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1 Einfiihrung

"Das Wasser ist ein freundliches Element flr den, der [...] es zu behandeln weiR." Hinter
diesem Zitat von Johann Wolfgang von Goethe (1749-1832) verbirgt sich, dass der Mensch
achtsam und sorgfaltig mit Wasser im Allgemeinen umgehen soll. Das betrifft heutzutage
nicht nur den sparsamen Gebrauch in Haushalten, sondern auch die Reinigung des vom
Menschen verschmutzten Wassers und den Schutz aller Gewadsser vor anthropogenen
Einfllssen.

Die Offentlichkeit und Wissenschaftler konzentrieren sich hinsichtlich des Schutzes der
Gewaésser besonders auf mogliche nachteilige Auswirkungen von Pestiziden. Zur richtigen
Nutzung und Behandlung von Wasser gehort nach Interpretation des eingangs genannten
Zitats auch eine ordnungsgemale Beurteilung der Geféhrdung von Pestiziden. Die
Behandlung der landwirtschaftlich genutzten Flachen gegen Schédlinge erfolgt regelmaRig in
der Wachstumsperiode der Pflanzen, wobei Insektizide, Herbizide und Fungizide angewendet
werden. Deren Eintrag in angrenzende Gewasser geschieht Uber Abfluss vom Feld nach
Regenereignissen, Abdrift bei der Ausbringung von Pflanzenschutzmitteln (PSM) und ebenso
durch StraRBenabldufe [1,2]. Die Folgen sind unerwiinschte Kontaminationen. Die Umwelt-
auswirkungen von Pestiziden auf Flora und Fauna in Oberflachengewéssern sind sowohl von
den Spitzenkonzentrationen als auch von der Dauer der Exposition abhangig [3]. Die Studien
zu SPEAR zeigen immer wieder, dass die Spitzenbelastung den Effekt beeinflusst, wie es z.B.
Liess und von der Ohe (2005) zeigten [4]. Im Freiland wirken neben den Schédlings-
bek&mpfungsmitteln auch Umweltstressoren wie beispielsweise Temperatur, geringes
Nahrungsangebot und ultraviolette Strahlung. Die in Gewassern lebenden Organismen sind
somit multiplen Stressoren ausgesetzt, die sich hinsichtlich der Effekte auf Nicht-
Zielorganismen verstarken konnen. Hierbei sind beispielsweise Cadmium und Temperatur
sehr gut untersuchte Stressoren. Cadmium ist in Dulngemitteln enthalten und wirkt bei
Kleinkrebsen, die als Versuchstiere verwendet werden, toxisch [5-9]. Der Umweltfaktor
Temperatur erhoht die Sensitivitat gegentiber Chemikalien und verstarkt den Effekt, sobald
nicht mehr der optimale Temperaturbereich vorliegt [5-9].

Die 0kotoxikologische Bewertung von Schadstoffen berlcksichtigt derzeit Daten von akuten
und chronischen Biotests, die mit verschiedenen Lebewesen, darunter u.a. Daphnien, Fische
und Insekten, durchgefiihrt werden. Aufbauend auf dieser Datengrundlage, wird ein TER-
Wert (Toxicity-Exposure-Ratio, zu deutsch Toxizitats-Expositions-Verhéltnis) ermittelt, der
flir die Zulassung eines PSM entscheidend ist [10]. Der Wert basiert auf einer Konzentration,
bei der kein Effekt bei den Biotests eintrat (NOEC), und wird mit Unsicherheitsfaktoren
verrechnet, um auch sensitivere Organismen zu berlcksichtigen [11]. Mithilfe des TERs wird
am Ende das Risiko des PSM fiir kleine Oberflachengewasser bestimmt, die sich am Feldrand
befinden. Das Risiko wird allerdings bisher nur fur eine Belastungsspitze ermittelt. Die
kleinen Oberflachengewdsser grenzen jedoch oftmals an mehreren Feldern und kénnen in
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kurzer Zeit mehrere Belastungsspitzen nacheinander erfahren [10]. Daher kann es zu Effekten
im Freiland kommen, die um den Faktor 100 bis 1000 unter dem Laborwert liegen, der fir ein
Pestizid als akzeptable Effektkonzentration (EC50) festgelegt wurde [12]. Hinzu kommt, dass
Mischungen von Schadstoffen sowie der Einfluss von Umweltstressoren in der
Risikobewertung unbeachtet sind [2]. Diese Aspekte tragen aber mal3geblich zu dem Effekt
auf einen Organismus bei. Neben dem Einfluss auf einzelne Individuen zeigen Studien in
Bezug auf hohere Endpunkte auch Effekte auf eine ganze Gemeinschaft [13,14], die auch
keine Rolle im Prozess der PSM-Bewertung spielen.

Aufgrund der Defizite in der PSM-Risikobewertung ist es erforderlich, Lésungen fir die
Integrierung aller Faktoren zu finden, die Einfluss auf Wasserlebewesen haben. Seit
Jahrzehnten wird im Bereich der Okotoxikologie an der Wirkung unterschiedlichster Pestizide
und Umweltstressoren auf Wasserorganismen geforscht. Es werden vorwiegend Pestizide in
den Konzentrationen getestet, die im Freiland in den Gewéassern gemessen werden konnten.
Hinsichtlich der Umwelteinfliisse existieren Studien zum Einfluss von beispielsweise
Temperatur, Futter, Salzgehalt und Sauerstoffverfiigbarkeit [1,8,15,16]. Im letzten
Jahrhundert wurden Modelle entwickelt, die urspriinglich aus der Pharmakologie stammen,
jedoch werden sie nun auch fir die Vorhersage von Pestizidmischungen verwendet. Die
Voraussetzung flr die Anwendung der Modelle ist ein unabhangiger Wirkmechanismus, was
bedeutet, dass Stressoren nicht chemisch miteinander interagieren und sich nicht in ihrer
Toxizitat beeinflussen. Es handelt sich um die Modelle Konzentrationsaddition (CA) und
Effektaddition (EA).

Das CA-Modell wurde 1926 von Loewe und Muischnek entwickelt, womit seit ein paar
Jahren auch Pestizidmischungen vorhergesagt werden [17]. Es gilt hauptséchlich fur Stoffe
mit ahnlichen Wirkmechanismen. Als Endpunkt gilt der prozentuale Effekt, der durch eine
bestimmte Effektkonzentration verursacht wird. CA wurde in vielen Studien bereits
erfolgreich angewendet [18] und wird mathematisch nach Formel 1 beschrieben. Die
Konzentrationen zweier Chemikalien sind durch ca und cg beschrieben und ECy sind die
Effektkonzentrationen der jeweiligen Chemikalie, die einen Effekt von x % ausldsen.

