstoffverbrauch lbereinstimmt. Die
Ergebnisse stiitzen die Vermutung, daR die nach akuter und chronischer Exposition
beobachtete Verminderung im Sauerstoffverbrauch durch unterschiedliche Mecha-
nismen verursacht wurde, wie bereits die Daten fiir den gewichtsspezifischen Sau-
erstoffverbrauch erkennen lieRen.
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Abb. 10.2: Experiment 2

Abb. 10: Mittlerer Sauerstoffverbrauch [uL O./h] von Daphnien (10 Adulte und die
wihrend des Versuches entlassenen Jungtiere) wahrend der Lichtintervalle prozen-

tual zum mittleren Sauerstoffverbrauch wahrend der Dunkelphasen unter CTAB-Expo-
sition.
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4.2.2.2 Kupfer

Auf Basis der akuten Toxizitatstests wurde ein Konzentrationsbereich von 15,6 bis
40 pg/L Kupfersulfat Pentahydrat flir die Respirometrie gewéhlt. Abb. 11 zeigt die
Chemikalieneffekte auf den Sauerstoffverbrauch und die Ingestion adulter Daph-
nienkohorten in Abhéngigkeit von der Konzentration an Kupfersulfat Pentahydrat
und der Expositionsdauer jeweils als prozentuale Abweichung zum mittleren Abso-
lutwert von drei Kontrollen.
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Abb. 11: Sauerstoffverbrauch [uL O./72 h] und Ingestion [fL Algenbiovolumen/72 h]
von Daphnien (10 adulte Daphnien und die wahrend 4 d entlassenen Jungtiere) in
Abhangigkeit von der Konzentration an Kupfersulfat Pentahydrat (x-Achse) und der
Expositionszeit (z-Achse), dargestellt als prozentuale Abweichung zum Mittelwert von
drei Kontrollen.

Bei Daphnien, die vor Versuchsbeginn nicht an das Schwermetall vorexponiert wa-
ren, betrug die Letalitdt bezogen auf die Anzahl adulter Daphnien bei der héchsten
Konzentration (40 pg/L) 10% und 70% in den beiden MeRserien.

Sauerstoffverbrauch und Ingestion der Daphnienkohorten waren im subletalen Kon-
zentrationsbereich deutlich vermindert; fiir die niedrigste getestete Konzentration
waren jedoch keine Unterschiede zu unbehandelten Daphnien mehr feststellbar. Der
graphischen Darstellung (Abb. 11) liegen im Falle der akuten Exposition (1 d Vorex-
position) die Mittelwerte der Ergebnisse zweier MeRserien zugrunde. Anzumerken
ist, daR® nur bei einer Messung deutliche Effekte flr Sauerstoffverbrauch und Inge-
stion ermittelt wurden ( mehr als 30% Abweichung zu den Kontrollen), die bei der
zweiten Messung nicht reproduziert wurden. Effekte im subletalen Bereich waren
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bereits nach 4-tagiger Schadstoffexposition nicht mehr zu becobachten. Lediglich bei
Exposition an die héchste Testkonzentration konnte in diesem Fall noch eine Ab-
nahme im Sauerstoffverbrauch und der Ingestion nachgewiesen werden; letale
Effekte traten nicht mehr auf. 13 d-vorexponierte Daphnien unterschieden sich hin-
sichtlich der beiden Endpunkte nicht von unbelasteten Organismen. Deutlicher wur-
den die Effekte bei Bezug des Sauerstoffverbrauches auf den Trockengewichtszu-
wachs, wie Abb. 12 zeigt.
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Abb. 12: Sauerstoffverbrauch [uL O-/72 h], wachstumsspezifischer Sauerstoffver-
brauch [uL O./72 h/mg Biomasseproduktion] und gewichtsspezifischer Sauerstoffver-
brauch [WL O./72 h/mg Trockengewicht bei MelZbeginn] in Abh&ngigkeit von der Kon-
zentration an Kupfersulfat Pentahydrat und der Expositionszeit, dargestellt als prozen-
tuale Abweichung zum Mittelwert von drei Kontrollen.

Der biomassezuwachsbezogene Sauerstoffverbrauch war bei 1 d-vorexponierten
Tieren und vor allem bei Daphnien, die 4 d vor MeBbeginn an 40 pg/L Kupfersulfat
akklimatisiert worden waren, deutlich erniedrigt. Der Sauerstoffverbrauch, bezogen
auf das Trockengewicht zu Beginn des MeRintervalls, war unter den zuletzt genann-
ten Expositionsbedingungen relativ zu den Kontrollen erhdéht. Gleiche Tendenzen in
abgeschwachter Form zeichneten sich auch noch bei 13 d-vorexponierten Daphnien
ab.

Die Auswirkungen der Kupferexposition auf Biomasse und Biomasseproduktion der
Daphnien sind in Tab. 19 als prozentuale Abweichung zum Mittelwert der Kontrollen
zusammengefalt.
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Tab. 19: Konzentrations- und zeitabhangige Effekte von Kupfer auf die Daphnienbio-
masse/Kohorte zu Beginn des MeRintervalls (13. Tag), die Biomasseproduktion/72 h so-
wie die Daphnienbiomasse/Kohorte bei Abschluf der Messung (16. Tag). Letztere ist
aufgeteilt in Gesamtbiomasse der 10 adulten Tiere und Trockengewicht der Brut. Die
Ergebnisse sind jeweils als % Abweichung zum Mittelwert der Kontrollen dargestelit.
Weiterhin ist die Anzahl an Jungtieren relativ zu den Kontrollen aufgefiihrt.

Test- Biomasse Produktion Biomasse Biomasse Neonaten-
ansatz (13. Tag) (13.-16.Tag) | Adulte (16. Tag) | Brut (16. Tag) zahl
[d] [ug/L] (% Effekt) (% Effekt) (% Effeki) (% Effekt) (% Effekt)
1 16 -7.8 % 11,9 % -28% 124 % 3.5%
1 25 -8,5 % 0,6 % -10,2 % 9.8 % 54 %
4 16 25% -0,1% -3,6% 13,9 % 0,0%
4 25 21% -3,6 % -3,2% 1.7 % -11,2 %
4 40 -26,6 % 24,0 % -5,0 % 6,3 % 3.4%
13 16 -0,2 % 7.2% 5,0 % 20,8 % 1.5 %
13 25 46 % -121 % 2.8 % 52 % -4,0 %
13 40 6,6 % 14,7 % 0,5% 10,7 % 59 %

Nach 13-tagiger und vor allem nach 4-tdgiger Vorexposition an 40 pg/L des Schad-
stoffes war eine Zunahme der Biomasseproduktion wahrend des anschlieRenden
MegRintervalls zu beobachten (15 bzw. 24%). Bei den nicht vorexponierten Testan-
satzen wiesen die adulten Daphnien bei Versuchsende eine Verminderung im
Trockengewicht auf (-10,2%). Das Wachstum der Neonaten wirkte jedoch ausglei-
chend, so daR sich ein entsprechender Effekt nicht bei der Gesamtproduktion be-
merkbar machte. Auffallig war die deutliche Trockengewichtsreduktion (-26,6%),
welche zu Beginn des Mefzeitraums nach 4-tdgiger Vorexposition ermittelt wurde.
Nach Ablauf des 72 h-Intervalls wiesen die adulten Daphnien dagegen nur noch ge-
ringe Unterschiede zu den Kontrolltieren auf. Es ist fraglich, ob dieser Effekt als
Schadstoffakklimatisierung zu bewerten ist oder ob er auf Unterschiede in der Sen-
sitivitdt der Daphnien zurlckzufihren ist, da fiir die Trockengewichtsbestimmung zu
Versuchsbeginn und fiir die Sauerstoffverbrauchsmessung verschiedene Daph-
nienkohorten eingesetzt wurden. Auf die Variabilitat der subletalen Effekte bei akuter
Kupferexposition (1 d vorexponierte Daphnien) war zu Beginn des Abschnitts hin-
gewiesen worden.
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Auswirkung von Kupfer auf die Tag-Nachtunterschiede im Sauerstoffverbrauch

Abb. 13 zeigt den mittleren stlindlichen Sauerstoffverbrauch wéhrend der drei Licht-
intervalle prozentual zum mittleren stindlichen Sauerstoffverbrauch wéhrend der
Dunkelintervalle in Abhangigkeit von den Expositionsbedingungen.
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Abb. 13: Mittlerer Sauerstoffverbrauch [uL O./h] von Daphnien (10 adulte Daphnien
und die wahrend 4 d entlassenen Jungtiere) wahrend der Lichtintervalle prozentual
zum mittleren Sauerstoffverbrauch wéhrend der Dunkelphasen bei Exposition an
Kupfersulfat Pentahydrat.

Bei niedriger Schadstoffkonzentration ohne Vorexposition war ein héherer Sauer-
stoffverbrauch wahrend der Lichtperioden relativ zu den Dunkelphasen zu beobach-
ten. Bei Daphnien, die bereits vor MeRbeginn an entsprechende Kupferkonzentra-
tionen exponiert waren, traten keine oder nur geringe Unterschiede im mittleren
Sauerstoffverbrauch bezogen auf die Licht-Dunkelintervalle auf. Eine leichte Zu-
nahme der Aktivitdt wahrend der Dunkelphase war nach 4-tdgiger Vorexposition an
25 pg/L Kupfersulfat Pentahydrat festzustellen. Ein geringfligig erhéhter Sauerstoff-
verbrauch wahrend der Lichtstunden wurde nach chronischer Exposition an die
héchste Testkonzentration beobachtet. Der errechnete Quotient lag jedoch unter-
halb des Kontroliwertes. Bei dieser Form der Datenauswertung waren somit auch
unter chronischer Kupferexposition Veranderungen relativ zu den Kontrollen festzu-
stellen, obwohl keine Effekte bezliglich des Gesamtsauerstoffverbrauches zu beob-
achten waren.
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4.2.2.3 Cadmium

Im akuten Toxizitatstest mit adulten Daphnien wurde fiir das verwendete Cadmium-
salz ein ECsp (72)-Wert (Letalitdt) von 430 pg/L ermittelt. Aufgrund des in der Litera-
tur beschriebenen hohen Akut : Chronisch - Wirkverhaltnisses des Schadstoffes
(Kihn et al. 1989) wurde ein Konzentrationsbereich ausgewahlt, der die im Akuttest
ermittelte Schwellenkonzentration um etwa den Faktor 40 bis 400 unterschritt. Wie
nach den Vorversuchen zu erwarten war, verursachte Cadmium in diesen geringen
Konzentrationen keine akut-letalen Effekte. Im Verlauf der 13-tdgigen Vorexposition
starben 3 von 25 Daphnien, wahrend der Respirometerexperimente trat keine Morta-
litat auf.

Die Ergebnisse der Respirometrie sind in Abb. 14 dargestelit.
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Abb.14: Sauerstoffverbrauch [uL O2/72 h] und Ingestion [fL Algenbiovolumen/72 h]
von Daphnien (10 adulte Daphnien und die wahrend 4 d entlassenen Jungtiere) in
Abhéangigkeit von der Konzentration an Cadmiumchlorid Monohydrat (x-Achse) und
der Expositionszeit (z-Achse), dargestellt als prozentuale Abweichung zum Mittelwert
von drei Kontrollen.

Bei adulten Daphnien, die vor Versuchsbeginn nicht dem Schadstoff ausgesetzt wa-
ren, wurden keine Effekte auf die Ingestion festgestellt, und der Sauerstoffverbrauch
war bei der hdchsten Testkonzentration leicht erhéht. Nach 4-tagiger Vorexposition
war im niedrigen Konzentrationsbereich eine Steigerung des Sauerstoffverbrauches
zu beobachten; 13-tagige Vorexposition an 10 pg/L Cadmiumchlorid Monohydrat
verursachte eine Abnahme der Ingestion und eine leichte Verminderung des Sauer-
stoffverbrauches. Die nach kurzer Schadstoffvorexposition gemessene Zunahme im
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Sauerstoffverbrauch war moglicherweise nicht durch chemikalienbedingte StreRre-
aktionen verursacht, sondern Folge einer hoheren Reproduktionsrate wahrend des
MeRintervalls (vgl. Tab. 20). Im dritten Kapitel war eine Korrelation zwischen der
Anzah! der wahrend der Messung freigesetzten Neonaten und dem summarischen
Sauerstoffverbrauch der Kohorte aufgezeigt worden. Da die BrutgréRe bei Daphnien
zwei Hautungszyklen vor der Neonatenfreisetzung festgelegt wird, konnte in diesem
Fall ein Zusammenhang zur Cadmiumexposition ausgeschlossen werden. Jedoch
wurden auch nach 13-tdgiger Vorexposition, vor allem bei der héchsten Testkonzen-
tration, deutlich mehr Neonaten wahrend des MeRintervalls freigesetzt als bei den
Kontrollen. Dementsprechend war trotz der markanten Gewichtsreduktion der adul-
ten Daphnien gegeniiber den Kontrolltieren (-28,6%) insgesamt eine Steigerung der
Biomasseproduktion (22,2%) unter chronischer Cadmiumexposition zu verzeichnen.
Die entsprechenden Daten sind in Tab. 20 zu finden.

Tab. 20: Konzentrations- und zeitabhdngige Effekte von Cadmium auf die Daphnienbio-
masse/Kohorte zu Beginn des MeRintervalls (13. Tag), die Biomasseproduktion/72 h so-
wie auf die Daphnienbiomasse/Kohorte bei Abschlu der Messung (16. Tag). Letztere ist
aufgeteilt in Gesamtbiomasse der 10 adulten Tiere und Trockengewicht der Brut. Die
Ergebnisse sind jeweils als % Abweichung zum Mittelwert der Kontrollen dargestellt.
Weiterhin ist die Anzahl an Neonaten relativ zu den Kontrollen aufgefiihrt.

Test- Biomasse Produktion Biomasse Biomasse Neonaten-

ansatz (13. Tag) | (13.-16.Tag) | Adulte (16. Tag) | Brut (16. Tag) zahl
[d] [ug/L] [%] [%] [%] [%] [%]

1 0.9 -4,0 % 6,5 % 7.9 % 177 % -9.4 %
1 3,0 39% -1,3% 57 % -4,0 % -15,8 %
1 10 50% 53% -4.4 % 17.8 % 7.9%
4 09 21% 6,0 % 2.4 % 7.6 % 10,4 %
4 3,0 6,0 % 14,2 % -6,8 % 18,3 % 14,6 %
4 10 -4,7 % 7.9% 1,8 % 1,0 % -151%
13 0,9 -1,1% 4.4 % 2.9 % 7.3% 15,3 %
13 3,0 -3,0% 10,8 % 0,3% 8,2% 16,1 %
13 10 -21,1% 222 % -28,6 % 36,8 % 33.4%
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Wie aus Abb. 15 ersichtlich, war der nach 4-tdgiger Vorexposition beobachtete
Effekt bei Verrechnung des Sauerstoffverbrauches auf die Biomasseproduktion
wahrend des MeRintervalls riicklaufig. Bei Bezug auf das zu MeRbeginn eingesetzte
Trockengewicht wurden die Unterschiede zu den unbehandelten Kontrollen deut-
licher. Beide Beobachtungen sprechen dafiir, daR eine Erhéhung der stoffwechsel-
aktiven Biomasse fiir den gesteigerten Sauerstoffverbrauch mit verantwortlich war.
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Abb. 15: Sauerstoffverbrauch [uL O./72 h], wachstumsspezifischer Sauerstoffver-
brauch [uL O./72 h/mg Biomasseproduktion] und gewichtsspezifischer Sauerstoffver-
brauch [uL O2/72 h/mg Trockengewicht bei MefRbeginn] in Abh&ngigkeit von der Kon-
zentration an Cadmiumchlorid Monohydrat und der Expositionszeit, dargestellt als pro-
zentuale Abweichung zum Mittelwert von drei Kontrollen.

Im chronischen Effektbereich war dagegen der biomassezuwachsspezifische Sau-
erstoffverbrauch deutlich erniedrigt. Hieraus ergibt sich die Vermutung, daR Effekte
auf den kohortenspezifischen Sauerstoffverbrauch durch die héhere Anzahl an Neo-
naten und die gesteigerte Biomasseproduktion durch die Jungtiere teilweise kom-
pensiert werden. Die héhere Neonatenzahl im Effektbereich erschwert die Interpre-
tation der Sauerstoffverbrauchsdaten. Abweichungen in dieser GréRenordnung
(>30% bezogen auf Anzahl und Biomasse der Jungtiere relativ zu den Kontrollen)
traten in keinem weiteren Experiment auf. Im dritten Kapitel wurde anhand der MeR-
daten eines Kontrollexperiments eine Korrelation zwischen Neonatenanzahl und
Gesamtsauerstoffverbrauch bezogen auf das 72 h-MeRintervall erstelit (vgl. Abb. 2),
die durch die folgende Geradengleichung beschrieben wurde:

Gesamtsauerstoffverbrauch [uL/72 h] = 11,253 x Neonatenanzahl + 1015,8
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Wurde mit Hilfe dieser Gleichung jeweils der Neonatenanteil am Gesamtsauerstoff-
verbrauch ermittelt und die MeRwerte entsprechend korrigiert, ergab sich der in Tab.
21 aufgefiihrte Sauerstoffverbrauch fiir die Summe der adulten Daphnien eines
Testansatzes. Die Daten wurden in zwei aufeinanderfolgenden Respirometermes-
sungen erhoben und sind jeweils zusammen mit dem Sauerstoffverbrauch der mitge-
fihrten Kontrollen aufgelistet. Um die Vergleichbarkeit der Daten zu verbessern,
wurden die kalkulierten Werte in den gewichtsspezifischen Sauerstoffverbrauch um-
gerechnet.

Die Kontrollen der zweiten MeRserie reflektierten mit einem Mittelwert von 1107 pL
gut den in der oben angefiihrten Geradengleichung enthaltenen Parameter flr den
Achsenabschnitt; die Werte der ersten Messung lagen dagegen um 15% niedriger.
Die Schwankungsbreite innerhalb der Kontrollen einer MeRserie war gering. Fir die
4 d-vorexponierten Kohorten lag der fur 10 Individuen kalkulierte Sauerstoffver-
brauch wie auch der gewichtsspezifische Sauerstoffverbrauch liber den Kontrollwer-
ten; fUr den zuletzt genannten Parameter betrug die Steigerung 19 bis 26%. Nach
13 d-Vorexposition nahm der Sauerstoffverbrauch der adulten Daphnien konzentra-
tionsabhangig um 14% und 72% bei der héchsten Testkonzentration ab.

Auch wenn nicht der Anspruch erhoben werden kann, mit Hilfe dieses Verfahrens
den Sauerstoffverbrauch der adulten Daphnien exakt zu bestimmen, konnte so zu-
mindest der Effektbereich abgegrenzt werden. Die fiir Kontrollkohorten ermittelten
und dort relativ gut reproduzierbaren Korrelationen ergaben filir chronisch an
10 ug/L exponierte adulte Daphnien eine deutliche Verminderung des Sauerstoffver-
brauches.

Die unter Cadmiumexposition zu beobachtenden Effektmuster unterschieden sich
von den bisher erzielten Ergebnissen. Exposition an Kupfer und CTAB flhrte zu
subletalen Effekten, die zumindest teilweise bei Verlangerung der Expositionszeit
rickldufig waren. Im Falle von Cadmium wurden bei niedrigen Konzentrationen
langere Expositionszeiten bendtigt, um Wirkungen feststellen zu kénnen. Obwohl
nach chronischer Exposition (16 d) deutliche Gewichtsreduktionen bei den Daphnien
zu beobachten waren, konnten mit den gewahlten Methoden ohne Vorexposition
keine subletalen Effekte auf Sauerstoffverbrauch und Ingestion flr die entspre-
chende Konzentration nachgewiesen werden. Nicht endgiltig zu entscheiden ist, ob
die Erhéhung im Sauerstoffverbrauch nach 4 d-Vorexposition ausschlielich durch
die héhere Anzahl an Jungtieren verursacht wurde oder ob sie auch metabolische
Veranderungen der Daphnien als Strefreaktion auf die Chemikalie anzeigte.



4. Sauerstoffverbrauch und Ingestion bei Daphnia magna

65

Tab. 21: Kalkulierter Sauerstoffverbrauch (uL O,/72 h/10 Daphnien) und gewichtsspezi-
fischer Sauerstoffverbrauch (UL O2/mg/72 h) der adulten Daphnien unter Cadmiumexpo-
sition nach 13 d Vorexposition (1. MeRserie) und 4 d Vorexposition (2. MeRserie)

Die Werte wurden nach der Gleichung Oz adute = GesamtO; - 11,253 x Neonatenanzahl

errechnet.
Vorexposition O, gesamt Neonaten- O, Adulte Biomasse O, Adulte
13d [uL/72 h] zahl [ML/72 h] Adulte [mg] [uL/mg/72 h]
(gemessen) (kalkuliert) (kalkuliert)
Kontrolle 1 2417 139 853 3,92 218
Kontrolie 2 2225 121 864 424 204
Kontrolle 3 2213 120 863 4,07 212
Mittelwert der 2285 127 860 4,08 211
Kontrolien
0,9 pug/L 2505 146 862 3,96 218
3,0 ug/L 2393 147 739 4,09 181
10 pg/L 2072 169 171 2,91 59
Vorexposition O, gesamt Neonaten- 0, Adulte Biomasse O, Adulte
4d [ML/72 h] zahl [UL/72 h] Adulte [mg]  [uL/mg/72 h]
(gemessen) (kalkuliert)
Kontrolle 1 2270 107 1066 4,55 234
Kontrolle 2 2819 146 1176 4,18 281
Kontrolle 3 2327 111 1078 4,21 256
Mittelwert der 2472 121 1107 431 257
Kontrolien
0,9 pg/L 2868 134 1360 4,21 323
3,0 pg/L 2912 139 1348 4,02 335
10 pg/L 2506 103 1347 4,39 307
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Auswirkung von Cadmium auf die Tag-Nachtunterschiede im Sauerstoffver-
brauch

Abb. 16 zeigt den mittleren stlindlichen Sauerstoffverbrauch wahrend der drei Licht-
intervalle prozentual zum mittleren stindlichen Sauerstoffverbrauch wahrend der
Dunkelintervalle unter Cadmiumexposition.
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Abb. 16: Mittlerer Sauerstoffverbrauch [uL Oz/h] von Daphnien (10 adulte Daphnien
und die wahrend 4 d entlassenen Jungtiere) wahrend der Lichtintervalle prozentual

zum mittleren Sauerstoffverbrauch wéhrend der Dunkelphasen unter Exposition an
Cadmiumchlorid Monohydrat.

Wahrend der frilhen Expositionsphase filhrte die Anwesenheit von Cadmium zu ei-
ner Erhéhung des Quotienten; das bedeutete eine relative Steigerung im mittleren
Sauerstoffverbrauch wahrend der Lichtphasen. Bei Daphnien, die bereits vor Ver-
suchsbeginn an Cadmium exponiert waren, war dieser Effekt riicklaufig. Nach 4 d-
Vorexposition traten Abweichungen zum Durchschnittswert der Kontrollen dabei nur
im niedrigen Konzentrationsbereich auf, bei 13 d an 3 pg/L und 10 pg/L Cadmium
vorexponierten Daphnien wurde im Mittel eine Zunahme im Sauerstoffverbrauch
wahrend der Dunkelphase relativ zur Lichtperiode registriert. Insgesamt waren die
unter Cadmiumexposition festzustellenden Trends vergleichbar mit den durch CTAB
induzierten Effekten trotz der Unterschiede, die flir die beiden Stoffe bezlglich der
Effekte auf den absoluten Sauerstoffverbrauch aufgezeigt wurden.
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4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse
CTAB [Konzentrationen: 22 - 33 - 50 ug/L; Vorexposition: 1 -4 - 13 d]

e Nach 1 d-Vorexposition war eine Verminderung des Sauerstoffverbrauches zu
beobachten. Reproduzierbar trat dieser Effekt bei der mittleren Konzentra-
tionsstufe auf; die héchste Testkonzentration flhrte zu letalen Effekten.

e Bei einer Verlangerung der Vorexposition nahm die Mortalitdtsquote ab.

» 4 d-Vorexposition hatte eine Abschwachung der Effekte auf Sauerstoffverbrauch
und Ingestion zur Folge; nur bei der héchsten Testkonzentration konnte in diesem
Fall noch eine Reduktion im Sauerstoffverbrauch ermittelt werden.

¢ Bei Daphnien, die wahrend ihrer gesamten Juvenilphase dem Schadstoff ausge-
setzt waren, war eine Konzentrationsabhadngige Abnahme von Sauerstoffver-
brauch und Ingestion zu beobachten; der gewichtsspezifische Sauerstoff-
verbrauch (bezogen auf das Trockengewicht zu Beginn des MeRintervalls) war
dagegen nicht vermindert.

* 13 d-Vorexposition an 50 pg/L CTAB hatte eine Reduktion des Daphnientrocken-
gewichtes zur Folge.

* Die Biomasseproduktion wahrend des dreitdgigen MeRzeitraums wurde durch die
Chemikalie nicht beeintrachtigt.

Kupfer [Konzentrationen: 16 - 25 - 40 pg/L; Vorexposition: 1 -4 - 13 d]

o Nach 1 d-Vorexposition war eine Reduktion des Sauerstoffverbrauches und der
Ingestion bei einer Exposition an 25 pg/L zu beobachten (jedoch nur in einer von
zwei Melreihen; hier deutlich mit Abweichungen von >30%); bei 40 ug/L lag die
Letalitdtsquote bei 10 bzw. 70%.

» Nach Verlangerung der Vorexposition war eine Verminderung im Sauerstoffver-
brauch nur noch bei der hdchsten Konzentration festzustellen.

e 13 d-vorexponierte Daphnien unterschieden sich hinsichtlich Sauerstoffverbrauch
und Ingestion nicht von den Kontrollen.

s In einigen Fallen war eine Trockengewichtsreduktion zu becbachten, so nach
AbschluR der Messung bei adulten Daphnien, die vor Versuchsbeginn nicht mit
der Testsubstanz konfrontiert worden waren, und nach 4 d-Vorexposition an
40 ug/L.

e FlUr 4 d und 13 d-vorexponierte Daphnien (40 pg/L) wurde eine gesteigerte Bio-
masseproduktion fur das MeRintervall errechnet, daher war der gewichtsspe-
zifische Sauerstoffverbrauch gegenilber den Kontrollen deutlich vermindert.
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Cadmium [Konzentrationen: 0,9 - 3,0 - 10 pg/L; Vorexposition: 1 -4 - 13 d.

e Nach 1 d-Vorexposition waren im gewahlten Konzentrationsbereich keine Effekie
zu beobachten. Nach 4 d-Vorexposition war eine Steigerung im Sauerstoffver-
brauch der Daphnienkohorten meRbar, die jedoch moglicherweise auf die erhéhte
Reproduktionsrate zurlickzuflhren war.

e Wahrend der Vorexposition an 10 pg/L Cadmiumchlorid Monohydrat lag die Mor-
talitatsquote bei 12%; wahrend der Respirometermessungen trat keine Mortalitat
auf.

¢ Nach 13 d-Vorexpaosition an 10 pg/L war eine deutliche Gewichtsreduktion der
Daphnien zu beobachten; Sauerstoffverbrauch und Ingestion der Kohorten waren
relativ zu den Kontrollen vermindert.

e Im chronischen Effektbereich war, bezogen auf den Versuchszeitraum, eine Zu-
nahme der Reproduktionsrate (33%) zu beobachten, was zu einer Steigerung der
Gesamtbiomasseproduktion filhrte. Der biomassezuwachsbezogene Sauerstoff-
verbrauch war gegeniiber den unbelasteten Daphnienkohorten deutlich reduziert.
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4.3 Diskussion

Die Konzentrations-Zeit-Beziehungen, die fiir die Effekte der drei Substanzen aufge-
zeigt wurden, unterschieden sich in wesentlichen Punkten voneinander.

Bei 13 d-Vorexposition an Kupfer waren bis zu einer Konzentration, die bei akuter
Exposition letale Wirkungen zeigte, keine Verdnderungen beziglich des kohorten-
spezifischen Sauerstoffverbrauches und der Ingestion zu becbachten; in der parallel
getesteten 1 d-varexponierten Kohorte waren unterhalb des letalen Schwellenwertes
Sauerstoffverbrauch und Ingestion deutlich vermindert.

Bei 13 d-Vorexposition an CTAB wurde eine Abnahme des kohortenspezifischen
Sauerstoffverbrauches und der Ingestion registriert, bezogen auf einen Konzentra-
tionsbereich, der bei akuter Exposition letale oder subletale Effekte (Abnahme des
Sauerstoffverbrauches) hervorrief. Chronische Cadmium-Exposition resultierte in
einer Verminderung des Sauerstoffverbrauches (knapp 10%) und der Ingestion bei
einer Konzentration, die den im Akuttest ermittelten ECso-Wert (72 h) fiir Letalitat um
etwa den Faktor 20 unterschritt. Bei Daphnienkohorten, die nicht vorexponiert
waren, fuhrte sie zu keinem Effekt.

Mit der Respirometrie konnten chronische Chemikalieneffekte mit vergleichbarer
Empfindlichkeit aufgezeigt werden wie mit chronischen Reproduktionstests, deren
Ergebnisse im folgenden Kapitel ausfiihrlicher vorgestellt und diskutiert werden. An
dieser Stelle sind daher nur einige wesentliche Aspekte zur chronischen Wirkung
der Substanzen zusammengefaRRt. Auch anhand von Wachstum und Reproduktion
wurden chronische CTAB-Effekte erst ab einer Konzentration detektiert, die den
ECs (72 h) flir die Letalitdt um weniger als den Faktor zwei unterschritt. Chronischer
Cadmiumstre® machte sich bei Konzentrationen von mehr als 4,4 ug/L in einer Be-
eintrachtigung von Wachstum und Reproduktion bemerkbar. Im Reproduktionstest
mit Kupfer stellte die Letalitat einen sensitiveren Parameter dar als Wachstum und
Reproduktion.

Die Zeitabhangigkeit der Effektauspragung, die sich bei der Respirometrie fur Cad-
mium ergab, steht in Ubereinstimmung mit den toxikokinetischen Eigenschaften des
Schwermetalls, welches zu den kumulierenden Giften zahlt. Innerhalb des unter-
suchten Konzentrationsbereiches trat ein Effekt erst nach langerer Expositionsdauer
auf. Bei Kupfer und CTAB hingegen war ein Rickgang letaler Wirkungen und
subletaler Veranderungen mit Verlangerung der Vorexpositionszeit festzustellen. Bei
dem Tensid machte sich diese Tendenz flir den subletalen Bereich jedoch nur bei
einer Verlangerung der Expositionszeit von einem auf vier Tage bemerkbar. Aus
diesen Reaktionsmustern ergibt sich die Vermutung, dai® die Organismen wahrend
der Vorexposition Mechanismen entwickeln, die die Toleranz gegeniber letalen und
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subletalen Wirkungen der Schadstoffe erhdhen. Akklimatisierung im engeren Sinne
ist definiert als eine zunehmende Toleranz gegeniiber erhéhten, Ublicherweise leta-
len Schadstoffkonzentrationen nach chronischer Exposition an subletale Konzentra-
tionen (McDonald und Wood 1993). In den dargestellten Versuchen erfolgten Vor-
expositionen und Messungen jeweils in den gleichen Verdinnungsstufen; unter den
Vorexpositionsbedingungen (héhere Daphnien- und Algendichte) war die Empfind-
lichkeit der Daphnien, gemessen an der zu beobachtenden Letalitat, jedoch schein-
bar geringer (vgl. 4.2.1). Die Untersuchungen von LeBlanc (1982) unterstiitzen die
Vermutung, dal® Daphnien Toleranzen gegeniiber letalen Wirkungen von Kupfer
entwickeln kénnen. Nach Vorexposition der Organismen an subletale Kupferkonzen-
trationen beobachtete er eine deutliche Zunahme des LCs-VWertes. Aus den Ergeb-
nissen von Multigenerationsexperimenten folgert LeBlanc (1982), dal es sich dabei
um physiologische Anpassungsmechanismen handelt und nicht um genetische
Adaptation. Nonnotte et al. (1993) beobachteten unter chronischer Exposition an
subletale Kupferkonzentrationen einen Rickgang akut toxischer Effekte (cytolo-
gische Schadigung des Kiemengewebes, Hypoxamie, Azidose) bei Carcinus
maenas, was maglicherweise auf eine reduzierte Metallaufnahme und einen effi-
zienteren Transfer von der Hamolymphe zum Gewebe zurtickzufithren ist (Truchot
und Rtal 1998). Truchot und Rtal (1998) stellten jedoch keine Erhéhung der Tole-
ranz gegenuber letalen Effekten bei den vorexponierten Organismen fest. Bei
Crustaceen und Mollusken wurden Veranderungen in der Ultrastruktur der Epithelien
und Absonderung von Schleim an der Kiemenoberflache bei Exposition an subletale
Kupferkonzentrationen beobachtet, wobei teilweise ein Riickgang der Effekte auch
bei andauernder Exposition beschrieben wird (Review in Spicer und Weber 1891).
Akklimatisierungen gegenliber verschiedenen Schwermetallen (Al, Cu, Cd und Zn)
werden bei Fischen beschrieben (Review in McDonald und Wood 1993). Wenige
Informationen liegen zu diesem Thema fir Tenside vor. Daphnienpopulationen, die
in FlieRgerinne-Mikrokosmen an das kationische Tensid Dodecyltrimethylammoni-
umchlorid exponiert wurden, wiesen trotz letaler Effekte im Bereich der Dosierstelle
nach einigen Generationen keine signifikanten Abweichungen mehr beziiglich Or-
ganismenzahl und Gesamtbiomasse auf (Woltering et al. 1987). Bei Fischen flhrte
Exposition an LAS innerhalb der ersten 24 h der Exposition zu einem deutlichen
Anstieg der Ventilationsrate, die im Verlauf der folgenden zwei Behandlungstage
wieder abnahm (Maki 1979).

Insgesamt liefert die Zeitabhangigkeit in der Effektauspragung bei CTAB und Kupfer
ein Indiz fUr die Induktion von Schutzmechanismen gegeniiber dem Schadstoff; die
Existenz physiologischer Anpassungsmechanismen wird zumindest flr Kupfer durch
die Literatur gestiitzt. Unabhéngig davon, ob diese Prozesse letztlich als eine Akkli-
matisierung im engeren Sinne zu bewerten sind, wére eine Konsequenz dieser Ver-
mutung, daR den chronisch subletalen Effekten von CTAB andere Ursachen zu-
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grunde liegen als den Veranderungen unter akuter Exposition. Indiz hierflr kénnte
sein, dafl in einem Fall in erster Linie eine Verminderung des Sauerstoffverbrauches
zu beobachten war, nach chronischer Exposition dagegen beide Parameter
(Sauerstoffverbrauch und Ingestion) betroffen waren. Andererseits ist zu untersu-
chen, inwieweit sich die metabolischen Kosten der Organismen durch diese Pro-
zesse verandern.

Fir die Interpretation der Ergebnisse der Respirometrie wurden zwei Bezugsgréfien
verwendet: das Trockengewicht, welches zu Beginn der Messung vorlag (anhand
von Replikaten ermittelt), sowie die Biomasseproduktion, die demnach wahrend des
MeRintervalls erfolgte. Durch Bezug auf die bei MeRbeginn vorliegende Biomasse
werden Variabilitat oder auch schadstoffbedingte Wachstumsunterschiede wahrend
der Vorexposition ausgeglichen. Effekte, die auftreten, nachdem die MeRdaten im
Hinblick auf die eingesetzte Biomasse vereinheitlicht wurden, sind vermutlich ent-
weder chemikalieninduzierte metabolische Verdnderungen der Daphnien und/oder
die Folge einer von den Kontrollen abweichenden Biomasseproduktion. Wird der
Biomassezuwachs als BezugsgroRe gewadhlt, sind die aufgezeigten Effekte magli-
cherweise ein Indiz flir Schadstoffeffekte auf den Stoffwechsel, vorausgesetzt die
Daphnien der verschiedenen Testansdtze weisen bei MeRbeginn eine vergleichbare
Biomasse auf.