Cy Cp

+ =1
ECyy ' ECyg

Formel 1: CA-Modell nach Loewe et al. (1926)

Das EA-Modell wurde von Bliss C. I. im Jahr 1939 entwickelt [19]. Bliss arbeitete mit
Testsystemen, bei denen die Mortalitdat als Endpunkt galt und schaffte eine weitere
Maoglichkeit, Stressorkombinationen zu betrachten. Mit der Grundlage von tatséchlichen
Effekten auf Uberleben oder Sterben kann die Wahrscheinlichkeit des Uberlebens oder
Sterbens, resultierend aus einer Exposition gegenuber mehreren Stressoren mit unabhangigen
Wirkmechanismen, berechnet werden [19]. Das Modell EA wird mathematisch wie in Formel
2 beschrieben. Dabei ist es gleich der vorhergesagte Effekt, ausgedriickt in der prozentualen



Mortalitat, und e; und e, sind die Effekte, wieder ausgedriickt in Mortalitaten, die von den
jeweiligen Stressoren verursacht wurden.

e3=e; +e;— (egxey)
Formel 2: EA-Modell nach Bliss C. 1. (1939)

Der Ansatz ermdglicht es ebenso, neben Giftmischungen die Kombination von Pestizid- und
Umweltstressoren vorherzusagen, weil das Modell keine Grenzen beziglich der Anzahl an
Stressoren festlegt [18]. Es existiert kein Modell, das speziell fur die Vorhersage von
Kombinationen aus Chemikalien- und Umweltstressoren entwickelt wurde. Jedoch haben
Coors und De Meester (2008) in ihrer Studie zur Wirkung eines Pestizids zusammen mit
Umweltstressoren erfolgreich nachgewiesen, dass EA sich fir solch eine VVorhersage ebenfalls
eignet [20]. Im Gegensatz zu CA kann EA fir solche Stressoren verwendet werden, weil es
auf die Unterschiedlichkeit der Stressoren abzielt.

In der Okotoxikologie werden drei Effekte unterschieden, die auf der Grundlage eines
Modells bestimmt werden. Ist der Effekt gleich die Summe der Einzeleffekte, so wird von
additivem Effekt gesprochen, der vor allem durch die beiden beschriebenen Modelle CA und
EA vorhergesagt wird. Treten jedoch zwischen den Stressoren Interaktionen auf, so bleibt der
Effekt nicht immer additiv, sondern tritt stirker oder schwécher auf. Im Falle eines
schwécheren Effekts, wird von Antagonismus gesprochen und im Gegensatz dazu werden
starkere Effekte als Synergismus bezeichnet. Synergismus kann nur identifiziert werden,
wenn die eingetretenen Effekte starker sind als vom Nullmodell erwartet, welches z.B. CA
oder EA sein kann.

Die hoch synergistischen Effekte von Schadstoffen mit einem Umweltstressor kénnen nun
quantitativ vorhergesagt werden, da von Liess et al. 2016 das Modell der Stressaddition
(SAM) entwickelt wurde [21]. Dieser Ansatz ist ganz neu und wurde in einer Meta-Analyse
mit verschiedenen Studien, die Kombinationen aus einer Chemikalie und einem
Umweltstressor betrachteten, kalibriert. Es sollen Stressoren unterschiedlicher Wirkung auf
eine gemeinsame Kapazitat erfasst werden. Wie bereits erwahnt, so berlcksichtigt die
Pestizid-Risikobewertung nicht mehrere zeitgleich wirkende Stressoren. Die Quantifizierung
der vielfachen Stress-Effekte ist demnach ausstehend. SAM geht von einer allgemeinen
Belastungskapazitat fiir jedes Individuum aus. Die Kapazitét hat es gegenuber allen Arten von
spezifischem Stress und sollte nicht ausgeschopft werden. Das Modell (Ubertragt
experimentelle Stressniveaus unter Verwendung der stressbedingten Mortalitat in allgemeine
Belastungsniveaus. Die allgemeinen Stressniveaus von unabhdngigen Stressoren sind additiv,
wobei die Summe die Gesamtbelastung einer Population bestimmt [21]. SAM zielt auf die
Anderung der Sensitivitat aufgrund bestehender Interaktionen, welche gemeinsam auf die
Gesamtkapazitat wirken. Die Umwandlung der experimentellen Stressniveaus in allgemeine
Belastungsniveaus kann in der Abbildung 1 nachvollzogen werden.
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Abbildung 1: Modell der Stressaddition nach Liess et al. (2016)
(A,B: allgemeine Stresskapazitat; C: Gesamtstress; D: Kombinierter Effekt)

1.1 Stand der 6kotoxikologischen Forschung

An der Wirkung von biotischen und abiotischen Faktoren wurde im letzten Jahrhundert
bereits viel geforscht. Viele Studien setzten sich mit Futterlimitierung, Temperaturstress,
ultravioletter Strahlung oder auch R&ubertum als Stressor bzw. Herausforderung fir viele
Arten auseinander. Daphnien gelten als Indikatorarten bei der Bewertung der Gewasserguite
fur kleine stehende Oberflachengewdasser. Darum werden sie als Modellorganismen in
zahlreichen Forschungsarbeiten eingesetzt, um deren Sensitivitat gegentiber vielen Stressoren
zu testen. Fir die vorliegende Arbeit stellte sich im Besonderen die Frage, welche
Erkenntnisse es bisher in der Wirkung von Futter- und Temperaturstress gibt.