Subletale physiologische Effekte kénnen sowohl aufgrund spezifischer Wirkweisen
von Chemikalien auftreten als auch Ausdruck genereller StreBantworten sein. An-
hand der Konzentrations-Zeitbeziehungen wurde die Vermutung aufgestellt, daR die
Daphnien gegentber Schadwirkungen von Kupfer und auch gegeniiber CTAB bis zu
einem gewissen Grade Toleranzen entwickeln, wenn sie vor Beginn der Messung
mit den Substanzen konfrontiert worden waren. Stuhlbacher et al. (1992) zeigten,
dafR die Erhéhung der Toleranz gegentber Cadmium von einer Zunahme im Gehalt
eines Metallothionein-ahnlichen Proteins begleitet wird. Der Energieaufwand fur die
Metallothioneinsynthese schwermetallexponierter Daphnien wird jedoch auf weniger
als 5% des Gesamtstoffwechsels geschatzt (Barber et al. 1990). Veranderungen
dieser GréRenordnung sind bei der Respirometrie aufgrund der MeRvarianz unter
Umsténden nicht als signifikanter Effekt aufzulésen und sollten zu keiner nennens-
werten Beeintrachtigung der Energiebilanz filnren. Die Ergebnisse der Respirome-
trie gaben keinen Hinweis darauf, dal aus diesen Anpassungsprozessen ein auf
organismischer Ebene meRbarer, zusatzlicher Energiebedarf resultiert, der durch
Beschreitung aerober Stoffwechselwege gedeckt wird. Fiir beide Substanzen konnte
eine Erhéhung des Sauerstoffverbrauches wahrend keiner der untersuchten Exposi-
tionsphasen beobachtet werden, unabhdngig davon, welche der BezugsgréRen
hinzugezogen wurde. Eine Zunahme des Energiebedarfs ist lediglich bei Exposition
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an niedrige Cadmiumkonzentrationen nach 4 d-Vorexposition nicht auszuschlieRen.
Dagegen spricht jedoch, daRR der biomassezuwachsbezogene Sauerstoffverbrauch
gegenuber den Kontrollen keinen deutlichen Unterschied aufweist.

Bei 13 d-vorexponierten Daphnien werden die physiologischen Effekte auf Sauer-
stoffverbrauch und Ingestion moglicherweise durch die Wachstumsverminderung
wahrend der Vorexposition und die daraus resultierende geringere Menge an meta-
bolisch aktiver Biomasse relativ zu den Kontrollen zu MeRBbeginn verursacht. Zumin-
dest bei den CTAB-exponierten Daphnien ist der gewichtsspezifische Sauer-
stoffverbrauch gegenilber den Kontrollen nicht verdndert. Die Interpretation der
Cadmiumdaten ist aufgrund der gesteigerten Biomasseproduktion durch die Jung-
tiere wahrend des MeRintervalls erschwert.

Im folgenden soll diskutiert werden, ob Zusammenhénge zwischen den experimen-
tell erzielten Reaktionsmustern und Stoffeigenschaften und bekannten Wirkweisen
der Chemikalien erkennbar sind.

CTAB

Subletale CTAB-Konzentrationen machten sich in erster Linie im Sauerstoffver-
brauch bemerkbar; die Effekte auf die Ingestion traten demgegeniber zurick. Da
der Energieverbrauch als summarische GréRe eine Vielzahl (sub-)organismischer
Prozesse widerspiegelt, sind sowohl Verhaltensanderungen als auch die Stérung
physiologischer und zelluldrer Prozesse einzeln oder in Kombination als Ausléser in
Betracht zu ziehen. Eine mégliche Ursache flr die beobachtete Abnahme im Sauer-
stoffverbrauch ist die Stérung der Sauerstoffaufnahme Gber die Kiemen.

Kationische Tenside zeichnen sich durch ihre starke Sorption an eine Vielzahl von
Materialien wie Sediment, Mineralien und Zellwdnde von Mikroorganismen aus
(Review in Boethling und Lynch 1892). Sie werden in hohen Konzentrationen zur
Permeabilisierung gramnegativer Bakterien eingesetzt (Varaa 1992). RieR (1993)
stellte eine inhibierende Wirkung von CTAC auf den Energiestoffwechsel von Chlo-
rella fusca (Inhibierung der Respiration, Photosynthese und des Nukleotidtriphos-
phat-verbrauchenden Stoffwechsels) fest, die jedoch unabhangig von einer Perme-
abilisierung der Zellen auftrat. Boethling und Lynch (1992) vermuten, daR die Sub-
stanzen mdglicherweise mit den Kiemenepithelien interferieren, indem sie sich an
die negativ geladene Kiemenoberfldche anlagern oder in die Membranen interkalie-
ren, ohne daR die Schadstoffe die Membran durchdringen. Das QAC Hexadecylpy-
ridiniumbromid akkumuliert nach Untersuchungen von Knezovich et al. (1989) in
erster Linie im Kiemengewebe. Auch bei Exposition an ein anionisches Tensid wur-
den histopathologische Veranderungen an den Kiemen von Fischen beobachtet
(Abel und Skidmore 1975). Die Abnahme im Sauerstoffverbrauch in Gegenwart
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subletaler CTAB-Konzentrationen ist daher mdglicherweise auf eine Behinderung
des Gasaustausches an den Kiemen zuriickzufiihren. Bei Karpfen tritt unter Exposi-
tion an subletale Tensidkonzentrationen (LAS) ein fortschreitender Glykogenverlust
auf (Misra et al. 1991), ausgel&st vermutlich durch eine interne Hypoxie, wie sie in-
folge einer behinderten Kiemenatmung auftreten konnte (Heath 1995). Paul et al.
(1998) stellten bei Untersuchungen mit Daphnia magna fest, dal unter anoxischen
Bedingungen in der friihen Phase (1-2 h) in hohem MafRe anaerober Metabolismus
zur Energiebereitstellung genutzt wird. DeCoen (1998) vermutet aufgrund der beob-
achteten Veranderung in der Aktivitdt von Schilisselenzymen des Kohlenhydrat-
Stoffwechsels eine Zunahme der metabolischen Rate bei Daphnia magna in Ge-
genwart subletaler LAS-Konzentrationen mit einer Tendenz zum anaeroben Stoff-
wechsel im héheren Konzentrationsbereich. Die Reduktion im flr Biomasseproduk-
tion benétigten Sauerstoffbedarf konnte ein Indiz flr die zuséatzliche Beschreitung
anaerober Stoffwechselwege sein. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, daR® auch
durch Energieeinsparungen zum Beispiel im Bereich der Lokomotion die Produktion
aufrechterhalten werden konnte. Langer andauernde hypoxische Bedingungen fih-
ren zu einer Zunahme der Hamoglobinkonzentration und einer héheren Affinitat des
respiratorischen Proteins (Kobayashi und Nezu 1986, Kobayashi und Tanaka 1991).
Moglicherweise sind diese Anpassungsprozesse der Grund fir den Ruckgang der
Effekte bei vorexponierten Daphnien. Die unter chronischer Exposition auftretende
Reduktion im Sauerstoffverbrauch wurde, wie bereits erwahnt, wahrscheinlich durch
die Wachstumsretardierung der Organismen verursacht. In diesem Fall war auch die
Ingestion betroffen. Durch welche Ursachen dieser Effekt ausgeldst wird, ist anhand
der Daten nicht zu kidren. Es ergeben sich keine Anhaltspunkte, daR erhdhte meta-
bolische Kosten infolge physioclogischer Anpassungsreaktionen, wie zum Beispiel
eine erhohte Hamoglobinsynthese, das flir Biomasseproduktion zur Verfligung ste-
hende Energiepotential reduzieren. Nebeker et al. (1992) untersuchten chronische
Effekte niedriger Sauerstoffkonzentrationen auf die Uberlebensrate und Reproduk-
tion bei Daphnia magna und ermittelten fir beide Parameter vergleichbare Effekt-
konzentrationen. Diese Ergebnisse geben keinen Hinweis darauf, daR die Uberle-
bensrate auf Kosten der Reproduktion aufrechterhalten wird.

Die akut-subletalen CTAB-Effekte auf die Algeningestion fielen relativ schwach aus.
Allen et al. (1995) kalkulierten fir DTDMAC einen ECs,-Wert fiir die Inhibierung der
FreRrate, der im Bereich der chronischen NOEC-Konzentration fiir die Reproduktion
lag. Experimentelle Rahmenbedingungen wahrend der Respirometermessungen,
wie zum Beispiel die langere Versuchsdauer und die Futterlimitierung gegen Ende
des MeRzeitraums, beeintrachtigten moglicherweise die Auspragung der Effekte. Die
Biomasseproduktion wahrend der MeRintervalle variierte bei den Versuchswiederho-
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lungen; bezuglich dieses Parameters zeichnete sich lediglich bei den 4 d an 50 pg/L
CTAB vorexponierten Daphnien eine negative Tendenz ab.

Kupfer

Unter akuter Exposition an subletale Kupferkonzentrationen war eine deutliche Ab-
nahme im Sauerstoffverbrauch und der Ingestion zu beobachten. Fur beide Parame-
ter wurde, allerdings nur bei einer MeRserie, eine Verminderung um mehr als 30%
relativ zu den Kontrollwerten ermittelt. Da Effekte auf den Sauerstoffverbrauch nur
festgestellt wurden, wenn auch die Ingestion beeintrachtigt war, sind die Ergebnisse
der Respirometrie méglicherweise als eine Abnahme der metabolischen Kosten fir
Nahrungsaufnahme und -verarbeitung bei Schadstoffeffekien auf die Ingestion zu
interpretieren.

Die Filtrier- und Ingestionsrate ist ein bei Daphnien haufiger untersuchter Effektpa-
rameter (Villarroel et al. 1998, Fernandez-Casalderrey et al. 1994, Kersting und van
der Honing 1981). Die auf der Basis von 4-5 h-Experimenten kalkulierten Filtrier-
und Ingestionsraten von Daphnia magna liefern nach diesen Untersuchungen nied-
rigere oder vergleichbare ECs,-Werte wie Standard-Akuttests. Ferrando und Andreu
(1993) beobachteten eine signifikante Abnahme der Filtrations- und Ingestionsraten
juveniler Daphnien nach 24-stlindiger Exposition an subletale Kupfersulfat-Konzen-
trationen (ECs, / LCsy < 0,3). Flickinger et al. (1982) berichten von einer tendenziel-
len Verminderung der Filtrationsrate juveniler Daphnien nach 6-tdgiger Kupferex-
position, weisen jedoch auch auf die hohe Variabilitdt des Parameters bei Testwie-
derholung hin. Nicht geklart ist bisher, ber welche Mechanismen Xenobiotika die
Nahrungsaufnahme beeintrachtigen. Mdglicherweise wird infolge neuronaler
Dysfunktionen der Prozel der Nahrungsaufnahme beeintrachtigt oder durch zyto-
toxische Wirkungen die Darmfunktion und damit die Nahrungsresorption gestort.
Auch bei Fischen wird eine deutliche Inhibierung der Nahrungsaufnahme unter
Kupferexposition beschrieben, die mdglicherweise, zumindest teilweise, auf einen
erhéhten Blutzuckergehalt infolge hormoneller Verdanderungen zurlickzufiihren ist
(Lett et al. 1976). In Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen
tritt der Effekt nur zu Beginn der Exposition auf und ist, abhdngig von der Kon-
zentration, mit zunehmender Expositionsdauer ricklaufig (Lett et al. 19786).

Die Wirkung von Schwermetallen auf das Nervensystem von Crustaceen wird durch
zahlreiche Studien belegt (Review in Fingerman et al. 1996). Neuronale Stérungen
wirken sich nicht nur auf die Nahrungsaufnahme sondern letztlich auf die gesamte
lokomotorische Aktivitdt von Organismen aus. Die metabolischen Kosten fiir lokomo-
torische Aktivitdt machen bei Daphnien ca. 80% des Hungerstoffwechsels aus
(Glazier und Calow 1992). Auch geringfligigere Veranderungen der Schwimmaktivi-
tat kénnen daher moglicherweise einen gesteigerten Energieverbrauch infolge sub-
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organismischer StreRantworten im Hinblick auf die Gesamtstoffwechselverluste des
Organismus kompensieren. Fiir das Radertier Brachionus calyciflorus wurde nach-
gewiesen, daR bei akuter Exposition an subletale Kupferkonzentrationen die
Schwimmgeschwindigkeit mit steigender Konzentration abnimmt (Janssen et al.
1994) und zusétzlich auch Dauer und Haufigkeit von Phasen der Immobilitat zuneh-
men (Charoy et al. 1995). Bei Fischen fiihrt Exposition an subletale Kupferkonzen-
trationen vermutlich zu einer Erhéhung der metabolischen Rate in nicht-muskulérem
Gewebe (z.B. Leber, Kiemen) bei gleichzeitiger Abnahme der spontanen Muskelak-
tivitdt, so daR Effekte auf den Netto-Sauerstoffverbrauch méglicherweise davon ab-
hangen, inwieweit die motorische Aktivitdt der Fische experimentell kontrolliert wird
(Heath 1995). Erhéhte metabolische Kosten, die als Folge genereller StreRantwor-
ten auftreten (z.B. Induktion von Schutzproteinen und Enzymen zur Detoxifizierung,
Reparaturprozesse), sind auf organismischer Ebene daher unter Umstéanden nur
meRbar, wenn die energetischen Kosten fiir Aktivitat experimentell konstant gehal-
ten werden.

Da auch die Kiemen ein Angriffspunkt fir toxische Wirkungen von Kupfer darstellen,
ware ein anderer Erklarungsansatz flr die beobachteten Kupfereffekte auf Sauer-
stoffverbrauch und Ingestion, daR die Sauerstoffaufnahme durch Stérung der Kie-
menfunktion (Spicer und Weber 1991) beeintrachtigt wird und als Folge dessen die
FreRaktivitait der Daphnien, moglicherweise aufgrund der internen Hypoxie,
abnimmt.

Cadmium

Wesentliche Effekte unter Cadmiumexposition waren die deutliche Reduktion im
Trockengewicht der adulten Daphnien nach 13 d-Vorexposition, begleitet von einer
Steigerung der Neonatenproduktion und einer Abnahme des kohortenspezifischen
Sauerstoffverbrauches und der Ingestion. Akut-subletale Effekte konnten unter den
gewahlten Versuchsbedingungen nicht beobachtet werden, jedoch wurde der Kon-
zentrationsbereich bezogen auf den akut-letalen Schwellenwert wesentlich niedriger
angesetzt als bei den beiden anderen Substanzen.

Eine Reduktion im Gewichtszuwachs von Daphnien unter chronischer Cadmiumex-
position wird auch von Baird et al. (1990) und Bodar et al. (1988a) beschrieben.
Bodar et al. (1988a) stellten nach 14 und 21 d Exposition an 5 ppb Cadmium eine
Reduktion im Trockengewicht um 37 und 31% fest; nach 7-tagiger Exposition beob-
achteten sie noch keine signifikanten Effekte. Diese Befunde stimmen mit den Er-
gebnisse dieser Arbeit lberein. Bodar et al. (1988a) vermuten, daR Cadmium die
metabolische Aktivitat insgesamt vermindert, da sie keine wesentliche Veranderung
der biochemischen Zusammensetzung der Organismen auler einer leichten Ab-



4, Sauerstoffverbrauch und Ingestion bei Daphnia magna 76

nahme des Glykogengehaltes feststelliten. Die Autoren beobachteten bei 14 d-alten
Daphnien unter chronischer Cadmiumexposition eine Abnahme der Konsumtion um
60%. Die in dieser Arbeit gemessenen Effekte auf die FreRaktivitat fielen deutlich
geringer aus, jedoch ist anzunehmen, daR die entlassenen Jungtiere zu einer
Effektminderung beitrugen, indem sie die Nahrungsressourcen nutzten. Zudem
wurde mit der verwendeten Methode auch nicht direkt die Konsumtion bestimmt.

Die Respirometerdaten lassen keine eindeutigen Aussagen zu Veradnderungen der
metabolischen Aktivitat unter chronischem Cadmiumstre zu, da sich der Anteil, den
die Jungtiere am Gesamtsauerstoffverbrauch ausmachen, nicht eindeutig eliminie-
ren laRt. Insgesamt ist der kohortenspezifische Sauerstoffverbrauch im Gegensatz
zu den CTAB- und Kupferergebnissen tendenziell eher erhéht oder im chronischen
Bereich nicht so deutlich vermindert, wie aufgrund der Wachstumsreduktion der
adulten Daphnien zu erwarten ware. In diesem Fall ist jedoch die metabolisch aktive
Biomasse an Brut unter Cadmiumexposition gesteigert, der biomassezuwachsbezo-
gene Sauerstoffverbrauch demzufolge deutlich gegentiber den Kontrollen reduziert
(-26%). Dieser Effekt ist einerseits der im Mittel geringeren metabolisch aktiven Bio-
masse wahrend der Messung zuzuschreiben (zu Beginn der Messung betrug die
Daphnienbiomasse 79% der Kontrollen, bei AbschluR der Messung war kein Unter-
schied mehr festzustellen); andererseits ist aufgrund der Héhe des Effekts zu spe-
kulieren, daR auch eine Reduktion der Stoffwechselaktivitdt der Organismen vorlag.
Barber et al. (1990), die den EinfluR von Cadmiumstre® auf den Proteinabbau
(Differenz zwischen Proteinsynthese, kalkuliert anhand des RNA:DNA-Verhéltnis
und der Proteinakkumulation) untersuchten, vermuten dagegen, daf der Proteinum-
satz unter Stre@ zunimmt. Da der gewichtsspezifische Sauerstoffverbrauch unter
chronischer Exposition trotz der zu erwartenden Abnahme der metabolischen Kosten
fur SDA unverandert blieb, nehmen die Autoren einen erhéhten Energiebedarf in
anderen Bereichen des Stoffwechsels an (Barber et al. 1990). In Kurzzeitexperimen-
ten registrierten die Autoren einen Anstieg der Sauerstoffverbrauchsrate. Kettle et
al. (1980) beobachteten bei Daphnia pulex bei akuter Exposition an subletale Cad-
miumkonzentrationen ebenfalls eine Erhéhung der Atmungsrate. Akut-subletale Ver-
anderungen konnten in dieser Arbeit nicht ermittelt werden. Die Effekte auf den
kohortenspezifischen Sauerstoffverbrauch nach 4 d Vorexposition wurden bei Bezug
auf den Biomassezuwachs deutlich vermindert. Heath et al. (1995) vermuten, daB
Effekte von Metallen auf die metabolische Rate von Fischen im allgemeinen Auswir-
kungen auf die motorische Aktivitat vermitteln. Effekte auf die metabolische Rate
einzelner Gewebe werden moglicherweise durch Veranderungen der motorischen
Aktivitdt maskiert. Eine Hypothese zur Erklarung der Diskrepanzen zwischen den
Befunden dieser Arbeit und den Ergebnissen von Barber et al. (1990) ware, dal sich
bei der in dieser Arbeit eingesetzten Methode Veranderungen in der lokomotori-
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schen Aktivitat, die méglicherweise aufgrund einer Beeintrachtigung des Zentralner-
vensystems durch das Schwermetall auftreten, starker hemerkbar machen. Barber et
al. (1990) verwendeten in ihren Experimenten Testvolumina von 0,5 mL/Neonate
und 5-9 mL/3 Adulte. Bei Fischen wird unter subletaler Cadmiumexposition jedoch
eine Zunahme der spontanen Aktivitat beschrieben (Ellgaard et al. 1978), demzu-
folge wére eine zusétzliche Steigerung des Sauerstoffbedarfs zu erwarten. Bei
Daphnia magna wurde dagegen eine Abnahme der Schwimmaktivitat unter akutem
Cadmiumstre® (3,5 und 5 pg/L, 20-22h) beobachtet (Wolf et al. 1998). Die Respiro-
meterversuche zeigten, dal sich unter Chemikalienstred die Verhaitnisse zwischen
mittlerem Sauerstoffverbrauch wahrend der Lichtphasen zu mittlerem Sauerstoffver-
brauch wahrend der Dunkelphasen in Abhangigkeit von der Vorexpositionszeit ver-
schieben. Dies kénnte ein Indiz sein, dal die Chemikalienexposition Veranderungen
im Verhalten der Organismen induziert.

Baird et al. (1990) vermuten, daR die unter chronischem Cadmiumstre zu beobach-
tende Reduktion im Wachstum mdglicherweise eine Folge genereller StreRantwor-
ten darstellt und auf eine tendenzielle Verminderung der Energieaufnahme bei ge-
ringerer Produktionseffizienz (konstante respiratorische Verluste bei geringerer Pro-
duktion) zurlickzufihren ist. Eine reduzierte FreBaktivitdt war bei den dargestellten
Experimenten nur unter chronischer Cadmiumexposition zu beobachten. Unklar ist,
ob dieser Effekt eine Folge oder eine Ursache der Wachstumsinhibierung darstellit,
da bei kiirzerer Expositionszeit keine Effekte zu beobachten waren. DeCoen und
Janssen (1998) kalkulierten fiir die Inhibierung der Ingestionsrate nach 90mindtiger
Exposition einen ECso-Wert von 0,68 mg CdCl./L, eine Konzentration, die sich nicht
wesentlich vom LCsy (24 h) unterscheidet; langere Expositionszeiten fihrten ten-
denziell zu einem Riickgang der Effekte. Andere Autoren beobachteten dagegen
akute Veranderungen beziiglich der FreRaktivitdt auch im Bereich chronischer Wirk-
konzentrationen bei Einsatz von im Medium geléstem (Allen et al. 1995) oder an Al-
gen adsorbiertem Cadmium (Taylor et al. 1998). Bodar-et al. (1988a) fanden keine
Veranderungen der Assimilationseffizienz unter chronischem CadmiumstreR und
vermuten, dal® die Nahrungsresorption Uber das Darmepithel nicht beeintrachtigt
wird. DeCoen und Janssen (1998) zeigten, daR die Ingestion durch Cadmium deutli-
cher reduziert wird als die Aktivitdt von Verdauungsenzymen. Dieser Befund spricht
ebenfalls daflir, daR® priméar die Nahrungsaufnahme und nicht die Verdauung cder
Resorption gestort wird. Griffiths (1980) berichtet dagegen von morphologischen und
ultrastrukturellen Veranderungen der Darmdivertikel von Daphnien bei Exposition an
subletale Cadmiumkonzentrationen. Anhand der in diesem Kapitel vorgestellten Er-
gebnisse a3t sich keine Aussage bezuglich der physiologischen und energetischen
Ursachen der Wachstumreduktion der Daphnien treffen.
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In den Untersuchungen von Baird et al. (1990) hatte die Reduktion im Wachstum
indirekte Effekte auf die BrutgroRe und -masse zur Folge. Bezogen auf das vierta-
gige Versuchsintervall wurde in dieser Arbeit jedoch eine Steigerung der Anzahl an
entlassenen Neonaten und des Biomasseanteils der Jungtiere relativ zu den
Kontrollen beobachtet. Der stimulierende Effekt niedriger Cadmiumkonzentrationen
auf die Reproduktionsrate, gemessen als kumulative Neonatenzahl, wird auch in der
Literatur beschrieben (Klitigen und Ratte 1994, Bodar et al. 1988b). Bodar et al.
(1988b) kalkulierten fir Konzentrationen bis 1 ppb nicht nur eine Zunahme der Neo-
natenzahl, sondern auch der Gesamtbiomasseproduktion bezogen auf 25 d.

Ein bisher nicht beobachtetes Phdnomen sind die unter chronischer Chemikalienex-
position auftretenden Veranderungen in der Tagesrhythmik der Sauerstoffver-
brauchsrate. Unabhangig von der Chemikalienwirkung erhéhte sich bei akuter Ex-
position tendenziell die mittlere Sauerstoffverbrauchsrate wahrend der Lichtphasen
relativ zu den Dunkelphasen, oder es ergab sich ein den Kontrollen entsprechendes
Verhaltnis. Mit zunehmender Expositionsdauer verminderten sich dagegen die rela-
tiven Unterschiede und zum Teil war eine Umkehrung der Tendenzen zu beobach-
ten. An dieser Stelle waren zusatzliche Daten Uber die lokomotorische Aktivitat und
die raumliche Verteilung der Tiere in der Testkammer flr eine Interpretation not-
wendig. Zusammenhange zu Randeffekten, wie einer héheren Neonatenzahl im
TestgefaR, einer héheren Algendichte infolge einer Reduktion der Ingestionsrate
oder Chemikalieneffekte auf die Photosyntheserate der Algen, waren nicht erkenn-
bar. Die Tendenzen waren vergleichsweise konsistent trotz variierender Anzahl an
Jungtieren. Weiterhin traten sie unabhangig von einer Hemmung der Ingestion auf,
wie die akute Exposition an Cadmium beziehungsweise Kupfer oder CTAB zeigte.
Andererseits ergaben sich bei gleichem Effekt auf die Ingestion positive und nega-
tive Effekte bezliglich der Tag/Nachtrelation, wie die akute und chronische Exposi-
tion an CTAB bewies. Direkte Chemikalieneffekte auf die Algenphysiologie sollten
dagegen unabhéngig von der Vorexpositionszeit der Daphnien in Erscheinung tre-
ten.

Zusammmenfassend konnte gezeigt werden, dall Exposition an subletale Schad-
stoffstoffkonzentrationen (CTAB und Kupfer) im héheren Konzentrationsbereich
nahe des letalen Schwellenwertes tendenziell zu einer Reduktion im Sauerstoffver-
brauch fiihrt. Dies laRt eine metabolische Depression der Organismen vermuten.
Diese beobachteten Effekte wurden vor dem Hintergrund bekannter Wirkungen der
Stoffe diskutiert. Die fur die drei Modellsubstanzen erstellten Konzentrations-Zeit-
Reaktionsmuster unterstitzen die Hypothese, dal subletale StreRantworten, die
eine Verdnderung der physiologisch-energetischen Parameter Sauerstoffverbrauch
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und Ingestion hervorrufen, dynamische, zeitabhéngige Prozesse sind. Die zeitlichen
Verdnderungen in der Effektauspradgung weisen stoffspezifische Unterschiede auf
und sind méglicherweise auf die Fahigkeit der Organismen, durch physiologische
Anpassungsmechanismen Toleranzen gegeniber den Schadwirkungen aufzubauen,
beziehungsweise auf toxikokinetische Eigenschaften der Substanzen zuriickzufiih-
ren. Die Daten liefern keine Anhaltspunkte, dal® suborganismische Strefl3reaktionen
die Gesamt-Energieverluste der Organismen erhéhen, wobei Energieverluste Uber
anaerobe Stoffwechselwege jedoch unberiicksichtigt blieben. Die Sensitivitat der
respirometrischen Methode ist jedoch auch nicht ausreichend, um Veranderungen
der metabolischen Kosten zu ermitteln, wenn diese relativ zu den Gesamtstoff-
wechselveriusten gering sind (<10%). Andererseits ist zu untersuchen, ob energeti-
sche Kosten durch suborganismische Strefreaktionen nicht auf organismischer
Ebene kompensiert werden. Die expositionszeitabhangigen Veranderungen in der
Tagesrhythmik der kohortenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate sind méglicher-
weise ein Indiz fur Verhaltensanderungen der Daphnien.

Anhand der respirometrischen Versuche lieRen sich chronisch-subletale Effekte mit
einer dem Reproduktionstest vergleichbaren Sensitivitat ermitteln. Bei dem ge-
wahlten experimentellen Design, bei dem zwei Entwicklungsstadien (die vorexpo-
nierten adulten Daphnien und die entlassenen Jungtiere) zum Gesamtsauerstoffver-
brauch beitrugen, war es schwierig, die Daten verschiedener Behandlungsstufen
durch eine geeignete Bezugsgréfie zu vereinheitlichen. Um das Verstandnis speziell
chronisch-subletaler Veranderungen im Energiehaushalt zu vertiefen, wurde fir
weitere Messungen an vorexponierten Daphnien das Versuchskonzept dahingehend
modifiziert, daR die Datenerhebung vor Freisetzung der ersten Brut abgeschlossen
war. Die Ergebnisse dieser Versuche sind im folgenden Kapitel dargestelit.
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5. Veranderungen im Scope for Growth unter chronischer Chemi-
kalienexposition: Okotoxikologische Relevanz physiologischer
StreBRreaktionen

5.1 Einfiihrung

In den in diesem Kapitel vorgestellten Experimenten wurde untersucht, ob Zusam-
menhange zwischen Effekten auf Sauerstoffverbrauch und Ingestion und physiologi-
schen Verdnderungen der Individuen im Bereich Wachstum und Reproduktion her-
zustellen sind. Wie in der Einleitung dargelegt, 1aRt sich anhand der Bilanzierung
von Energieaufnahme und -verlusten des Organismus der Netto-Energiegewinn
quantifizieren und damit die Biomasseproduktion abschatzen. Hierzu wurden die
Daten, die fur Sauerstoffverbrauch und Ingestion ermittelt wurden, auf Kohlenstoff-
ebene zueinander in Beziehung gesetzt (vgl. Gl. 1, 2). Dieses Verfahren stellte eine
starke Vereinfachung gegenuber einer vollstandigen quantitativen Bilanzierung dar,
da die Assimilation methodisch nicht direkt erfat wurde und die Kohlenstoffverluste
anhand des Sauerstoffverbrauches auf der Basis eines konstanten, von der Chemi-
kalienexposition unabhangigen respiratorischen Quotienten von ‘1’ kalkuliert wur-
den. Energieverluste (iber Exkretionsprodukte und mdgliche Endprodukte anaerober
Stoffwechselprozesse blieben unberticksichtigt. Daher war zunachst zu untersu-
chen, mit welcher Sensitivitat der mit dieser Methode abgeschéatzte Netto-Energie-
gewinn (Scope for Growth, SFG), in diesem Fall speziell der Netto-Kohlenstoffzu-
wachs, Chemikalieneffekte auf den empirisch anhand von Trockengewichtsbestim-
mungen ermittelten Biomassezuwachs widerspiegelt.

Die im vorangehenden Kapitel dargestellten Experimente hatten gezeigt, daR Effekte
auf den Sauerstoffverbrauch und die Ingestion und damit letztlich auch auf den inte-
grativen Parameter SFG von der Expositionsdauer abhangen kénnen. Die Bestim-
mung von Sauerstoffverbrauch und Ingestion erfolgte an chronisch vorexponierten
Tieren, um Veranderungen in der energetischen GrolRe mit Effekten auf Endpunkte
der chronischen Reproduktionstests vergleichen zu kénnen. Um jedoch die Proble-
matik zu umgehen, daR Neonaten in variabler Anzahl und lber einen nicht naher zu
definierenden Zeitraum zum Gesamtsauerstoffverbrauch beitragen, wurden die
Messungen an adoleszenten Daphnien durchgefiihrt und kurz vor Freisetzung der
ersten Brut beendet. Bei den bisher diskutierten Daten war eine Interpretation im
Hinblick auf chemikalieninduzierte Veranderungen der metabolischen Aktivitat der
Daphnien aufgrund der variablen Neonatenfreisetzung erschwert. Daher wurde die-
ser Aspekt bei den Experimenten mit adoleszenten Daphnien nochmals aufgegriffen.
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Weiterhin wurde untersucht, welche Bedeutung Verdnderungen im Bereich der
Energieverluste und der FreRaktivitdt quantitativ fir den Netto-Kohlenstoffzuwachs
haben.

Parallel zu den physiologischen Messungen wurden in Reproduktionstests Chemi-
kalieneinflisse auf die Reproduktionsrate (kumulative Neonatenzahl pro lberleben-
der Daphnie (Zmx)) und die spezifische Zuwachsrate r untersucht. Anhand der ver-
schiedenen Endpunkte wird die Vernetzung von Chemikalienwirkungen auf ver-
schiedenen biologischen Ebenen und die 6kotoxikologische Relevanz des energeti-
schen Ansatzes im Hinblick auf mégliche Folgen fiir die Populationsebene diskutiert.

Zusammenfassung der Fragestellungen, die in diesem Kapitel diskutiert werden:

(1) Mit welcher Sensitivitdt zeigt das SFG chronischen Chemikalienstrel an?

(2) Korrelieren Effekte auf das SFG mit chemikalieninduzierten Veranderungen im
Wachstum der Organismen und lassen sich Verdnderungen im Wachstum auf einen
erhéhten Energieverbrauch und / oder auf eine Reduktion der Energieaufnahme zu-
ruckfihren?

(3) Welcher Zusammenhang besteht zwischen energetischen Veranderungen und
chronischen Chemikalieneffekten auf die Reproduktion und die spezifische Zu-
wachsrate r?

5.2 Ergebnisse
5.2.1 Chemikalieneffekte auf das SFG

Im Rahmen dieser MeRserien wurden die Auswirkungen strefinduzierter Verande-
rungen im Sauerstoffverbrauch und in der Ingestion auf die Kohlenstoffbilanz unter-
sucht. Vergleichend zu den Effekten auf die energetische MeRgréRe SFG wurden
Veranderungen im Trockengewicht bestimmt. Weiterhin wurde anhand der Respiro-
meterdaten die mittlere individuelle und gewichtsspezifische Sauerstoffverbrauchs-
rate der Daphnien unter Verwendung der im Anhang beschriebenen Datenkorrektur
fir die Algenphotosynthese errechnet. Die unter chronischer Exposition an die drei
Testsubstanzen ermittelten Ergebnisse sind in Abb. 17 dargestelit.
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Abb. 17: EinfluR von CTAB, Kupfersulfat Pentahydrat und Cadmiumchlorid
Monohydrat auf das SFG (kalkuliert als Ceroquidion = Cingestiert - Cveratmet (ANnahme: RQ 1)
wahrend des 5. bis 8. Expositionstages), das Trockengewicht (8. Tag) und die mittlere
gewichtsspezifische Sauerstoffverbrauchsrate (uL O./mg/h); die Ergebnisse sind als
prozentuale Abweichung zum Mittelwert von drei Kontrollen dargestellt, jeweils
Mittelwerte von 2 Parallelen mit 10 Daphnien pro Konzentrationsstufe (24 und 40 pug/L
Kupfersulfat Pentahydrat Einzelwerte).

Die Bilanzierungen ergaben eine konzentrationsabhdngige Abnahme des fir Bio-
masseproduktion zur Verfiigung stehenden Kohlenstoffanteils (SFG) unter chroni-
scher Chemikalienexposition (Abb. 17). Kupfer verursachte nur bei der héchsten
Testkonzentration Effekte; hier lag die Letalitatsquote wahrend der flinftagigen Vor-
exposition bereits bei 30%. Bei den beiden anderen getesteten Konzentrationen
starben 17 und 13% der Daphnien wahrend der Vorexposition. Cadmium induzierte
Effekte Uber einen breiteren Konzentrationsbereich; die Konzentrationsabhéangigkeit
war weniger stark ausgeprégt. Die Uberlebensrate wurde in diesem Fall nicht beein-
trachtigt. Die deutlichsten Abweichungen in der Energiebilanz relativ zu den Kon-
trollwerten waren unter CTAB-Exposition zu beobachten (-26 % bei der hdchsten
Testkonzentration). Die Letalitatsquote lag hier bei 30%. Wie aus Abb. 17 ersichtlich
wird, wurden generell gute Korrelationen beziiglich Veranderungen im SFG und im
Trockengewicht der Daphnien erzielt. Unter Cadmiumexposition wurden die Chemi-
kalieneffekte auf das Daphniengewicht anhand der physiolegischen Parameter leicht
unterschatzt, deutlichere Diskrepanzen ergaben sich bei den Testsubstanzen CTAB
und Kupfer. In Anlehnung an die Ergebnisse des vorangehenden Kapitels besteht
eine mdgliche Erklarung darin, dal Wachstumsbeeintrachtigungen vor allem aus der
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frihen Expositionsphase stammen und die Effekte zum Zeitpunkt der Messungen
bereits rucklaufig waren.

In Abb. 18 sind die der Bilanzierung zugrunde liegenden Absolutwerte fir die Gré-
Ren Energieaufnahme (Kohlenstoffaufnahme) und Energieverbrauch (Kohlenstoff-
verbrauch) unter Chemikalienexposition sowie fir die jeweiligen Kontrollen darge-
stellt. Die Differenz zwischen den Balken entspricht dem kalkulierten SFG. In
Tab. 22 werden die absoluten Differenzen der beiden MeRparameter den relativen
Abweichungen zu den unbehandelten Daphnienkohorten gegeniibergestelit.

1.29 77 Kohlenstoffaufnahme
B Kohilenstoffveriuste

0,9 1
CTAB Kupfer Cadmium

0,6

0,3

[mg C /10 Daphnien / 3 d]

0 36 4 62 0 24 21 40 0 87 10 16

[hafL]

Abb. 18: Kalkulierte Absolutwerte fiir Kohlenstoffaufnahme und Kohlenstoffverluste
(mg C/10 Daphnien/3 d; Annahme: RQ 1) unter chronischer Exposition an CTAB,
Kupfersulfat Pentahydrat und Cadmiumchlorid Monohydrat wahrend des 5. bis 8. Ex-
positionstages, jeweils Mittelwerte von 2 Parallelen mit 10 Daphnien pro Konzentra-
tionsstufe (24 und 40 pg/L Kupfersulfat Pentahydrat Einzelwerte); die Differenz
zwischen den Balken entspricht dem SFG.