Futterstress kann nicht nur durch veranderte Umweltbedingungen auftreten, sondern auch
durch Konkurrenz in der Gemeinschaft, weshalb dies ein essentieller Parameter ist, den es in
toxikologischen Tests zu beriicksichtigen gilt. Uber die Effekte von Futterstress auf die
Spezies Daphnia parvula wurde herausgefunden, dass ein signifikanter Einfluss auf die
Entwicklung, das Alter bei der ersten Reproduktion, die Brutdauer sowie Anzahl der Eier
fortpflanzungsféhiger Miitter und die Anzahl der Nachkommen pro Brut und Mutter besteht
[22]. AuBerdem beschreiben Orcutt und Porter (1984), dass mit steigendem Futterangebot die
Reproduktionsrate pro Muttertier zunimmt, jedoch konnte kein signifikanter Einfluss auf die
Lebensdauer festgestellt werden [22]. Eine Studie von Smolders et al. (2005) belegt ebenfalls
mit Untersuchungen von Futterstress auf den Organismus Daphnia magna, dass ein Mangel
an Futter keinerlei signifikanten Effekt auf das Uberleben zeigt. D. magna entwickelt sich
bezlglich Grole und Reproduktion wie D. parvula, denn diese Parameter steigen mit
steigender Futtermenge [5,7,8]. Die Quantitdt der Nahrungsaufnahme bestimmt die
korperliche Kondition eines Organismus, wie es Heugens et al. (2001, 2006) schlussfolgert
[5,7]. Smolders et al. (2005) und Filho et al. (2011) fanden zum Energiestatus von D. magna
heraus, dass dieser mit steigendem Futter steigt, was die Aussage von Heugens et al. (2001)
bestatigt [5,8,23]. Eine Studie zu Effekten von multiplen Stressoren beschreibt, dass mit
steigender Futtermenge die Metabolismusrate ebenso zunimmt [5]. Dadurch kann mal3geblich
die Toxikokinetik, im speziellen die Aufnahmerate und Elimination einer Chemikalie sowie
die Entgiftung des Organismus beeinflusst werden [5]. Fur ein Individuum bestimmen
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letztendlich die genannten Vorgdnge die Toxizitat eines Giftes. Pieters et al. (2005)
untersuchte bei D. magna das Insektizid Fenvalerat in Kombination mit Futterstress und fand
heraus, dass wenig Nahrungsangebot die Toxizitat des Giftes steigerte. Fenvalerat verursacht
bereits eine Abnahme des Uberlebens sowie des Wachstums und Futterstress verschlimmert
diesen Effekt [1]. Einen &hnlichen Einfluss von Chemikalien konnten Barry et al. (1995) fir
Esfenvalerat und Endosulfan feststellen [24]. Die meisten Studien zur Kombination von
Futterstress mit einem Schadstoff bestimmten nicht den Effekt auf der Grundlage eines
Modells. Im Zuge der Entwicklung von SAM von Liess et al. (2016) konnten aber fir einige
Studien, die Futterstress als Basis beinhalteten, z.B. fur die Untersuchungen von Pieters et al.
(2005), synergistische Effekte zu der Stressorkombination gut vorhergesagt bzw. bestimmt
werden. Zusammenfassend kann als Hauptaussage getroffen werden, dass Futter ein
Schlisselparameter in der Bestimmung der Fitness von Organismen und der Toxizitat von
Giften flr sie darstellt [5].

Der Einfluss von erhohter Temperatur wird immer bedeutender, weil in den nachsten Jahren
die mittlere Temperatur auf der Erde weiter ansteigen wird [25,26]. In der Vergangenheit
wurde Temperatur als abiotischer Faktor hdaufig auf Nicht-Zielorganismen untersucht. Koh et
al. (1997) erzielten die Erkenntnis, dass D. magna in einem Temperaturbereich von 11 °C bis
30,7 °C existieren kann [16]. In anderen Studien wurde erkannt, dass mit steigender
Temperatur von 10 °C bis 35 °C das Uberleben der Gattung Daphnia allgemein abnimmt
[15,22]. Korpelainen (1986) untersuchte Temperaturen zwischen 14 °C und 29 °C, wobei die
Ergebnisse einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben, Wachstum und alle
Reproduktionsparameter zeigten. Auch Heugens et al. (2006) bewies, dass Temperatur einen
signifikanten Einfluss auf die Reproduktionsparameter hat. Burns (1969) fand beziglich des
Energiestatus heraus, dass dieser mit steigender Temperatur zunimmt, gemessen an der
Filtrationsrate. Diese Erkenntnis kann durch die von Filho et al. (2010) durchgefiihrte
Untersuchung Uber den Energiestatus gemessen an Fett- und Proteingehalt von D. magna
untermauert werden. Die Individuen filtrieren ihre Nahrung und Burns (1969) fand heraus,
dass bei verschiedenen Temperaturen bis 25 °C die Filtration mit steigender Temperatur
zunimmt [27]. Im Zuge einer Meta-Analyse stellten Jackson et al. (2016) fest, dass der
kumulative mittlere Effekt von Temperatur in Kombination mit einem zweiten Stressor,
gleich ob Chemikalie oder Umweltfaktor, meist antagonistisch ist [28]. Als Schlussfolgerung
stellen Heugens et al. (2001) heraus, dass die Wirkung von Temperatur auf die Toxizitét eines
Giftes von geringerem Einfluss ist.

Zur gemeinsamen Wirkung von Futter- und Temperaturstress haben z.B. Orcutt und Porter
(1984) und Heugens et al. (2006) Untersuchungen angestellt. Sie fanden heraus, dass die
Lebensdauer stark abnimmt, je warmer die Umgebung ist und je weniger Futter zur
Verfligung steht [22,7]. Die Effekte des einen Umweltstressors werden folglich durch das
Hinzukommen des anderen verstarkt. Bei D. magna wird das GréRenwachstum mit dem
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Anstieg des Stresses durch genannte Stressoren gehemmt und die Reproduktion setzt viel
spater ein als bei optimaler Temperatur (20 °C) mit ausreichendem Futter [7,22].