Die Reduktion im SFG resultierte bei allen drei Substanzen aus dem Umstand, daR
die Kohlenstoffaufnahme infolge der Chemikalienexposition, absolut betrachtet,
starker abnahm als der Energieverbrauch. Auf Effektebene, bezogen auf die relati-
ven Abweichungen zu den Kontroliwerten, sind die Auswirkungen auf den Sauer-
stoffverbrauch starker ausgepréagt (vgl. Tab. 22). Bei einer Interpretation der Daten
im Hinblick auf Mechanismen ist zu beriicksichtigen, daR die anhand des Sauer-
stoffverbrauches kalkulierten Kohlenstoffverluste unterschatzt wurden, wenn unter
StreR zusatzlich anaerobe Stoffwechselwege beschritten wurden. Auch blieben
Chemikalieneffekte auf den respiratorischen Quotienten der Daphnien und den
Kohlenstoffgehalt der Algen in den Energiebilanzen unbericksichtigt.
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Tab. 22: Chemikalieneffekte auf Kohlenstoffaufnahme und -verluste als prozen-
tuale Abweichungen und als absolute Differenz zu den Kontrollen.

Ingestion | Sauerstoff- Ingestion Sauerstoff-
verbrauch verbrauch
[%] [%] [mg C] [mg C]
CTAB [ug/L]
36 -10 -19 -0,06 -0,05
43 -23 -31 -0,15 -0,08
52 -34 -46 -0,22 -0,12
CuSO, x 5 Hx0 [pg/L]
24 1 0 0,00 0,00
31 -10 -20 -0,06 -0,06
40 -31 -46 -0,18 -0,13
CdCLz x H20 [ua/L]
6,7 -17 -24 -0,11 -0,08
10 -20 -31 -0,13 -0,11
15 -26 -35 -0,17 -0,12

Durch Kalkulation der gewichtsspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate wurde unter-
sucht, welchen EinfluR Chemikalienexposition letztlich auf die metabolischen Kosten
der Daphnien hat.

Fir die insgesamt neun unbehandelten Kontrollkohorten der drei Experimente ergab
sich nach Datenkorrektur fiir die Algenphotosynthese eine mittlere gewichtsspezifi-
sche Sauerstoffverbrauchsrate von 5,1 = 0,3 pL O./mg/h. Bohrer und Lampert (1988)
ermittelten flr gefiitterte adulte Daphnien (2. Brut tragend) eine Sauerstoffver-
brauchsrate von 0,25 + 0,01 pmol Oz/mg/h, das entspricht ca. 5,6 yL O-/mg/h. Die
mit der hier verwendeten Methodik erzielten Werte liegen etwas niedriger, was mog-
licherweise darauf zurlickzufihren ist, daR jeweils die nach Abschlu der Respiro-
metermessungen ermittelte Biomasse als BezugsgréRe fiir das dreitédgige MelRinter-
vall hinzugezogen wurde und nicht ein mittleres Trockengewicht.

Die Chemikalieneffekie auf die gewichtsspezifische Sauerstoffverbrauchsrate der
Daphnien sind in Tab. 23 aufgefiinhrt.
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Tab. 23: Chemikalieneffekte (% zur Kontrolle) auf den kohortenspezifischen
Sauerstoffverbrauch [uL O./10 Tiere/3 d] und die gewichtsspezifische Sauer-
stoffverbrauchsrate [uL O»/mg TG/h] nach Korrektur der MeRdaten hinsichtlich
der Algenphotosynthese; angegeben sind jeweils Mittelwerte von 2 Parallelan-
sdtzen mit 10 Daphnien pro Konzentrationsstufe (24 und 40 pg/L Kupfersulfat
Pentahydrat Einzelwerte).

Sauerstoffverbrauch | Sauerstoffverbrauch
[UL O/ 10 Tiere/3d]| [uL Ox/mg TG/h]
[%] [%]
CTAB [pg/L]

36 -13 -2

43 -24 -1

52 -36 -3

CuS0, x 5 H,0 [ug/l]

24 0 7

31 -12 -1

40 -25 i

CdCLs x HO [pg/L]

6,7 -15 -3

10 -18 -5

15 -20 -2

Die unter Schadstoffexposition zu beobachtenden konzentrationsabhéngigen Ab-
nahmen im individuellen Sauerstoffverbrauch, in diesem Fall summarisch fiir zehn
Daphnien ermittelt, konnten durch Verrechnung des Trockengewichtes weitest-
gehend eliminiert werden (Tab. 23).

Die Schadstoffeffekte auf den Sauerstoffverbrauch wurden nach diesen Ergebnissen
durch den reduzierten Gewichtszuwachs ausgeldst; Hinweise auf direkte chemika-
lieninduzierte Effekte auf die metabolischen Kosten ergaben sich nicht.
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5.2.2 Wachstum und Reproduktion unter chronischer Chemikalienexposition

Parallel zu den physiologisch-energetischen Messungen zur Bestimmung des SFG
wurden die Auswirkungen der drei Chemikalien auf Langenwachstum und Repro-
duktion von Daphnien untersucht, um Effekte auf den Energiehaushalt zu Verande-
rungen im Bereich Wachstum und Reproduktion in Beziehung setzen zu kénnen. Die
anhand von 10 Daphnien pro Konzentrationsstufe ermitteiten Ergebnisse dieser Ex-
perimente sind in den Abb. 19-24 sowie in Tab. A6 im Anhang zusammengefalt. In
den genannten Graphiken sind jeweils Chemikalieneffekte auf die Carapaxldange am
8. Expositionstag, die Reproduktionsrate (Xmx: kumulative Neonatenzahl pro Uberle-
bender Daphnie) und die spezifische Zuwachsrate r zusammen mit der Letalitats-
quote dargestellt.

CTAB

CTAB-Exposition verursachte eine konzentrationsabhangige Abnahme des Langen-
wachstums wahrend der Juvenil- beziehungsweise Adoleszenzphase der Daphnien,
wie aus Abb. 19 ersichtlich wird. Die Effekte korrelierten mit der in Abb. 17 darge-
stellten Gewichtsreduktion. Parallel hierzu wurde eine Steigerung der Reproduk-
tionsrate beobachtet und in Zusammenhang damit auch eine Zunahme der spezifi-
schen Zuwachsrate r (Abb. 20). Lediglich bei der héchsten Testkonzentration wur-
den die Folgen der erhéhten Reproduktionsrate auf den Parameter r durch die Zu-
nahme der Letalitat ausgeglichen. Die bei Exposition an 52 pg/L zu beobachtende
Letalitdtsquote von 50% entsprach etwa dem fir diese Substanz kalkulierten ECso-
Wert (72 h) von 45 ug/L (vgl. Tab. 13). Eine Verldngerung der Expositionszeit wirkte
sich demnach nicht auf die Sensitivitdt gegenlber letalen Wirkungen der Substanz
aus. Langenbestimmungen der Neonaten, die am 9. und 16. Expositionstag an je-
weils 10 Tieren einer Konzentrationsstufe vorgenommen wurden, wobei am 9. Tag
zwei Testansdtze noch keine Jungtiere enthielten, ergaben keine Hinweise auf
Chemikalieneffekte, jedoch war der Stichprobenumfang sehr klein (Daten nicht dar-
gestellt). Bezuglich der Interpretation der Reproduktionsdaten ist anzumerken, da
die in diesem Experiment fir die Kontrolle ermittelte mittlere kumulative Neonaten-
zahl sowie auch die spezifische Zuwachsrate niedriger ausfielen als ublich, wie aus
den Tabellen A6 im Anhang dieser Arbeit zu ersehen ist. Die Konzentrationsabhan-
gigkeit bezliglich der Effekte auf Langenwachstum und Neonatenproduktion deuten
jedoch darauf hin, daR die altersspezifische Verteilung der Energieressourcen zwi-
schen Reproduktion und Wachstum durch die Chemikalie verdndert wird. Eine Ver-
langerung der Juvenilperiode als Folge des reduzierten Wachstums war nicht zu
beobachten. Am 5. Versuchstag waren erstmals Brutdepositionen festzustellen; am
8. Tag wiesen, konzentrationsunabhangig, 50-80% der Daphnien Bruten auf.
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Abb. 19-24: Ergebnisse der chronischen Reproduktionstests (17 d). Linke Spalte: Effekte
auf die mittlere Carapaxidnge [mm] am 8. Expositionstag und die Reproduktionsrate (Zmx).
Rechte Spalte: Effekte auf die die mittlere spezifische Zuwachsrate [% zur Kontrolle] (Bal-
ken) und die Letalitatsquote [%)].
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Kupfer

Die Ergebnisse des Reproduktionstests mit Kupfersulfat Pentahydrat sind in den
Abb. 21 und 22 dargestellt.

Wie auch die Experimente fur die Berechnung der Energiebilanzen gezeigt hatten,
ist der chronische Wirkbereich dieses Metalls sehr eng. Erst ab einer Konzentration
von 40 pg/L wurden Effekte auf Langenwachstum und Reproduktionsrate festge-
stellt. Die Letalitdtsquote lag bei dieser Schadstoffkonzentration bei 60%. Bei Expo-
sition an 23 bis 33 pg/L waren bereits letale Effekte zu beobachten. Anhand des
Akuttests wurde, abhangig von der Wahl der Modellierung, ein ECso-Wert (72 h,
Letalitat) von 39 und 48 pg/L Kupfersulfat Pentahydrat kalkuliert (Tab. 14).

Aus den letalen Effekte resuiltierte eine Abnahme der spezifischen Zuwachsrate im
entsprechenden Konzentrationsbereich. Die Ergebnisse der Langenmessungen be-
stitigen die Daten der SFG- und Trockengewichtsbestimmungen. Bei einer Konzen-
tration von 40 pg/L (10,2 pg Cu/L) wurde nach 8-tdgiger Expositionszeit flr beide
Parameter eine Verminderung gegeniber unbelasteten Daphnien nachgewiesen,
begleitet von einer Abnahme der Uberlebensrate.

Cadmium

Chronischer Cadmiumstre3 verursachte bei den Daphnien eine deutliche Verminde-
rung des Wachstums und der Reproduktionsrate, wie Abb. 23 zeigt. Die Effekte tra-
ten ab einer Konzentration von 6,7 pg/L Cadmiumchlorid Monohydrat (3,7 pug Cd/L)
auf. Auch bei dieser Testserie stimmten die Auswirkungen auf das Langenwachstum
mit den zuvor bestimmten Ergebnissen bezlglich der Biomasseproduktion tenden-
ziell Uberein. Effekte auf die spezifische Zuwachsrate wurden in Gegenwart von 10
und 15 pg/L sichtbar. Bei der letztgenannten Konzentrationsstufe war jedoch auch
die Letalitdtsquote deutlich erhdht (70%) (Abb. 24). Fir den Parameter Immobilitat
wurde ein ECso-Wert (17 d) von 14,2 ug/L Cadmiumchlorid Monohydrat kalkuliert
(bezogen auf den Cadmiumanteil 7,9 pg Cd/L). Die letalen Effektkonzentrationen
des Akuttests wurden damit bei Verlangerung der Expositionsdauer um mehr als den
Faktor 10 unterschritten. Flr die Reproduktion ergab sich anhand der Konzentra-
tions-Wirkungsbeziehung (logistisch-sigmoidale Funktion) eine ECs,-Konzentration
von 14,7 pg/L (8,2 ug Cd/L). Ein verzégertes Einsetzen der Reife war nicht zu beob-
achten. Am 6. Versuchstag wurden erstmals Tiere mit Brut registriert; am 7. Tag wa-
ren bei 50-90% der Daphnien einer Konzentrationsstufe Brutdepositionen zu
beaobachten.
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Fur die Diskussion sind die Ergebnisse der Energiebilanzierungen sowie die Chemi-
kalieneffekte auf Langenwachstum und Reproduktion bezogen auf die Gesamtbrut-
anlage (Neonate und Aborte), da diese fir die relative Energieaufteilung malige-

bend ist, nochmals in Abb. 25 zusammengefalt.
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Abb. 25: Chemikalieneffekte auf das SFG, summarisch fiir 10 Daphnien wahrend des
5.-8. Expositionstages ermittelt, sowie die mittlere Carapaxiange der Primiparae und
die Reproduktionsrate unter Beriicksichtigung aborter Eier (kumulative Brut pro iliber-
lebender Daphnie) in den chronischen Reproduktionstests. (Im Beispiel Kupfer wur-
den den SFG-Daten bei einer Konzentration von 24 pg/L die bei 23 pg/L ermittelten
Langen- und Reproduktionsdaten gegeniibergestellt. Die unter 31 pg/L angegebenen
Werte entsprechen den Mittelwerten der im Reproduktionstest bei 28 und 33 pg/L er-

zielten Werten).

CTAB-Effekte auf die Carapaxlange der
Kohlenstoffbilanz deutlich iberschatzt; unter Cadmiumexposition wiesen die Effekte
bezliglich der verschiedenen Parameter eine groRere Konsistenz auf. Bei der
Interpretation ist zu beriicksichtigen, daR die Daten aus unabhangigen Versuchen

stammen.

Primiparae wurden anhand der
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5.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

e Chronische Exposition an CTAB, Kupfer und Cadmium fiihrte zu einer konzentra-
tionsabhangigen Abnahme des SFG (Netto-Kohlenstoffzuwachs), kalkuliert an-
hand der Abnahme des Algenbiovolumens und des Sauerstoffverbrauches der
Daphnienkohorten (vgl. Gl. 3, 5; Annahme: RQ 1; TOC-Gehalt der Algen veran-
dert sich nicht unter Chemikalienexposition). Die Effekte auf das SFG, die lber
ein Intervall von 3 d wahrend der ersten Brutdeposition kalkuliert wurden, spiegel-
ten tendenziell die Reduktion im Trockengewicht und der Carapaxiéange der Pri-
miparae wider.

¢ Die kalkulierte Reduktion im Netto-Kohlenstoffzuwachs resultierte aus einer Ver-
minderung der absoluten Kohlenstoffingestion, die durch den Rlickgang respira-
torischer Verluste nur partiell ausgeglichen wurde. Relativ zu den unbelasteten
Daphnienkohorten waren dagegen die Effekte auf den Parameter Sauerstoffver-
brauch deutlicher ausgepragt.

e Die Abnahme der individuellen Sauerstoffverbrauchsrate war in erster Linie Folge
der verminderten Wachstumsrate. Effekte auf die gewichtsspezifische Sauerstoff-
verbrauchsrate wurden nicht festgestellt.

e Unter Cadmiumexposition wurde die Reduktion im Langenwachstum der Daph-
nien von einer Abnahme der Reproduktionsrate begleitet, d.h. die Energieinvesti-
tion in Wachstum und Reproduktion nahm ab. Gleiche Tendenzen wurden unter
Kupferexposition beobachtet. Der sensitivere Effektparameter im chronischen Re-
produktionstest war jedoch die Letalitatsrate. In Gegenwart von CTAB wurde ein
inverses Verhalten beziiglich Wachstum und Reproduktion beobachtet; es wur-
den vermehrt Ressourcen in Reproduktion investiert und weniger in Kérperwachs-
tum. Bei abnehmender Carapaxlange der Primiparae nahm die kumulative Neona-
tenzahl pro Daphnien bezogen auf einen Expositionszeitraum von 17 d zu.
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5.3 Diskussion

Die hier vorgestellten Experimente wurden vor dem Hintergrund durchgefiihrt, eine
mégliche Vernetzung von Wirkungen auf verschiedenen biologischen Ebenen auf-
zuzeigen und Erkenntnisse bezlglich der 6kotoxikologischen Relevanz physiolo-
gisch-energetischer Chemikalieneffekte zu gewinnen.

Zunéchst war zu kldren, welche Konsequenzen Verdnderungen im Energiehaushalt
letztlich fir das Individuum haben, d.h. in welchem MaRe sich Effekte auf Ingestion
und Sauerstoffverbrauch auf den Netto-Kohlenstoffzuwachs auswirken. Da die Kal-
kulation der energetischen MeRgréRe auf verschiedenen Annahmen beruhte, die
experimentell nicht verifiziert wurden, wurde im ersten Schritt untersucht, mit welcher
Sensitivitdt die mit diesem Verfahren bestimmte energetische MeRgréRe Effekte auf
das Wachstum von Organismen im Vergleich zu Trockengewichtsbestimmungen
erfafdt.

Far die drei Modellsubstanzen konnte gezeigt werden, da mit der verwendeten
Methode Chemikalieneffekte auf das Wachstum von Daphnien, gemessen als Lan-
gen- oder Gewichtszuwachs, anhand physiologischer Messungen Uber vereinfachte
Energiebilanzen abgeschatzt werden kdnnen. Das SFG ist demzufolge ein geeigne-
ter Indikator, um Effekte auf das Wachstum von Daphnien unter chemischem Stre
aufzuzeigen. Der Einsatz des SFG als Indikator fir UmweltstreR wird seit den S0er
Jahren diskutiert. Die ersten Untersuchungen in diesem Gebiet fanden vornehmlich
an Muscheln statt (Widdows und Johnson 1988, Giffillan 1980, Koehn und Bayne
1989, Sobral und Widdows 1997), aber auch an anderen Organismen wurde das
Scope for Growth-Konzept Uberprift (Maltby und Naylor 1990, Din und Ahamad
1995). Bayne und Worrall (1980) wiesen dabei eine gute Korrelation zwischen
Wachstum und den Ergebnissen integrativer physiologischer Messungen flr Myfilus
edulis nach. Lynch et al. (1986) berichten, daR nach ihren Messungen bei Daphnien
die Uber die physiologischen Parameter abgeschéatzte Netto-Kohlenstoffaufnahme
héher liegt als der empirisch bestimmte Kohlenstoffzuwachs. Grant und Cranford
(1991) stellten fest, daR SFG-Messungen die Sekundarproduktion bei Stickstoff-
mangel Uberschatzen. Hieraus wird deutlich, daR® die Wahl der MeRmethodik sowie
die Randbedingungen groRen Einflul auf das Ergebnis der Bilanzierung haben kon-
nen.

Bezliglich der Sensitivitdt war die mit dieser Methode bestimmte energetische MeR-
groRe vergleichbar mit den Parametern der chronischen Reproduktionstests, was
vor allem in den Cadmiumexperimenten aufgrund des hohen Akut : Chronisch-Wirk-
verhéltnisses sichtbar wurde. Bei der niedrigsten getesteten Konzentration (6,7 pg/L
Cadmiumchlorid Monohydrat) war das SFG bereits relativ zu den Kontrollen redu-
ziert (-9%); bei dieser Konzentration waren auch deutliche Effekte auf die Repro-
duktionsrate zu beobachten (-23%).
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Die hier aufgezeigten chronischen Effekte unter CadmiumstreR korrelieren weitest-
gehend mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen. Als LCs, werden in der Lite-
ratur Konzentrationen von 10 pg Cd/L (25 d; Bodar et al. 1988b), 14 ug Cd/L (21 d;
van Leeuwen et al. 1985) und 5 pg Cd/L (21 d; Biesinger und Christensen 1972) an-
gegeben. Der NOEC fir den Parameter Reproduktion liegt bei 0,6 pg/L (Kihn et al.
1989), Biesinger und Christensen (1972) bestimmten einen ECse-Wert von 0,7 pg/L.
Eine leichte Zunahme der Reproduktion in Gegenwart niedriger Cadmiumkonzentra-
tionen wurde von Klittgen und Ratte (1994) beobachtet. Effekte auf die Juvenilent-
wicklung wiesen sie in erster Linie unter futterlimitierten Bedingungen nach; in Ge-
genwart hoher Algendichten erwiesen sich dagegen Reproduktion und Carapax-
lange als sensitivste StreRindikatoren. Die Sensitivitdt des Parameters Wachstums
als Endpunkt fur chronischen Cadmiumstre® bestatigen auch die Untersuchungen
von van Leeuwen et al. (1985). Baird et al. (1990) vermuten, dal Cadmiumeffekte
auf BrutgréRe und -masse indirekt durch Reduktion des Langenwachstums verur-
sacht werden. Andere Autoren berichten dagegen von teratogenen Effekten des
Schwermetalls (van Leeuwen et al. 1985). Die im Rahmen dieser Arbeit durchge-
flihrten Experimente lieferten keine Hinweise auf direkte Schadigung der Brut. Ab-
orte konnten zwar, wie auch in den chronischen Experimenten mit CTAB und Kupfer,
beobachtet werden, doch war deren Anzahl in den Kontrollen und in Konzentra-
tionsstufen, in denen keine Letalitat auftrat, am hochsten. Aufgrund dieser Korrela-
tionen wurde die direkte Schadigung der Brut als negative Auswirkung der hohen
Tierdichte und nicht als Schadstoffeffekt bewertet.

Zur chronischen Daphnientoxizitdt von CTAB liegen keine Literaturdaten vor. Fr
das kationische Tensid DSDMAC (Distearyldimethylammoniumchlorid) geben Lewis
und Wee (1983) ein Akut : Chronisch-Wirkverhaltnis (NOEC 0,38 mg/L / LCs (48 h)
3,2 mg/L) von 0,12 an. Chronische CTAB-Effekte manifestierten sich dagegen nach
den vorliegenden Daten lediglich in einer Reduktion im Wachstum wahrend der Ju-
venilperiode ab einer Konzentration von 36 pg/L. Das SFG war in diesem Konzen-
trationsbereich gegentiber der Kontrolle leicht vermindert. Auf die Reproduktion
wirkte die Substanz tendenziell stimulierend.

Kupfereffekte auf das SFG sowie auf die Reproduktionsrate traten bei einer Konzen-
tration von 40 ug/L Kupfersulfat Pentahydrat auf; die spezifische Zuwachsrate r war
bereits ab 28 pg/L leicht vermindert. Die Literaturangaben bezlglich Sensitivitat ver-
schiedener chronischer Endpunkte und Effektkonzentrationen sind uneinheitlich. Als
LCso (21 d) sind Werte von 1,4 pg Cu/lL (Dave 1984) aber auch 44 pg/L (Biesinger
und Christensen 1972) zu finden. Beziiglich der Reproduktion wurden stimulierende
Effekie beobachtet (Dave 1984, Winner und Farrell 1976). Flickinger et al. (1982)
folgern aus ihren Experimenten, daf die Lange der Neonaten als empfindlicher Pa-
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rameter fir subletalen KupferstreR zu bewerten ist, wohingegen die Betrachtung der
mittleren BrutgroRe zu widerspriichlichen Aussagen fiihrt. Nach Untersuchungen
von van Leeuwen et al. (1987, 1988) waren Effekte auf die spezifische Zuwachsrate
in erster Linie auf eine erndhte Mortalitdtsrate und weniger auf eine Abnahme der
Reproduktionsrate zuriickzufilhren. Die Sensitivitdt der Parameter Reproduktion,
Uberlebensrate und Populationswachstumsrate ist nach den Untersuchungen von
Winner et al. (1977) auch von der Futterqualitat abhangig.

Die Ergebnisse der voliegenden Arbeit unterstiitzen die Annahme, daR die Uberle-
bensrate der Daphnien einen empfindlicheren Indikator fiir chronischen Kupferstre
darstellt als die Reproduktionsrate.

In der bisher gefiihrten Diskussion stand die Empfindlichkeit des SFG als Streflindi-
kator im Vordergrund. Im folgenden Teil soll nun erdrtert werden, ob der physiologi-
sche Ansatz Einblick in Mechanismen liefert, auf denen chronische Chemikalien-
effekte basieren. Fir die drei Testsubstanzen wurde gezeigt, da die Verringerung
des fiir Produktion zur Verfiigung stehenden Energieanteils in erster Linie durch
eine Verminderung der Kohlenstoffaufnahme verursacht wird.

Eine Abnahme des SFG infolge einer reduzierten Nahrungsabsorption wurde eben-
falls in Experimenten mit Gammarus unter Zinkexposition (Maltby und Naylor 1990,
Naylor et al. 1989) und infolge niedriger pH-Werte beobachtet (Naylor et al. 1989)
sowie von Widdows und Johnson (1988), die den EinfluR von Kupfer und Dieseldl
auf die Energiebilanz von Myfilus edulis untersuchten. Andere Autoren berichten,
daR KupferstreR sowohl die Energieaufnahme vermindert als auch den Energiever-
brauch erhéht, wobei der Beitrag der beiden GréRen zum Gesamteffekt von der Ex-
positionsdauer abhangt (Sobral und Widdows 1997). Untersuchungen bei Mysidop-
sis ergaben eine Zunahme der metabolischen Kosten in Verbindung mit einer redu-
zierten Wachstumsrate unter Chemikalienexposition (McKenney und Matthews
1990, McKenney et al. 1991). DeCoen und Janssen (1997) entwickelten einen mo-
difizierten energetischen Ansatz als Biomarker flr toxischen StreR (Cellular Energy
Allocation Methodology), indem sie die biochemischen Energiereserven eines Or-
ganismus dem Energieverbrauch, gemessen als Elektronentransportaktivitdt, ge-
genliberstellen. Sie vermuten, daR Quecksilber das Energiebudget von Daphnien in
erster Linie (ber eine Reduktion der Energieaufnahme vermindert, Lindan im niedri-
geren Konzentrationsbereich dagegen mdéglicherweise iiber eine Erhéhung der me-
tabolischen Kosten. Penttinen und Kukkonen (1998) unterstitzen die Hypothese,
daRR lber Calorimetrie substanzspezifische Effekte auf den Gesamtmetabolismus
nachweisbar sind, die damit Hinweise auf Wirkmechanismen liefern. Der Vergleich
der Ergebnisse mit Literaturbefunden wird durch die Unterschiede in den methodi-
schen Ansatzen, wie beispielweise unterschiedliche Expositionszeiten und Ausmal
der Behinderung der lokomotorischen Aktivitdt durch die Geometrie der MefRRkam-
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mern, erschwert. Ein weiterer Aspekt ist, daR, wie von Barber et al. (1994) zusam-
mengefallt, die Parameter Energieaufnahme und Energieverbrauch lber die Kom-
ponente SDA direkt verknupft sind. Eine streBinduzierte Erhéhung der Proteinsyn-
these resuitiert in einer Zunahme der Energieverluste im Bereich der SDA (‘demand
side’ effects); reduzierte Nahrungsaufnahme vermindert dagegen die Kosten fir
SDA (‘supply side’ effects), wobei sich beide Prozesse unter Umstanden (berlagern.
Eine konstante gewichtsspezifische Sauerstoffverbrauchsrate trotz Reduktion der
FreRrate und des Wachstums ist méglicherweise als Indiz flr eine Kompensation
durch erhdhte Energieverluste in anderen Stoffwechselbereichen zu bewerten
(Barber et al. 1990, Calow 1991), wie im vorangehenden Kapitel bereits diskutiert.
Die Aussagekraft der Sauerstoffverbrauchsrate als StreRindikator ist aufgrund der
Vielzahl der involvierten Prozesse begrenzt. Die Betrachtung der Kohlenstoffbilan-
zen laRt vermuten, dal® Veranderungen der metabolischen Rate fiir den Netto-Koh-
lenstoffzuwachs vor allem unter futterlimitierten Bedingungen relevant werden, wo-
hingegen bei NahrungstiberschuRR, wie in diesem Laborexperiment, Effekte auf die
FreRaktivitat dominieren (vgl. Abb. 18).

Ein weiteres Problem bei der Interpretation der Ergebnisse stellt die Unterscheidung
zwischen Ursache und Wirkung dar. Eine Abnahme der Fref3rate kann einerseits
eine Wachstumsreduktion verursachen, andererseits aber auch sekundar aus einer
Wachstumsretardierung resultieren, da die maximale Ingestionsrate (siehe McCau-
ley et al. 1990b) und Assimilationsrate (Paloheimo et al. 1982) von der Korperlange
abhangig ist. Zusammenhange zwischen KérpergroRe und physiologischen Parame-
tern werden Uber die allometrische Funktion Y = a W® beschrieben, wobei a, b (iber
log-log Transformation der physiologischen GroRe Y und der KérpergroRe W ermit-
telt werden (siehe Kooijman 1986). Aufgrund der engen Vernetzung von Ingestion,
Sauerstoffverbrauch und Wachstum wére zur Erkennung kausaler Zusammenhange
und Mechanismen chronischer Toxizitaten eine exakte Modellierung experimenteller
Daten vorteilhaft. Eine Aussage, ob die Reduktion der gemessenen Ingestion aus-
schliefllich eine Folge der reduzierten Koérpergréfe ist oder ob die verminderte
Energieaufnahme moglicherweise in Kombination mit einer verminderten Produk-
tionseffizienz (konstante respiratorische Verluste bei verminderter Produktionseffi-
zienz), wie im vorangehenden Kapitel diskutiert, die Wachstumsreduktion determi-
niert, ist auch anhand der Ergebnisse dieser Versuchsserie nicht zu treffen. Um die
Genauigkeit der Methode zu erhdhen, waren Korrekturen hinsichtlich der Algenpho-
tosynthese notwendig. Fiir die SFG-Kalkulation wurde die Algenphotosynthese nicht
berlicksichtigt, da Sauerstoffverbrauch und Ingestion mit der Methode unterschatzt
werden (vgl. 3.3). Diese Vereinfachung ist méglicherweise mit ein Grund, daR der
Sauerstoffverbrauch prozentual unter Chemikalienstre® starker vermindert war als
die Ingestion (vgl. Tab. 22), da der Fehler beziiglich der Parameter nicht exakt
gleich war. Ein anderer Aspekt ist, da? anhand von C-Verlusten, selbst wenn diese



5. Veranderungen im Scope for Growth 95

summarisch direkt erfat werden und nicht anhand des Sauerstoffverbrauches ab-
geschétzt werden, zusétzliche Energieverluste unter ChemikalienstreR unter Um-
stdnden nicht erfalt werden. Forbes und Depledge (1992) fanden bei Hydrobia
ulvae keine Verdnderungen in den Gesamt-Kohlenstoffbilanzen unter chronischer
Cadmiumexposition trotz reduzierter Wachstumsraten. Die Autoren vermuten, daf
sich mdglicherweise aufgrund einer zunehmenden Beschreitung anaerober Stoff-
wechselprozesse der Energiegehalt der Ausscheidungsprodukte erhoht und diese
somit in die Bilanz mit einzubeziehen sind. Weiterhin beeintrachtigen méglicher-
weise auch geringfligige Veranderungen der Ingestions- und Sauerstoffverbrauchs-
rate, die in physiologischen Kurzzeitmessungen nicht signifikant auflésbar sind,
langfristig die Nettoproduktion (Forbes und Forbes 1994).

Beflrworter des Scope for Growth-Modells sehen einen weiteren Vorteil dieses An-
satzes in der Mdglichkeit der Extrapolation von physiologischen Veranderungen hin
zu Effekten auf hoheren organisatorischen Ebenen. Der folgende Teil der Diskus-
sion ist daher fokussiert auf die 6kotoxikologische Bedeutung des Scope for Growth-
Ansatzes. Aufgrund der relativ guten Ubereinstimmung zwischen Chemikalieneffek-
ten auf SFG und Langenwachstum steht grundséatzlich die Korrelation zwischen
Wachstum und Reproduktionserfolg des Individuums zur Diskussion. Lampert und
Trubetskova (1996) postulieren, dal? die Juvenilenwachstumsrate ein Indikator fur
die Fitness (intrinsic rate) von Daphnienpopulationen darstellt. Auch Santojanni et
al. (1998) vermuten, daR sich Effekte auf die Reproduktion auf der Basis von Lan-
genmessungen vorhersagen lassen. Johnson und Delaney (1998) verglichen die
Sensitivitit eines 7-Tage Wachstumstests mit den Ergebnissen von 21d-Reproduk-
tionstests vor dem Hintergrund einer Verbesserung des Kosten-Nutzenverhaltnisses
subletaler Toxizitatstestung.

Eine Korrelation zwischen Wachstum und Reproduktion basiert auf der Annahme,
daf ein konstanter Anteil der Gesamtproduktion auf die Reproduktion entfallt, unab-
héngig von Umwelteinflissen auf das Wachstum (Lampert und Trubetskova 1996).
Wahrend sich unter Cadmiumexposition eine positive Korrelation zwischen Wachs-
tum und Reproduktion abzeichnete, wurde in Anwesenheit von CTAB eine inverse
Effektauspragung bezlglich der beiden Parameter beobachtet. Unter Kupferexposi-
tion waren die Effekte uneinheitlicher, jedoch war der chronische Wirkbereich in die-
sem Fall begrenzt und der Stichprobenumfang durch letale Effekte bereits deutlich
vermindert (vgl. Abb. 19, 21, 23).

Zur Beschreibung der Verteilung der assimilierten Energie auf Wachstum, Repro-
duktion und Erhaltungsstoffwechsel wurden verschiedene dynamische Energie-
budget (DEB)-Modelle entwickelt. Noonburg et al. (1998) teilen diese Modelle in
zwei Gruppen ein: Netto-Produktionsmodellen liegt die Annahme zugrunde, daR von
der assimilierten Energie zundchst der flr den Erhaltungsstoffwechsel notwendige
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Anteil abgefuhrt wird. Von der verbleibenden Energiemenge steht ein Anteil (1-x) der
Reproduktion zur Verfligung, der Anteil (3) wird fir Wachstum verwendet. In Netto-
Assimilationsmodellen wird zundchst ein Anteil (1«) des Assimilates der Reproduk-
tion beziehungsweise, nach dem Modell von Kooijman (1993), Entwicklung und Re-
produktion zugefiihrt. Der Anteil x geht in die Bereiche Erhaltungsstoffwechsel und
Wachstum, wobei der Erhaltungsstoffwechsel vorrangig versorgt wird. Einen grund-
legenden Unterschied zwischen den beiden Konzepten sehen die Autoren darin,
dall in Netto-Produktionsmodellen Wachstum und Reproduktion gleiche Prioritat
haben und unabhéngig von der Nahrungskonzentration sind. Noonburg et al. (1998)
wiesen fur beide Modelle Diskrepanzen zwischen kalkulierter und experimentell
ermittelter Reproduktionsrate bei niedrigen Nahrungskonzentrationen in Verbindung
mit kurzzeitigen Hungerphasen nach. Nach Kooijman und Bedaux (1996) kénnen
toxische Substanzen die Reproduktion direkt oder indirekt nach der DEB-Theorie
uber Assimilation, Wachstum und Respiration beeinflussen, wobei indirekte Effekte
sich aufgrund der Wachstumsbeeintrdchtigung gleichzeitig in einem verzégerten
Einsetzen der Reife bemerkbar machen. Die Verminderung der Reproduktionsrate
bei Daphnien unter Cadmiumstre® schrieben die Autoren daher direkten Effekten zu,
da sie entsprechende Effekte auf die Dauer der Juvenilperiode nicht beobachteten.
Nach der DEB-Theorie von Kooijman sind Abweichungen von der x-Regel zu
erwarten, wenn die Energiereserven im Hungerzustand einen Schwellenwert unter-
schreiten, bei dem die Energiezuteilung fir Wachstum und Metabolismus insgesamt
die Energieverluste des Organismus nicht mehr deckt (Kooijman 1993). Nach den
Untersuchungen von Kliittgen und Ratte (1994) ist die Entwicklungsrate der Juveni-
len, wie bereits erwahnt, hauptséachlich bei Kombination von Cadmiumstre? und
Futterlimitation beeintrachtigt. Aus diesen Beobachtungen wére als Hypothese ab-
zuleiten, daR® bei ausreichendem Nahrungsangebot indirekte Effekte auf die Repro-
duktion als Folge der Wachstumsretardierung unter Beibehaltung der x-Regel
auftreten, wohingegen der relative Energieinvest « auf Kosten von Entwicklung und
Reproduktion oder vorrangig auf Kosten der Entwicklung zunimmt, wenn der Ernéah-
rungszustand der Organismen eine kritische Grenze unterschreitet. Gestiitzt wird
diese Vermutung durch die Ergebnisse von Barry (1996), nach denen sich chroni-
sche Effekte von Endosulfan auf Daphnia carinata bei hoher Futterkonzentration
vornehmlich auf Lédnge, Trockengewicht, BrutgréRe und Gesamt-Eigewicht auswirkt,
wohingegen bei geringem Nahrungsangebot der Beginn der reproduktiven Phase
verzogert wird.

Ein weiterer Aspekt, der bei der bisher gefiihrten Diskussion keine Bertcksichtigung
fand, sind Modifikationen im Lebenszyklus von Organismen als Reaktion auf veran-
derte Umweltbedingungen.
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Der Lebenszyklus eines Organismus wird bestimmt durch Wachstum, Differenzie-
rung, Speicherung und Reproduktion. Er stellt einen Kompromi® dar in der Vertei-
lung verfligbarer Ressourcen zwischen den einzelnen Komponenten, die den Bei-
trag des Individuums zur Zukunft der Population bestimmen (Begon et al. 1990). Das
Leben von Organismen wird davon bestimmt, eine optimale Strategie bezlglich der
Energieinvestitionen in Verhalten, Wachstum, Reproduktion und Uberleben zu fin-
den, die die gréRte Anzahl Gberlebender Nachkommen ermdglicht (Stearns 1976).