Abgesehen von den Umweltstressoren sind die Nicht-Zielorganismen vielen Chemikalien wie
Pestiziden, Antifouling-Mitteln und Metallen ausgesetzt. Einige von ihnen wie z.B. Cadmium
sind bereits gut in ihrer Wirkung allein und zusammen mit Umweltstress auf die
verschiedenen Makroinvertebraten erforscht [6,8,29]. Das Insektizid Esfenvalerat gehort zu
den eher weniger untersuchten Insektiziden, wie es aus einem Vergleich von Belden et al.
(2007) mit anderen Chemikalien hervorgeht. Im Gegensatz zu Esfenvalerat mit acht Studien
existieren Uber z.B. Prochloraz 33 und Atrazin 50 verschiedene Studien [29], die von
genannter Studie berticksichtigt wurden. Insektizide diirfen nicht vernachléssigt werden, denn
sie sind aufgrund ihres Designs besonders relevant fur aquatische Insekten. Diese sind den
terrestrischen Schadinsekten sehr nahe, aber auch fir andere aquatische Tiere sind Insektizide
von Bedeutung. Neuere Studien zeigten, dass die Erholung von Insektiziden bis zu vier
Wochen [30,31,32] und unter Konkurrenz in einer Gemeinschaft noch mehr als eine
Generation [4] dauern kann. Knillmann et al. (2012) hat auch gezeigt, dass Daphnien unter
Konkurrenz langer als aufgrund ihrer Generationszeit erwartet, beeintrachtigt werden. In der
Risikobewertung sind diese Fakten von besonderer Relevanz, weil kinftig eine
Berlicksichtigung der Erholungsdauer stattfinden muss [2]. Langlebige aquatische
Organismen konnen sich bei wiederkehrenden Belastungen nicht mehr erholen. Um aber
langfristig negativen Effekten auf ein ganzes Okosystem vorzubeugen, ist es unabdinglich, die
Regenerationsdauer der Organismen zu gewahrleisten. Neben den fehlenden Aspekten in der
Risikobewertung sind aber auch Vorhersagen fiir Exposition und Effekte durch Pestizide
falsch, wie es z.B. Kndbel et al. (2012) und Kattwinkel et al. (2012) herausstellten.

Damit Insektizide in ihrer Wirkung auf aquatische Organismen noch besser verstanden
werden konnen, soll im Detail nun auf das Pyrethroid Esfenvalerat eingegangen werden. Es
ist fir die Ausbringung zur Bekampfung von saugenden und beienden Insekten bestimmt
und wird bei Getreide, Raps und Kartoffeln angewendet. Esfenvalerat blockiert die
Natriumkandle von D. magna, was in einer Lahmung der Organismen resultiert. Die
Immobilisierung fihrt zu einer stark reduzierten Filtration und Assimilation [1,5,8,35]. Die
Filtration ist allerdings ein essentieller Prozess, um Nahrungsaufnahme zu ermdglichen und
damit wiederum Assimilation. Da die Filtration hochgradig koordinierte Bewegungen
erfordert und dies nach Immobilisierung nicht mehr mdglich ist, kann kein Futter mehr
aufgenommen werden [35]. Die Individuen sterben sobald auch die letzten Energiereserven
verbraucht wurden. Fir die Gattung Daphnia wurden wenige Untersuchungen mit dem
Pestizid durchgefihrt. Eine Studie, bei der Daphnia carinata einer Exposition von
Esfenvalerat ausgesetzt wurde, zeigte innerhalb von drei Tagen 100 % Mortalitat bei einer
Konzentration von 500 ng/L [24]. Hingegen verursachten 50 ng/L wenig Effekt auf das
Uberleben, dafiir aber eine signifikante Wirkung auf die Reproduktion [24]. Jede Pestizid-
Konzentration wirkte sich verzégernd auf das Alter bei der ersten Reproduktion aus und die
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Toxizitat des Insektizids steigt signifikant mit abnehmender Futtermenge [24]. Reynaldi et al.
(2006) konnten fiir das Isomer Fenvalerat bei D. magna ebenfalls nachweisen, dass das
Individuum bei der ersten Reproduktion mit steigender Konzentration &lter ist als jenes der
Kontrolle [35]. Esfenvalerat wird z.B. auch von Stampfli und Knillmann et al. (2011, 2012,
2014) in Studien tiber die Anderungen in einer Gemeinschaft aufgrund von Kontaminierung
untersucht. Die Substanz wird im Freiland in Gewéassern gemessen [36,37].

Die Effekte des Insektizids auf D. magna sind an sich bekannt, aber nicht in Kombination mit
Umweltstressoren, was deshalb erforscht werden muss. Des Weiteren ist eine intensive
Auseinandersetzung mit den Auswirkungen erhéhter Temperatur in Kombination mit
Futterstress erforderlich, weil die Effekte auf die Mortalitat und Reproduktion unklar sind. Es
ist nicht bekannt, wie die genannten Umweltstressoren die Toxizitdt von Esfenvalerat
beeinflussen, d.h. wie Temperatur und Futter bei D. magna die Sensitivitdt gegenuber
Esfenvalerat verandern. AuBerdem besteht die offene Frage, ob sich die Effekte des
Insektizids in Kombination mit verschiedenen Stressoren quantifizieren lassen. Darlber
hinaus ist bisher bekannt, dass SAM in der Lage ist, eine toxische Substanz mit einem
Umweltstressor vorherzusagen. Dazu dient die umweltstressbedingte Mortalitat zur
Modellierung und Berechnung der Vorhersage. Ob durch dieses Vorgehen auch mehrere
Umweltstressoren in Verbindung mit einem Pestizid vorhergesagt werden konnen, ist ein
ausstehender Aspekt, der in der vorliegenden Arbeit untersucht wird.

1.2 Zielstellung der Arbeit

Die vorliegende Masterarbeit behandelt Experimente mit dem Organismus D. magna, der auf
Temperatur-, Futter- und Pestizidstress im Labormalistab getestet wurde. D. magna wird als
Stellvertreter flr aquatische Nicht-Zielorganismen standardméRig fir toxikologische
Untersuchungen verwendet. Sie sind ein wichtiger Teil in der Nahrungskette und gelten als
Schlisselart (Keystone species) fiir mitteleuropéische Gewasser. AuBerdem sind sie oftmals
sehr sensitiv oder sogar am empfindlichsten gegenuber anderen Arten und sie sind einfach zu
haltern.

Die zwei wichtigsten Umweltparameter Futter und Temperatur wurden ausgewahlt, weil sie
laut erwahnter Studien abhéngig voneinander auf den Organismus D. magna wirken. In dieser
Arbeit soll herausgestellt werden, wie die Stressoren Gber einen Gradienten auf das Uberleben
und die Reproduktion wirken. Dafur wurden die Temperaturen 20 °C, 25 °C, 28 °C und 30 °C
in Kombination mit 100 %, 10% und 1% Futter untersucht. Es wurden nicht mehr
Futterlevel ausgewahlt, da vorherige Untersuchungen im Rahmen von Abschlussarbeiten am
Umweltforschungszentrum gezeigt haben, dass erst ab einer Futtermenge von lediglich 10 %
offensichtliche Effekte auf die Reproduktion auftreten. Zusétzlich wurde das Insektizid
Esfenvalerat in den drei fir das Freiland realistischen Konzentrationen 0,03 pg/L, 0,3 pg/L
und 3 pg/L als toxischer Stress durch Kurzzeitexposition angewendet. Im Freiland wurden in
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flieRenden Gewadssern Konzentrationen bis zu 0,002 pg/L gemessen [36], aber flir stehende
Gewasser konnte kein spezifischer Wert recherchiert werden.