Waéhrend unter Cadmiumexposition Effekte auf die Reproduktion vermutlich indirekt
als Folge der Wachstumsretardierung auftreten, suggerieren die CTAB-Ergebnisse,
dal der in Reproduktion investierte Energieanteil auf Kosten des somatischen
Wachstums zunimmt oder zumindest aufrechterhalten wird, berlicksichtigt man die
relativ geringe Reproduktionsrate der Kontrolle im Vergleich zu den ibrigen Ex-
perimenten. Da die Brutmasse jedoch nicht untersucht wurde, sind detaillierte Aus-
sagen bezuglich der Energieverteilung zwischen Wachstum und Reproduktion nicht
maoglich. Eine Steigerung des in Reproduktion investierten Kohlenstoffanteils an der
Gesamtproduktion wird bei Daphnia magna nach den Untersuchungen von Stibor
und Machacek (1998) durch von Fischen abgesonderte chemische Signalstoffe in-
duziert, wobei Kohlenstoffaufnahme und -verluste aufgrund der reduzierten Kérper-
grofRe abnehmen. Nach Untersuchungen von Dawidowicz und Loose (1992) werden
die durch Kairomone induzierten Biomasseeinsparungen im Bereich des somati-
schen Wachstums nicht vollstédndig durch die gesteigerte Reproduktion kompensiert;
die Gesamtbiomasseproduktion ist niedriger als in den Kontrollen. Das Gewicht der
Eier (Dawidowicz und Loose 1992) beziehungsweise der Neonaten (Sakwinska
1998) reduziert sich. Bodar et al. (1988b) beobachteten eine Zunahme der mittleren
reproduktiven Biomasseproduktion in Verbindung mit einer Abnahme der Neonaten-
lange bezogen auf einen Zeitraum von 25 d als Reaktion auf niedrige Cadmiumkon-
zentrationen. Das Gewicht der Adulten nahm unter CadmiumstreR ab (Bodar et al.
1988a). Der trade-off zwischen Brutquantitat und -qualitat ist eine vielfach beschrie-
bene Reaktion auf Veranderungen der Futterbedingungen oder der Stockdichte (Cox
et al. 1992, Trubetskova und Lampert 1995, Enserink et al. 1990, Goser 1997,
Cleuvers et al. 1997, Enserink et al. 1995, Gliwicz und Guisande 1992). Oberhalb
extrem niedriger Nahrungskonzentrationen fiihrt Futterlimitation bei Daphnien zur
Produktion kleinerer Bruten mit gréReren, fettreicheren Neonaten. Eine Folge der
verbesserten Qualitdt der Nachkommen ist eine erhéhte Uberlebenswahrscheinlich-
keit unter Hungerbedingungen (Tessier et al. 1983, Cowgill et al. 1984, Gliwicz und
Guisande 1992). Uber die unmittelbaren Ursachen fiir diese Anpassungsreaktionen
ist bisher nichts bekannt; eine VVerdnderung im Bereich der Energiereserven der Or-
ganismen wird von Glazier (1998) eher ausgeschlossen. In diesen Fallen nimmt je-
doch auch die Qualitat der Eier auf Kosten der Quantitat unter StreR zu. Dave
(1984) konnte eine Stimulierung der Reproduktion bei Daphnia magna durch nied-
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rige Kupferkonzentrationen erzielen, welche er als Hormesis interpretiert. Stebbing
(1981) deutet dieses Phanomen als eine unspezifische Anpassungsreaktion durch
Wachstumskontrollmechanismen im Sinne einer ‘Uberkorrektur’.

Insgesamt ist eine Trennung zwischen unspezifischen Mechanismen und Reproduk-
tionsstrategien im Sinne von adaptativen StreRantworten auf Basis des bisherigen
Wissensstandes lber die beteiligten physiologischen Prozesse und hormonellen
Regulationsmechanismen schwierig. Auch die Betrachtung der Energiebudgets in
der hier praktizierten Form liefert keine Erklarungsanséatze fiir die unterschiedlichen
StreRantworten auf CTAB- und Cadmiumexposition.

Zur Diskussion stand in diesem Arbeitsschritt die 6kotoxikologische Bedeutung des
SFG. Die Abnahme der spezifischen Zuwachsrate r als Index fiir Populationswachs-
tum unter unlimitierten Bedingungen unter Cadmiumexposition 1aRt vermuten, daR
sich Schadstoffeffekte auf das Energiebudget von Organismen auch auf Popula-
tionsebene negativ auswirken. Borgmann et al. (1989) wiesen experimentell nach,
dal Konzentrationen von 5 pg/L Cd zur Extinktion von Daphnienpopulationen in
Labor-Okosystemen (Phytoplankton - Daphnien) fiihren; bis zu einer Konzentration
von 1 pg/L bleibt das System stabil. Fir das Beispiel Kupfer war infolge der erhohten
Mortalitdt der Parameter r sensitiver als die energetische MeRgriéRe. Dies konnte
jedoch auch experimentell bedingt sein, da bis zum Zeitpunkt der Energiebilanzie-
rung aufgrund der letalen Effekte in der frilhen Expositionsphase mdglicherweise
bereits eine Selektion hin zu resistenteren Individuen stattgefunden hat. Subletale
CTAB-Konzentrationen wiirden sich hingegen trotz der reduzierten Nettoproduktion
der Primiparae, gemessen an der spezifischen Zuwachsrate, auf Populationsebene
positiv auswirken. Voraussetzung ist unter jedoch anderem, daR die Uberlebensfi-
higkeit der Jungtiere nicht herabgesetzt ist. An dieser Stelle waren Daten beziglich
GroRe und Fettgehalt der Neonaten und biochemische Zusammensetzung der
Adulten notwendig, um abschatzen zu kdnnen, ob individuelle Effekte hier letztlich
fir die Populationsdynamik relevant sind. Eindeutige Veranderungen bezuglich der
Lange der Jungtiere unter CTAB-Exposition wurden nicht festgestellt, jedoch war der
untersuchte Stichprobenumfang relativ klein.

Weiterhin ist zu diskutieren, in welchem AusmaR die spezifische Zuwachsrate
ChemikalienstreR auf Populationsebene prognostiziert. Perrin et al. (1992) zeigten,
daR die Korrelation zwischen r und Fitness von den Umweltbedingungen abhangig
ist, die spezifische Zuwachsrate daher nicht als genereller Indikator fur Fitness zu
betrachten ist. Underwood und Peterson (1988) argumentieren, dal® anhand von
Effekten auf physiologischer, zellularer und subzellularer Ebene Wachstum und
Reproduktionserfolg von Individuen prognostiziert werden kann, jedoch nicht not-
wendigerweise deren zukiinftige Abundanz.
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Zusammenfassend wurde gezeigt, dall der auf der Basis von Kohlenstoffbilanzen
kalkulierte Scope for Growth-Parameter ein sensitiver Indikator fur chemischen
StreR unter Exposition an CTAB, Kupfer und Cadmium darstellt. Der nach Ablauf der
Adoleszenzphase kalkulierte Netto-Kohlenstoffzuwachs korrelierte mit Veranderun-
gen im Trockengewicht und Langenwachstum der Daphnien.

Die Verminderung des Netto-Kohienstoffzuwachs resultierte in erster Linie aus
einem Rickgang der Kohlenstoffingestion. Konkrete Aussagen, in welchem AusmaR
dieser Effekt durch die reduzierte Kérperlange verursacht wurde oder eine Wachs-
tumsreduktion determinierte, sind jedoch nicht méglich. Die konzentrationsabhangi-
gen Abnahmen im individuellen (kohortenspezifischen) Sauerstoffverbrauch wurden
unter Bezugnahme des Trockengewichtes weitestgehend eliminiert. Chemischer
Strel hatte demnach keinen Effekt auf die metabolische Aktivitat. Mdglicherweise ist
jedoch eine Konstanz der Gesamtstoffwechselverluste bei reduziertem VWachstum
(Abnahme der energetischen Kosten fir SDA) als Indiz fiir erhéhte metabolische
Kosten in anderen Stoffwechselbereichen zu bewerten.

Far eine okotoxikologische Interpretation wurden die Effekte auf das Kohlenstoff-
budget mit Veranderungen der Reproduktionsrate und der spezifischen Zuwachsrate
r verglichen. Unter chronischer Cadmiumexposition konnten Korrelationen zwischen
Effekten auf die Kohlenstoffbilanzen der Primiparae und r aufgezeigt werden; unter
CTAB-Exposition war dagegen ein inverses Verhalten beziiglich SFG und Repro-
duktionsrate im chronischen Test zu beobachten. Zusammenhénge zwischen orga-
nismischen Effekten und mdglichen Konsequenzen fiir die Populationsdynamik, ge-
messen an der demographischen GréRe r, sind mit der hier angewandten Methode
vermutlich nur herzustellen, wenn der Schadstoff die relative Energieaufteilung zwi-
schen Wachstum und Reproduktion nicht beeinfluRt und die Quantitat der Brut nicht
auf Kosten der Qualitat erhéht wird.
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6. Zusammenfassung

Wesentliche Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Erfassung konzentrations- und
zeitabhangiger Effekte subletaler Chemikalienkonzentrationen auf den Sauerstoff-
verbrauch und die Ingestion von Daphnien, eine Abschétzung von den Folgen dieser
Effekte fir den Netto-Kohlenstoffzuwachs (Scope for Growth) unter verldngerter Ex-
position und die Untersuchung méglicher Zusammenhange zwischen physiologisch-
energetischen Veranderungen und Chemikalieneffekten auf Wachstum und Repro-
duktion.

Die Uber mehrere Tage kontinuierlich aufgezeichneten Sauerstoffverbrauchsraten
unterlagen bei gefiitterten Daphnien tageszeitabhangigen Schwankungen, deren
Amplitude von der Nahrungsmenge abhangig war. Aus diesen Beobachtungen
wurde gefolgert, dal? die Organismen im Tagesverlauf Aktivitdtsunterschiede auf-
weisen, die mit einer Abnahme der Sauerstoffverbrauchsrate wahrend der Dunkel-
phase und mdglicherweise einer Verdnderung der rdumlichen Verteilung in der
Testkammer verbunden sind. Die Ergebnisse zeigen, daR die Energieverluste der
Daphnien wéahrend des Tages nicht konstant sind und l&ngere MeRintervalle fir
Energiebilanzierungen von Vorteil sind.

Exposition an CTAB, Kupfer und Cadmium fiihrte zu chemikalienspezifischen, ex-
positionszeitabhangigen Veranderungen im Sauerstoffverbrauch und in der Inge-
stion bei Daphnienkohorten, die sich aus zehn adulten Daphnien und den im Zeit-
raum von vier Tagen entlassenen Jungtieren zusammensetzten.

Akut-subletale Exposition an CTAB verursachte bei Konzentrationen nahe des leta-
len Schwellenwertes eine Abnahme des Sauerstoffverbrauches. Bei Kupfer wurde
fur das entsprechende Expositionsregime parallel zu einer Verminderung des Sauer-
stoffverbrauches eine deutliche Reduktion der Algenaufnahme beobachtet. Mit Cad-
mium wurden im Bereich der akut-letalen Schwellenkonzentration keine Messungen
durchgefiihrt. Exposition an die chronische Wirkkonzentration dieser Chemikalie
hatte in dieser friilhen Expositionsphase keine meRbaren Veranderungen des Sau-
erstoffverbrauches und der Ingestion zur Folge.

Vorexposition an CTAB und Kupfer filhrte tendenziell zu einem Riickgang der Ef-
fekte. Auch unter chronischer Tensidbelastung war jedoch eine konzentrationsab-
hangige Abnahme des Sauerstoffverbrauches und der Ingestion zu beobachten,
begleitet von einer Gewichtsreduktion der Organismen. Unter Cadmiumexposition
wurden Verdnderungen im untersuchten Konzentrationsbereich erst nach langerer
Vorexposition ermittelt. Chronische Effekte bestanden in einer Reduktion von
Sauerstoffverbrauch und Ingestion der Daphnienkohorte, einer verminderten Bio-
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masse der vorexponierten Tiere, begleitet von einer gesteigerten Biomassepro-
duktion durch die Jungtiere wahrend des MeRintervalls.

Chronische Exposition an CTAB und Cadmium hatte eine Verschiebung des mittle-
ren stindlichen Sauerstoffverbrauches wéhrend der Lichtphase relativ zur Dunkel-
phase zur Folge. Bei den Kontrollen war der Quotient (mittlere Sauerstoffver-
brauchsrate im Licht / mittlere Sauerstoffverbrauchsrate im Dunkeln) als Folge der
tageszeitabhangigen Aktivitdtsunterschiede gréRer als 1; nach chronischer Vorex-
position an héhere Konzentrationen lag der Wert unter 1.

Die Ergebnisse zeigen, dal (sub-)organismische StreRreaktionen dynamische Pro-
zesse sind und, substanzspezifisch, expositionszeitabhangige Veradnderungen im
Energiehaushalt von Organismen zur Folge haben kénnen.

Die Zeitabhangigkeiten der Effektauspragung unter Cadmiumexposition sind ver-
mutlich auf die toxikokinetischen Eigenschaften des Stoffes zurlickzuflihren. Unter
CTAB- und Kupferexposition liefern sie moéglicherweise ein Indiz fir Schadstoffak-
klimatisierungen, die im Falle des Tensids entweder unvollstandig waren oder sich
nachteilig auf die Entwicklung der Organismen auswirkten.

Bei Daphnien, die wahrend der Juvenilperiode an die Schadstoffe exponiert waren,
wurde eine konzentrationsabhdngige Abnahme des Netto-Kohlenstoffzuwachses
(SFG) unter Chemikalienexposition ermittelt. Bei Exposition an Kupfer wurden
Effekte erst in Verbindung mit einer erhéhten Letalitdtsquote beobachtet. Die Effekte
wiesen Ubereinstimmungen mit Veranderungen im Trockengewicht und in der Kor-
perlénge der Daphnien auf. Die Abnahmen im SFG waren in erster Linie auf einen
Rickgang der Kohlenstoffingestion zurtickzufiihren. Es war jedoch nicht zu differen-
zieren, in welchem AusmaR diese Veranderung als Folge der reduzierten Kérper-
lange auftrat oder die Wachstumsreduktion determinierte. Deutliche Effekte auf die
gewichtsspezifische Sauerstoffverbrauchsrate wurden nicht ermittelt.

Die Abnahme im SFG korrelierte mit einer Verminderung der mittleren Reproduk-
tionsrate und der spezifischen Zuwachsrate r unter chronischem CadmiumstreR.
Unter CTAB-Exposition wurde trotz der Reduktion im SFG und in der Kérperlange zu
Beginn der Adultphase eine Steigerung der Reproduktion beobachtet. Veranderun-
gen in der relativen Energieverteilung zwischen Wachstum und Reproduktion sind
anhand von Kohlenstoffbilanzen mit dem in dieser Arbeit angewendeten Verfahren
nicht kalkulierbar. Zusammenhénge zwischen energetischen Verdnderungen und
Effekten auf die Reproduktion und die demographische GréRe r sind mit dieser
Methode vermutlich nur herzustellen, wenn der SchadstoffstreR keine Auswirkungen
auf die relative Energieverteilung im Organismus hat.
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7. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese ulberpriift, daR Exposition an
toxische Stoffe die energetischen Kosten des Organismus erhéht und durch diesen
zusatzlichen Energiebedarf die fiir Wachstum und Reproduktion verfligbaren Res-
sourcen vermindert werden.

Mit Hilfe der Respirometrie war bei Daphnien, die eine Reduktion im Scope for
Growth unter chronischer Chemikalienexposition aufwiesen, eine Erhéhung der me-
tabolischen Rate, gemessen am gewichtsspezifischen Sauerstoffverbrauch, nicht
festzustellen. Dieser Befund widerlegt jedoch nicht die eingangs formulierte Hypo-
these, da der mit StreRreaktionen verbundene zusétzliche Energiebedarf unter Um-
stdnden durch Energieeinsparungen in anderen Stoffwechselbereichen kompensiert
wird und sich aus diesem Grund nicht auf den Gesamt-Sauerstoffverbrauch aus-
wirkt. Solche Kompromisse in der Ressourcenverteilung sind mit Energiebilanzie-
rungen auf organismischer Ebene nicht zu erfassen. In der Tat sind die beobachte-
ten Veranderungen in der Tagesrhythmik der Sauerstoffverbrauchsraten unter
Chemikalienexposition moglicherweise ein Indiz fir solche Umverteilungen von
Energieressourcen. Diese Beobachtungen verdeutlichen die Vorteile des in dieser
Arbeit etablierten respirometrischen Verfahrens. Als eine Optimierung der Methode
wdre eine gleichzeitige Erfassung von Sauerstoffverbrauch, lokomotorischer Aktivitat
und FreRaktivitat der Organismen anzustreben.

Die mit den modellhaft eingesetzten Stoffen erzielten chronischen Effekte auf
Wachstum, Reproduktion und Uberlebensféhigkeit weisen chemikalienspezifische
Unterschiede auf, die durch die Ergebnisse der Respirometrie nicht zu erklaren sind.
Die Komplexitat der Effektmuster, die mit den drei Chemikalien erzielt wurden, 1aRt
vermuten, daR chronische Wirkungen nicht das Resultat genereller StreRantworten
sind.

Weitere Versuche sollten darauf abzielen, neben Verdnderungen im Gesamt-Ener-
gieverbrauch des Individuums, Chemikalieneffekte auf wesentliche Prozesse, die zur
Erhaltungs- und Synthesearbeit (vgl. Abb. 1) beitragen, gleichzeitig zu erfassen und
die metabolischen Kosten individueller Komponenten des Energiebudgets zu
kalkulieren. Um Zusammenhange zwischen physiologischen Effekten und Verande-
rungen populationsdynamisch relevanter Parameter zu verstehen, ist eine Verbesse-
rung des Wissensstandes beziiglich der Regulationsmechanismen, iber die die
Ressourcenverteilung zwischen Wachstum und Reproduktion gesteuert wird, und
bezlglich der Wirkung von Chemikalien auf diese Mechanismen notwendig.
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9. Anhang

A 1 Korrektur der Respirometerdaten hinsichtlich der Algenphotosynthese
1. Abschéatzung des mittleren physiologisch aktiven Algenbiovolumens in den Kontrollen:

Zur Vereinfachung der Kalkulation wurde angenommen, daR die FreRaktivitdt der Daphnien
eine lineare Abnahme des Algenbiovolumens zur Folge hat.

a) Abschétzung des ingestierten Algenbiovolumens / VVersuchstag:

Ingestion, (1. Tag) = Algen, - Rest,
Ingestion, (mittlerer Wert am 2. bzw. 3. Tag) * = ((Algen; + Algens + Rest;) - Rests)/2

* nach Ablauf des 2. Tages wurde keine Partikelanalyse durchgefiihrt
Algen.;: Algenbiovolumen der drei Futterrationen

Rest;: Algenbiovolumen im Replikat 24 h nach der ersten Algenapplikation
Rest;: Algenbiovolumen in den Respirometerkammern am Ende des MeRzeitraums

b) Abschatzung des mittleren physiologisch aktiven Algenbiovolumens in den Kontrollen:

1. Tag: Algen; - ('/5 Ingestion,)
2. Tag: Rest; + Algens, - (/5 Ingestions,)
3. Tag: Rests + (*/s Ingestions)

2. Berechnung des mittleren physiologisch aktiven Algenbiovolumens in den exponierten
Testansétzen:

Die fir die drei MeRtage ermittelten Werte wurden jeweils um den Anteil erhéht, der nach
der kalkulierten Ingestionshemmung der Daphnien zu erwarten war.