Neben dem Verstandnis der Wirkmechanismen genannter Stressoren soll in dieser Arbeit
gezeigt werden, ob eine Paarweise- und eine Dreifach-Interaktion von Stressoren durch die
beschriebenen Modelle EA und SAM vorhergesagt werden kann. Fur Mischungstoxizitat
wurde die Funktionalitdt von EA zwar bereits bewiesen, allerdings ist unbekannt ob
Vorhersagen fur Mehrfachinteraktionen von Umweltstressoren zusammen mit einem
Schadstoff moéglich sind. Derselbe Sachverhalt soll auch fur SAM untersucht werden. Um
diese Frage zu kléaren, wurden die Vorhersagen der Modelle mit den beobachteten Werten
verglichen. Die Effekte wurden hinsichtlich Antagonismus, Additivitdt und Synergismus
bestimmt. Die Begriffe sind in der Einleitung erklart und essentiell fur die Auswertung der
Ergebnisse.

Fur das Verstandnis der Ergebnisse sind im folgenden Teil der experimentelle Aufbau sowie
die Anwendung der Modelle und Durchfuihrung der Modellierung beschrieben. Darauf folgen
die Ergebnisse, die im Anschluss diskutiert werden. Die Masterarbeit endet mit den
schlussfolgernden Aussagen und Hinweisen auf weiterfuhrende notwendige Forschung auf
diesem Themengebiet.
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2 Material und Methoden

2.1 Modellorganismus Daphnia magna

Die fur die Experimente verwendeten Individuen der Art Daphnia magna stammen von der
Kultur, die am UFZ im Departement System-Okotoxikologie gehaltert wird. Die Kultur
besteht aus funf Altersklassen, d.h. es werden Daphnien von der ersten bis zur funften Woche
gehaltert und das bei einer konstanten Temperatur von etwa 20 °C. In vier 2 L Becherglésern
sind von jeder Alterswoche jeweils 15 bis 25 adulte Daphnien im Glas. Das Medium
(Aachener Daphnienmedium), in dem die Daphnien gehéltert werden, wird wochentlich zwei
Mal gewechselt. AuRerdem erfolgen téglich die Fitterung mit einer Futteralgensuspension
(Art Desmodesmus subspicatus) und einmal wdchentlich zusatzlich eine Verabreichung von
Néhrstoffen in Form von geldster Trockenhefe. Von allen Muttertieren werden téglich die
Nachkommen, sprich Jungtiere mit einem Alter von < 24 h, abfiltriert, wovon ein Teil zur
Erhaltung der Kultur dient und die Ubrigen fiir Experimente genutzt werden.

Es liegen fir die Kultur folgende Bedingungen vor:

- 20°Ct1°C

- 16:8 h Tag:Nacht Rhythmus (grofite Lebensdauer und Reproduktion; Generationszeit
am kdrzesten [15])

- normales Licht (entspricht rund 1400 lux [1])

- Haltung in Aachener Daphnienmedium (ADaM)

- Tagliche Futterung mit Futteralgensuspension

- einmal wochentliche Verabreichung von geldster Trockenhefe

2.2 Herstellung der Medien und L6sungen

2.2.1 Vorbereitung der Futteralgensuspension

Die Futteralgensuspension dient als Futter fir die Daphnien und wird ebenfalls frisch im
Labor hergestellt. Es wird die Algenart ,,Desmodesmus subspicatus® verwendet. Die
Algenkultivierung erfolgt in einem Grimme und Boardmann — Wachstumsmedium [38],
wobei von vorherigen gewachsenen Algensuspensionen ein Teil zum Animpfen flr die neuen
Algensuspensionen genutzt wird. In der Woche wachsen die Algen mit Bellftung
(Kohlenstoffdioxid und Pressluft) ber zwei Tage, Uber das Wochenende drei Tage. Die
Suspension nimmt mit der Zeit eine dunkelgriine Farbe an, was bedeutet, dass die Algen sich
bereits ausreichend geteilt haben. Das Wachstum wird dann abgebrochen, sodass die
Herstellung der fertigen Futteralgensuspension fiir die Daphnien erfolgen kann. Das
Wachstumsmedium wird abzentrifugiert und die Algen bleiben in abgetrennten Pellets (brig.
Das Wachstumsmedium darf nicht mit den Daphnien in Berlhrung kommen, weil es zu
salzhaltig ist. Das Pellet wird in ADaM aufgenommen und auf eine Rihrplatte gestellt. Nach
zwei Stunden wird die Algensuspension in einem CASY-1-Gerdt (von Schérfe System
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GmbH, Reutlingen) gemessen. Es arbeitet mit einem Widerstandsprinzip aus der
Partikelmesstechnik und kombiniert dieses Verfahren mit der Pulsflaichenanalyse, die eine
Methode der Signalauswertung darstellt. Von der Algensuspension werden das
Teilchenvolumen und die GroRe der Algenzelle gemessen. Das Teilchenvolumen pro
Milliliter ist essentiell, um die Futtermenge zu errechnen, die einerseits fir die verschiedenen
Altersklassen der Daphnien in der Kultur und andererseits aber auch je nach verwendeten
Futtermengen in den Experimenten variiert.

2.2.2 Das Aachener Daphnienmedium

Das Aachener Daphnienmedium (ADaM) wurde an der technischen Universitdt Aachen
entwickelt und 1994 von Kluttgen B. et al. vertffentlicht. Es basiert auf deionisiertem Wasser,
zu welchem synthetisches Meersalz, Calciumchlorid-Lésung, Natriumhydrogen-carbonat-
Losung und Selendioxid-Losung hinzugegeben werden. ADaM wurde mit anderen Medien,
die zur Halterung und Kultivierung von Zooplankton geeignet sind, in einem
Reproduktionstest mit Daphnia magna verglichen. In ADaM wurden fur die Daphnien die
besten Ergebnisse beziiglich Uberleben und Reproduktion erzielt. Aufgrund der schnellen und
simplen Herstellung wird es im Labor flr die Daphnienkultur und Experimente verwendet.