3. Berechnung der Sauerstoffproduktion:

Die Kalkulation der Sauerstofffreisetzung erfolgte nach Gl. 6, bei CTAB-Exposition wurden

die in Tab. A 2.1 aufgefiihrten Chemikalieneffekte auf die Algenphotosynthese berlicksich-
tigt. ‘
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A 2 EinfluB der Testchemikalien auf die Algenphotosynthese
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Tab. A 2: Effekte auf die Algenphotosynthese (Sauerstoffproduktion und Biovolumenzuwachs); dar-
gestellt als prozentuale Abweichung zum Mittelwert von 3 Kontrollen (jeweils Mittelwerte von 2 Paral-
lelen pro Testkonzentration).

Tab. A 2.1: CTAB

Sauerstoffproduktion Biovolumenzuwachs
36 pg/L -7% -11%
43 pg/L -21% -25%
52 pg/L -32% -34 %
Tab. A 2.2: Kupfersulfat Pentahydrat
Sauerstoffproduktion Biovolumenzuwachs
23 pg/L 0% 49 %
33 pg/L -4% 40 %
40 pg/L -12% 41 %

Tab. A 2.3: Cadmiumchlorid Monohydrat

Sauerstoffproduktion Biovolumenzuwachs
6,7 ug/L 13 % 11 %
10 pg/L 7% 4 %
15 pg/L 7 % 8%
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A 3 Reproduzierbarkeit der Experimente mit CTAB

Ergebnisse von 3 Messungen (1 d vorexponiert) und 2 Messungen (4 d und 13 d vorexpo-
niert). Die Daten wurden jeweils fiir 10 Adulte und die wahrend 4 d freigesetzten Jungtiere
ermittelt und als prozentuale Abweichung zum Mittelwert von 3 Kontrollen dargestellt.
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Abb. A 3.3: Wachstumsspezifischer Sauerstoffverbrauch [pL O-/72 h/mg Biomasseproduktion].



9. Anhang 119

A 4 Mittlerer Sauerstoffverbrauch wihrend der Hell/Dunkelphasen

Tab. A 4: Mittlerer stindlicher Sauerstoffverbrauch von Daphnienkohorten (10 adulte Daphnien ein-
schlielich der innerhalb von 4 d entlassenen Neonaten, 9 x 10° fL Algen/d) wéhrend der Lichtphasen
6-22 Uhr (L) und Dunkelphasen 22-6 Uhr (D) im Vergleich zum Mittelwert der parallel untersuchten
Kontrollen.

Tab. A 4.1: CTAB (50 pg/L 1 d vorbelastet: Letalitat)

Kontrolle 1 d vorexponiert [ug/L] 4 d vorexponiert [pug/L]

MeRtag 22 33 50 22 33 50
[ML O2/n] |[ML O/h] | [ML Oz/h] | [uL O2/] | [ML O2/h] | [HL O2/h] | [ML Oz/h]

1.Tag L -22 -20 -18 -20 -19 -17

D -21 -7 -16 -20 -21 -18

2.Tag L -36 -33 -29 -33 -33 -27

: D -32 -29 -26 -34 -35 -29

3.Tag L -53 -52 -44 -50 -48 -40

D -45 -41 -44 -50 -53 -45

Mittel L -37 -35 -31 -34 -33 -28

Mittel D -32 -29 -28 -35 -36 -30

Tab. A 4.2: CTAB (50 pg/L 1 d vorbelastet: Letalitat)

Kontrolle 1 d vorexponiert [ug/L] 13 d vorexponiert [ug/L]

MeRtag 22 33 50 22 33 50

[uL Oz/h] | [uL Oa/h] | [WL Oz/h] | [uL O2/h] | [ML O2/h] | [L O2/h] | [uL Oz/h]

1.Tag L -17 -13 -14 -16 -14 -14
D -16 -10 -12 -19 -16 -15

2.Tag L -29 -22 -22 -26 -21 -21
D -27 -18 -17 -33 -28 -23

3.Tag L -32 -26 -27 -29 -24 -23
D -41 -28 -28 -46 43 -40

Mittel L -26 -20 -21 -24 -20 -19
Mittel D -28 -18 -19 -33 -29 -26
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Tab. A 4.3: CTAB (50 pa/L 1 d vorbelastet: Letalitat)

Kenfrolie 1 d vorexponiert [ug/L] 4 d vorexponiert [ug/L]

MeRtag 22 33 50 22, 33 50
[uL Oo/h] | [WL O2/h] | [uL Ox/h] | [uL O2/h] | [ML O2/n] | [HL Oz/h] | [uL O2/h]

1.Tag L -21 -18 -16 -19 -19 -17

D -18 -15 -18 22 -22 -17

2.Tag L -33 -30 27 -32 -32 -26

D =31 -22 -26 -30 -36 -26

3.Tag L -48 -47 -45 -44 -49 -37

D -44 -35 -38 -48 -55 -42

Miftel L -34 -32 -29 -32 -34 -27

Mittel D| 31 | -24 -27 =33 -38 -28

Tab. A 4.4: CTAB (1 d vorexponiert nicht getestet)

Kontrolle 1 d vorexponiert [ug/L] 13 d vorexponiert [pg/L]
Meftag 22 33 50
[uL O2/n] [WL O/h] | [UL O2/h] | [ML Oz/h]
1.Tag L -18 -18 -16 -14
D -16 -18 -18 -16
2.Tag L -29 -26 -25 -21
D -23 27 -27 -25
3.Tag L -41 -39 -37 -32
D| -33 -36 42 -37
Mittel L -29 -28 -26 -22
Mittel D -24 -27 -29 -26

Tab. A 4.5: Kupfersulfat Pentahydrat (40 pg/L 1 d vorexponiert: Letalitat)

Kontrolle 1 d vorexponiert [ug/L] 4 d vorexponiert [ug/L]

Meftag 16 25 40 16 25 40
[ML Oz/h] | [uL Oz/h] | [HL O2/h] | [HL O2/h] | [ML O2/h] | [ML O2/h] | [ML O2/h]

1.Tag L -21 -19 -18 -20 -17 -16

D -16 -14 -13 -21 -24 -16

2.Tag L -33 -32 -33 -31 -26 -25

D -26 -26 -25 -33 -29 -26

3.Tag L -44 -47 -48 -45 -42 -39

D -36 -35 -35 -42 42 -40

Mittel L -33 -32 -33 -32 -29 -27

Mittel D -26 -25 -24 =32 -32 -27
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Tab. A 4.6: Kupfersulfat Pentahydrat (40 pg/L 1 d vorexponiert: Letalitat)

Kontrolle 1 d vorexponiert [ug/L] 13 d vorexponiert [ug/L]
MeBtag 16 25 40 16 25 40
[UL Oa/h] | [HL Oo/h] | [HL O2/h] | [uL O2/h] | [ML Oo/h] | [ML Oa/h] | [uL Oz/h]
1. Tag L -21 -17 -11 -17 -16 -18
D -15 -1 -9 -18 -16 -16
2.Tag L -29 -26 -19 -29 -26 -28
: D -23 -21 -19 -28 -25 -26
3.Tag L 42 -41 -30 -40 -39 -43
D =32 -27 -25 -38 -36 -38
Mittel L =31 -28 -20 -29 -27 -29
Mittel D -24 -19 -18 -28 -26 -26
Tab. A 4.7: Cadmiumchlorid Monohydrat
Konfrolle 1 d vorexponiert [ug/L] 4 d vorexponiert [ug/L]
MeRtag 0,9 3,0 10 0.9 3.0 10
[ML O2/n] | [WL Oz/h] | [ML O2/h] | [HL Oz/h] | [uL Oz/h] | [UL O2/h] | [WL Oz/h]
1.Tag L -19 -26 -24 -27 -24 -28 -25
D -17 -17 -18 -21 -25 -37 -22
2.Tag L -35 -38 -36 -44 -41 -35 -33
: D| -20 -29 =31 32 -38 35 -29
3.Tag L -50 -55 -56 -60 -51 -52 -49
D -44 -46 -44 -47 -52 -53 42
Mittel L -35 -40 -39 -44 -39 -38 -36
Mittel D -30 -30 =31 -33 -38 42 -31
Tab. A 4.8: Cadmiumchiorid Monohydrat
Konftrolle 1 d vorexponiert [ug/L] 13 d vorexponiert [ug/L]
MeRtag 0.9 3,0 10 0,9 3,0 10
[uL O2/h] | [WL O2fh] | [uL O2/h] | [WL O2/h] | [HL O2/h] | [HL Oz/h] | [HL O/h]
1. Tag L -19 -19 -17 -22 -23 -18 -18
D -17 -18 -13 -20 -24 -20 -20
21|y L -31 -28 -26 -32 -35 -30 -25
D -27 -21 -20 -28 -31. -35 -26
3.Tag L -46 -42 -40 -44 -46 -43 -37
D -41 -32 -28 -38 -42 -52 -43
Mittel L -32 -29 -28 -32 -35 -30 -27
Mittel D -28 -24 -20 -29 -32 -36 =30
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A 5 Chemikalieneffekte auf Sauerstoffverbrauch und Ingestion in Abhingigkeit von
der Konzentration und der Expositionszeit (Daten zu den Abb. 8, 9, 11, 12, 14, 15)

Tab. A 5: CTAB-, Kupfer- und Cadmiumeffekte auf Ingestion [fL Algenbiovolumen/72 h], Sauerstoff-
verbrauch [uL O2/72 h], wachstumsspezifischen Sauerstoffverbrauch [uL O,/72 h/mg Biomassepro-
duktion] und gewichtsspezifischen Sauerstoffverbrauch [pL O./72 h/ mg Trockengewicht bei MeRbe-
ginn]:

Zeit Konz. Ingestion O;-Verbrauch wachstums- gewichts-
spezifischer spezifischer
O, -Verbrauch O,-Verbrauch

[d] [wg/L] (%] [%] [%] [%]
CTAB

1 22 6,3 -16,1 -7.8 -19,1
1 33 7.3 -19,0 -20,8 -12,5
1 50 Letalitat

4 22 -1,3 -3,6 -10,5 -1.4
4 33 -1,4 -4,0 -4.8 -9,3
4 50 -5,0 -10,9 -10,2 -16,3
13 22 -2,0 0,1 -4,1 6,9
13 33 -10,4 -13,4 -14,5 -6,0
13 50 -16,5 -18,2 -20,9 -2,0

Kupfer

1 16 0,6 -6,5 -16,9 1,4
1 25 -15,4 -16,8 -18,4 9,3
1 40 Letalitat

4 16 2,7 3.9 33 1,2
4 25 -2,0 -4,0 -1.0 -2,0
4 40 6,4 -12,9 -30,2 18,5
13 16 1.7 1.1 6.1 1,3
13 25 -2,9 6,1 6.4 -10,2
13 40 0,7 1.1 -12,3 8,3

Cadmium

1 0,9 -2,9 0,0 -5,9 6,3
1 3,0 -3,7 -3,9 -2,9 -7,0
1 10 -1,9 11,0 53 55
4 0,9 0,2 16,0 9.7 18,3
4 3,0 0,1 17,8 33 25,1
4 10 -5,5 13 -5,9 6,2
13 0.9 -0,2 9,6 49 10,8
13 3,0 -0,7 47 -5,6 7.9

13 10 -12,2 -9,3 -25,9 14,9
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A 6 Ergebnisse der Reproduktionstests
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Tab. A 6: Ergebnisse der chronischen Reproduktionstests: Lange (Mittelwert + sn) der Primiparae (8.
Tag) und adulten Daphnien am 17. Tag [mm], Letalitdt wahrend des Beobachtungszeitraums (17 d),
Reproduktionsrate als mittlere kumulative Neonatenzahl / Gberiebender Daphnien / 17 d (Zmx) sowie
als kumulative Brut / Gberiebender Daphnie / 17 d unter BerUcksichtigung aborter Eier (Zmx*) und
geschatzte spezifische Zuwachsrate r.

Tab. A6.1: CTAB

CTAB Lange (8 d) | Lange (17 d) | Mortalitdt | Reproduktionsrate r
(gLl [mm] [mm] [%] Imx  Imx*

0 3,1+0,2 39+04 0 31,0 35,6 0,271
17 3,0£0,2 3,9+£0,3 10 35,9 399 0,263
21 29+0,2 3,8x£0,2 0 39,7 41,6 0,289
25 3,0+£0,2 3,8x£02 10 37.8 40,4 0,283
30 29x0,2 3,704 0 425 445 0,303
36 28+0,3 37+£0,3 0 41,3 43,1 0,298
43 28+0,2 3,7+02 10 443 46,1 0,303
52 2,7+0,2 3,7+0,2 50 40,3 426 0,268

Tab. A 6.2: Kupfersulfat Pentahydrat
CuSO,4 x5 H;O | Lénge (8 d) | Lange (17 d) | Mortalitdt | Reproduktionsrate r
[Ho/L] [mm] [mm] [%] Imx  Imx*

0 3,003 3,8+0,2 10 41,0 447 0,300

0 3,0x0,2 3.9+£0,2 0 43,8 47 .1 0,313
16 31203 39+0,2 10 452 50,2 0,306
19 3,0£0,3 38+04 0 39,3 441 0,302
23 3,1£0,3 3,8+£05 20 47,4 50,3 0,290
28 30+03 3,7+0,5 30 43,7 45,9 0,278
33 3.0+03 3,7+£0,3 30 449 466 0,277
40 27+03 34+02 60 30,8 31,3 0,201
48 26+0,2 3,5 80 375 38,0 0,156
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Tab. A 6.3: Cadmiumchlorid Monchydrat

CdCl; x H;O | Lange (8 d) | Lange (17 d) | Mortalitdt | Reproduktionsrate r
[wgiL] [mm] [mm] [%] Zmx  Imx*

0 3,0+£0,1 3,8+0,2 0 40,8 42,6 0,291

0 3,1+£0,1 3,8+0,3 0 39,3 40,0 0,286
1,3 3,1+0,1 3,8+0,1 10 38,8 39.3 0,277
2,0 3,0£0,2 3,8+0,2 20 40,4 41,3 0,279
3,0 3,0£0,2 37+04 10 40,7 416 0,286
44 3,002 3.81£0,1 0 41,2 42,6 0,294
6,7 29+0,1 36102 0 31,0 32,1 0,271
10 28402 34102 20 26,9 275 0,247
15 2504 3.4 70 212 22,3 0,228

124



Danksagungen

Folgenden Personen, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben, mdchte
ich herzlich danken:

Herrn Prof. Dr. I. Schuphan (RWTH Aachen, Lehrstuhl fiir Biologie V: Okologie,

Okotoxikologie, Okochemie) fiir die Unterstiitzung des Promotionsvorhabens und
die Ubernahme der Betreuung der Arbeit.

Herrn Prof. Dr. G. Schiidrmann (Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH,
Sektionsleiter der Sektion Chemische Okotoxikologie) fir die Erméglichung der
Durchfiihrung dieser Arbeit am Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH.

Herrn PD Dr. H. Segner (Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH,
Abteilungsleiter der Aquatischen Okotoxikologie) fur die Betreuung der Arbeit, fur
die hilfreichen und motivierenden Diskussionen und die Unterstlitzung jeglicher
Art bei der Durchflihrung und Fertigstellung der Doktorarbeit.

Herrn PD Dr. H. T. Ratte (RWTH Aachen, Lehrstuhl fiir Biologie V: Okologie,
Okotoxikologie, Okochemie) fiir seine Unterstiitzung und die hilfreiche
Diskussion.

Herrn Dr. R. Altenburger (Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH,
Laborleiter Biotest-Labor) flir die fachlichen Anregungen und Diskussionen, die
Hilfestellung bei der Losung praktischer Probleme sowie die vielfaltige Férderung
und Aufmunterung.

Frau Monika Hammers (RWTH Aachen, Lehrstuhl fiir Biologie V: Okologie,
Okotoxikologie, Okochemie) fiir die Einfiihrung in die Daphnienkultivierung und -
testung.

Herrn Dr. J. Flachowsky und Frau P. Fiedler (Umweltforschungszentrum Leipzig-
Halle GmbH, Sektion Analytik) fiir die Durchfiihrung der TOC-Bestimmungen.

Frau U. Kayser und Frau J. Kriger fur lhre Hilfe im Labor und bei der
Daphnienkultivierung.

Allen Mitarbeitern der Abteilung Aquatische Okotoxikologie fiir das angenehme
Arbeitsklima.



Monika Knops

02.04.1964
1970 - 1974
1974 - 1980
1980 - 1984
Juni 1984

1984 - 1987
September 1987
1987 - 1988

1988 - 1994

November 1994
seit August 1995

Lebenslauf

Geboren in Aachen

Grundschule in Aachen / Eilendorf
Geschwister-Scholl-Gymnasium in Aachen
Kaiser-Karls-Gymnasium in Aachen

Abitur

Ausbildung zur Kinderkrankenschwester am
Universitatsklinikum der Gesamthochschule Essen
Examen als Kinderkrankenschwester

Tatigkeit als Kinderkrankenschwester in der Kinderklinik
der RWTH Aachen

Studium der Biologie an der Rheinisch-Westfalischen
Technischen Hochschule Aachen

Diplom in Biologie

Anfertigung der Dissertation am Umweltforschungs-
zentrum Leipzig-Halle GmbH



UFZ-Umweltforschungszentrum Leipmg-l-l'a}le GmbH
Sektion Chemische Okotoxﬂ(ologie _ .
PermoserstraBe 15

D-04318 Leipzig

Telefon 0341/235-2309

‘Telefax 0341/235-2401




	GeniusMFP Document-1.pdf
	GeniusMFP Document-3.pdf
	GeniusMFP Document-4.pdf