Das Medium muss ausreichend mit Sauerstoff beliiftet werden. Aus diesem Grund wurde es
einen Tag vor Gebrauch angesetzt. Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten
Experimente erfolgte fiir jeden Mediumwechsel eine Vorbereitung von 20 L ADaM. Die
Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die Mengen und Gehalte der Salze, die im ADaM
enthalten sind.

Tabelle 1: ADaM-Salze nach Klittgen et al. (1994)

Salz Konzentration Volumen auf Endkonzentration in
Stammldsung 20 L ADaM

Synthetisches :
Meersalz Einwaage 6,666 g/ 20 L 0,3333 g/L
CaCl; x 2 H,0 294 g/L ; 2 mol/L 184mL/20L 1,84 mmol/L
NaHCO3; 84 g/L ; 1 mol/L 132mL/20L 0,66 mmol/L

7,2 mg/500 mL ;
SeO, 0.13 mmol/L 2mL/20L 0,013 pmol/L

Fur die Herstellung wurden als erstes 6,666 g des Meersalzes in einem Becherglas (z.B.
300 mL) abgewogen. Da das Salz aufzulésen war, wurde es mit 150 mL deionisiertem Wasser
aufgefullt und mithilfe eines Ruhrfisches auf einer Ruhrplatte fir 20 min gerlhrt. Die
Drehzahl wurde auf 500-600 min™ eingestellt, um das Salz in der vorgegebenen Zeit optimal
zu lésen.

Wahrend sich das Salz l6ste, wurde der 20 L Behalter mit 19 L deionisiertem Wasser befullt.
Die dem Wasser hinzugefiigten Mengen der drei Losungen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Von
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der SeO,-Ldsung wurden 2 mL entnommen, sowie von der CaCl,-Lésung 18,4 mL und von
der NaHCO3-L6sung 13,2 mL.

Nach 20 min Ruhrzeit war mit dem Magnetstab der Rihrfisch zu entfernen und das in Wasser
geloste Salz in den Behdlter zu geben. Der an einer Pumpe angeschlossene
Beltftungsschlauch wurde zuletzt in den Behalter gehangen. Er reichte bis auf den Grund des
Behalters, damit das Medium weiter durchmischt wird und die Beliftung optimal lauft. Zum
Ende galt es, die Leitfahigkeit zu Uberprifen und es ergab sich ein Wert von 1050-
1100 pS/cm.

Das Medium hatte nach der Herstellung die folgenden Eigenschaften:

- 20°Ct1°C

- 1050 — 1100 pS/cm Leitfahigkeit

- pH=T7)5

- 8,5 mg/L Sauerstoffgehalt (100% Sattigung)

- verschiedene Salzkonzentrationen wie in Tabelle 1 bereits angegeben

2.3 Durchftihrung der Experimente

Die nachstehenden Beschreibungen zu einem Experimentaufbau und dessen Ablauf gelten fur
alle Experimente, die fur die vorliegende Arbeit durchgefiihrt wurden. Futter- und
Esfenvalerat-Konzentrationen blieben jeweils unverandert, dariiber hinaus wurden die
Temperaturen 20 °C, 25 °C, 28 °C und 30 °C untersucht. Das ergab fir spatere Auswertungen
insgesamt 44 Kombinationen. Es wurden drei verschiedene Experimente durchgefiihrt und
jedes davon einmal wiederholt. In allen Experimenten erfolgte der Ansatz der optimalen
Temperatur von 20 °C und zusatzlich jeweils einer zweiten Temperatur mit gleicher Anzahl
an Versuchstieren fir die zu untersuchenden Stressorkombinationen. Der Tabelle 2 kdnnen
die Kombinationen nochmals ausfihrlich entnommen werden.

Tabelle 2: Getestete Kombinationen aus Temperatur, Futtermenge und Esfenvalerat-Konzentrationen

Temperatur | Futter Insektizid Esfenvalerat

[°C] [%] | Opg/L | 0,03 pg/L|0,3ug/L | 3 g/l

100 X X X X

20 10 X X X X

1 X X X X

o5 100 X X X X

1 X X X X

100 X X X X

28 10 X X X X

1 X X X X

100 X X X X

30 10 X X X X

1 X X X X
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Aus Tabelle 2 ist zu erkennen, dass durch das Kreuzdesign einige Replikate lediglich einem
Stressor ausgesetzt werden, um die alleinige Wirkung zu testen, z.B. 1 % Futter und 20 °C mit
0 pg/L Esfenvalerat. Da im Zuge der ersten Experimente zu 20 °C und 25 °C genug Daten fur
die mit Esfenvalerat kontaminierten Daphnien bei 20 °C vorlagen, geschah fiur die
Experimente zu 28 °C und 30 °C keine Kontaminierung der Versuchstiere bei 20 °C. In
diesen Experimenten wurden bei 20 °C nur die drei Futterlevel ohne Kontamination als
Kontrolle angesetzt, die immer als Vergleich dienen muss, ob es den Daphnien im
Allgemeinen gut ging. Wenn es den Daphnien in der Kontrolle nicht gut ging, so muss ein
Experiment verworfen werden, da die Untersuchungen nur mit gesunden Tieren erfolgen
sollte.

Zwischen den verschiedenen Experimenten variierte die Anzahl der angesetzten Daphnien.
Insgesamt wurden fir ein Experiment aber nicht mehr als 240 Daphnien in Einzelh&lterung,
die nicht alter als 24 h waren, angesetzt. Mit Versuchsbeginn erfolgte eine Zuordnung der
einzelnen Daphnien zu den einzelnen Stressorkombinationen. Bei dem Aufbau war folgendes
zu beachten:

- jede Stressorkombination wurde mit 12 Replikaten getestet - Kombinationen aus
Temperatur, Futtermengen und dem Insektizid Esfenvalerat

- es dienten in den ersten sieben Tagen des Experiments fur jede Temperatur- Futter-
Kombination zusétzlich zu den 12 Replikaten noch 6 Daphnien der GréRenmessung

Ein Uberblick zu den drei essentiellen Phasen eines Experiments ist in Abbildung 2
dargestellt.

« 12 Daphnien einzeln in Weithalsflaschen (100 mL) je Stressorkombination
20 °C mit 100 % Futter = Kontrolle

Beginn + Stress: hohere Temperatur; 10 % & 1 % Futtermenge
S © 7 Tage Heranwachsen ohne Insektizid (Tag -7 bis -1 der Auswertung)

« Insektizid mit Konzentrationen: 0, 0.03, 0.3 und 3 pg/L )
+ Kontamination fand in 20 °C statt
Kontamination TEAAL davor- a!le Replikate in 20 °C gestellt; Kurzzeitexposition: 24 h
Tag 0 » Dekontaminierung exakt nach 24 h )
~
« fur 21 Tage ; Tag 1 ist Dekontaminationstag in der Auswertung
« tagliche Kontrolle von Mortalitat und Reproduktion
ST o tagliche Dokumentation der Resultate
der Effekte )

Abbildung 2: Ablauf eines Experiments im Uberblick
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Fur den Start des Experiments wurden die Weithalsflaschen (100 mL) beschriftet, um die
Kombinationen unterscheiden zu koénnen, und anschlieBend mithilfe eines Dispensers
(Fortuna Optifix Basic, 100 mL) mit 80 mL ADaM befullt. Bevor die Daphnien in die
Flaschen gegeben wurden, war es wichtig, das Futter zu berechnen und die entsprechenden
Mengen in die Flaschen zu pipettieren, um eine Verletzung der Daphnien zu vermeiden. Die
Berechnung der Menge stellte sicher, dass das Futter an die GrolRe der Daphnien angepasst
wurde. Fir die Futterberechnung waren Soll-Konzentrationen vorgegeben, die fir die
verschiedenen Altersklassen in der Tabelle 3 aufgefihrt sind.

Tabelle 3: Soll-Futterkonzentrationen fir verschiedene Daphnien-Altersklassen

Altersklasse | Montag & Mittwoch Freitag
1. Woche 1,0x 10° fL/mL | 1,5 x 10° fL/mL
2. Woche 23x10°fL/mL | 3,5 x 10° fL/mL
3. Woche 2,7x10° fL/mL | 4,1 x 10° fL/mL

Mit folgender Formel 3 war die Futtermenge von 100 % zu berechnen:

Soll — Konzentration [ﬂ/ml] * 1mL

* 1000 = Futtermenge [pL]
Ist — Konzentrationgepmessen [f L/m L]

Formel 3: Berechnung Futtermenge

Fur den Beginn des Experiments wurde die Futterkonzentration der 1. Woche genommen.
Beispielhaft ist eine Rechnung fir die erste Woche gezeigt:

1,0+ 10° 'L/ w1mL

7L * 1000 = 203,956 uL = 100 % Futter
4,903 x10° 77/ .

Bei den anderen Futterlevels von 10 % und 1 % wurde entsprechend nur ein Teil der
100 %igen Menge pipettiert. Nach der Zugabe der errechneten Futtermengen, konnten die
24 h alten Daphnien aus einer weilen Keramikschale einzeln in die Weithalsflaschen
pipettiert werden. Abschlielend waren die Gestelle mit den Flaschen in die jeweilige
Temperaturkammer zu stellen, in der sie gehaltert wurden. Die Weithalsflaschen wurden mit
Papiertlichern abgedeckt, um Verunreinigungen vorzubeugen und das Licht zu dimmen
(Vorbeugung der Phototaxis).

Nach dem Start eines Experiments folgten regelmaRig Mediumwechsel, Fitterung, Zugabe
von Hefe, Kontrolle der Mortalitat und Zahlung der Nachkommen. Jeder Tag der Woche hatte
immer exakt die gleichen Aufgaben, die in Tabelle 4 aufgelistet sind. Fir den Wechsel des
ADaMs und die damit einhergehende Futterung erfolgten immer die Schritte, wie bereits
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erlautert. Mortalitat wurde dokumentiert, sobald keine Bewegungen einer Daphnie mehr zu
beobachten waren. Im Falle des Z&hlens von Neonaten, dem Nachwuchs des Versuchs-
/Muttertiers, waren diese immer aus der Weithalsflasche zu entnehmen. Die Anzahl wurde
taglich bestimmt.

Tabelle 4: Laufende Aufgaben fur die Dauer eines Experiments flur jeden Wochentag

Wochentag | Aufgaben

Kontrolle der Mortalitat

Neonaten zahlen (wenn vorhanden)
ADaM-Wechsel

Fltterung

Kontrolle der Mortalitat

Neonaten zahlen

Vorbereitung ADaM fur Mittwoch
Kontrolle der Mortalitat

Neonaten zahlen

ADaM-Wechsel

Fltterung

Kontrolle der Mortalitat

Neonaten zahlen

Vorbereitung ADaM fir Freitag
Kontrolle der Mortalitat

Neonaten zahlen

ADaM-Wechsel

Fltterung

Zugabe von geldster Trockenhefe (250 pL pro Flasche)
Vorbereitung ADaM fiir Montag
Kontrolle der Mortalitat

Neonaten zahlen

Kontrolle der Mortalitat

Neonaten zahlen

Montag

Dienstag

Mittwoch

Donnerstag

Freitag

Samstag

AN N NN VYN N NN U U U N B N N N I N N NN

Sonntag

<

In den ersten sieben Tagen des Experiments sollten die Daphnien heranwachsen. Fir die
Kontaminierung wurden die Daphnien aus den héheren Temperaturen (> 20 °C) in 20 °C
gestellt, weil fur die Kontamination eine Umstellung auf die gleiche Temperatur erfolgte.
Pyrethroide sind bei hoheren Temperaturen weniger toxisch und dieser toxikologische
Unterschied sollte vermieden werden. Am achten Tag wurde schlieBlich die Kontamination
vollzogen. Diese lief folgendermalien ab:

1) Stocklésung (SL) fiir die Konzentration von 3 pg/L herstellen - SL1
e 2 mg des Feststoffes Esfenvalerat in ein Probenaufbewahrungsglas abwiegen
e 10 mL Dimethylsulfoxid (DMSO) in das Probenaufbewahrungsglas zugeben
(Lésungsvermittler)
e fur 30 min mit einem Ruhrfisch auf einer Ruhrplatte 16sen bzw. mischen lassen
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2) SL fir die Konzentration von 0,3 pg/L herstellen - SL2

e 3 mL von SL1 in ein Probenaufbewahrungsglas geben

e 7 mL von DMSO zugeben

e fiir 30 min mit einem Ruhrfisch auf einer Rihrplatte 16sen bzw. mischen lassen
3) SL fur die Konzentration von 0,03 pg/L herstellen > SL3

e 0,3 mL von SL1 in ein Probenaufbewahrungsglas geben

e 9,7 mL von DMSO zugeben

e fiir 30 min mit einem Ruhrfisch auf einer Ruhrplatte 16sen bzw. mischen lassen

Die drei Stockldsungen waren nach dem Riuhren fertig. Aus den drei Probenaufbewahrungs-
glasern konnten nun die entsprechenden Mengen in ADaM pipettiert werden, um die drei
verschiedenen Endkonzentrationen an Esfenvalerat zu erzielen. Das VVorgehen war folgendes:

e 3 Becherglaser mit einem VVolumen von 2 L mit 2 L ADaM fillen
e Becherglaser wurden mit Aluminiumfolie abgedunkelt
o jedes gefllltes Becherglas enthielt einen ausreichend groRen Rihrfisch
e aus den Stocklosungen wurden die nachstehenden Mengen enthommen und in das
Becherglas pipettiert
o SL1:30 pLin2 L ADaM -> 3ug/L Esfenvalerat
o SL2:10puLin2 L ADaM - 0,3 pg/L Esfenvalerat
o SL3:10pLin2 L ADaM - 0,03 pg/L Esfenvalerat
e Jede Losung fir 1 h rihren lassen

Waren die kontaminierten ADaM-Ldsungen vollstdndig nach angegebener Rihrzeit
durchmischt, so wurden die Weithalsflaschen unter Beriicksichtigung der jeweiligen
Stressorkombinationen damit befllt. Wahrend der Kontamination wurden alle
Weithalsflaschen mit 50 mL der jeweiligen Esfenvalerat-Konzentration befullt, weil die
hergestellten Mengen darauf abgestimmt waren, um die Chemikalien sparsam zu verwenden.
Damit der Dispenser nicht kontaminiert wird, erfolgte das Befullen mithilfe eines geeigneten
Messzylinders. Die Daphnien wurden danach aus dem unkontaminierten ADaM in die
vorbereiteten Pestizidkonzentrationen umgesetzt, um 24 h exponiert zu werden. Futter wurde
wéhrend der Exposition mit Esfenvalerat nicht gegeben.

Am neunten Tag des Experiments erfolgte nach der 24 h-Exposition die Dekontamination.
Dafur wurden wieder saubere Weithalsflaschen mit 80 mL frischem ADaM befillt und die
entsprechenden Futtermengen hinzugegeben. Die Prozedur ist die gleiche, wie sie ausfihrlich
unter diesem Abschnitt anfangs beschrieben ist. Im Anschluss an die Dekontaminierung
folgen 21 Tage der Beobachtung von Uberleben und Anzahl der Nachkommen (Tabelle 4).
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2.4 Analyse der Daten
2.4.1 Anwendung der Modelle EA und SAM

Das EA-Modell wurde zur Vorhersage der eintretenden Effekte unter der Anwendung der
Formel 2 genutzt. Mithilfe der Einzel-Testungen kann das Modell Vorhersagen fr
Stressorkombinationen berechnen, die am Ende mit den beobachteten Effekten verglichen
wurden.

Aufbauend auf der Arbeit von Liess et al. (2016) [21] wurde die Software ,,SAM-Calculator*
entwickelt, mit welcher die Effekte einer Kombination aus toxischem und Umweltstress fur
jeden einfach vorherzusagen sind. Die Software existiert zur Zeit in einer Beta-Version,
jedoch kann sie bereits angewendet werden. Auf der Website des UFZ wird von dem
Departement Systemokotoxikologie unter Effektmonitoring der ,,SPEAR-Calculator” zur
Verfugung gestellt, worin auch das Tool fir die SAM-Kalkulation zu finden ist. Im ,,SAM-
Calculator™ (Version 072017) werden die verwendeten Konzentrationen der chemischen
Substanz, das prozentuale Uberleben zu einem spezifischen Zeitpunkt, das nach der
Exposition zu beobachten war, sowie das prozentuale Uberleben zum gleichen Zeitpunkt, das
nach der Exposition plus dem Umweltstress zu beobachten war, eingetragen. Fur diese Arbeit
wurde eine zusatzliche Konzentration von 30 pg/L Esfenvalerat angenommen, bei der kein
Individuum Uberlebt, damit die Effektmodellierung bis auf Null realisiert werden kann. Als
Ergebnisse werden die Vorhersagen von SAM, EA und CA ausgegeben und zugehérige
Dosis-Wirkungskurven gezeichnet, die direkt miteinander verglichen werden kdénnen. Darin
liegt der Vorteil der Software. Daruiber hinaus werden die Werte fir LC10 und LC50 fur jede
Dosis-Wirkungskurve mit angezeigt.

Eine erste Aussage zu einem Effekt wurde nach dem Vergleich der ausgegeben Dosis-
Wirkungskurven getroffen. Fir eine sichere Aussage wurden die LC50-Verhaltnisse gepruft.
Dazu wurden die Quotienten aus dem vorhergesagten Wert von EA und dem der Beobachtung
gebildet, wie es in der Formel 4 nachzuvollziehen ist. Einerseits konnen daflr die LC50-
Werte herangezogen werden, andererseits die Wahrscheinlichkeiten des Uberlebens bzw. der
Mortalitat [29].

EALCSO . . EAUberlebenswahrscheinlichkeit
= Verhiltnis oder =

BeobachtungLCSO Beobachtungyperiepenswanrscheiniichkeit

Formel 4: Modellabweichungsverhéltnis von der Beobachtung zu EA
Die Auswertung des Verhaltnisses erfolgt nach Tabelle 5.

Tabelle 5: Auswertung der Verhaltnisse nach Belden et al. (2007)

Modellabweichungsverhaltnis Effekt
<05 Antagonistisch
0,5 < Verhiltnis > 2 Additiv
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>2 Synergistisch

Damit die Anwendung von SAM zur Vorhersage der Kombinationseffekte aus den drei
Stressoren Temperatur, Futter und Esfenvalerat Uberprift werden kann, wurde einerseits das
Verhéltnis aus dem LC50-Wert der Kontrolle zu dem des Stress-Wertes aus der Beobachtung
gebildet. Andererseits wurde das Verhdltnis aus dem LC50-Wert der Kontrolle zu dem
vorhergesagten Wert einer Stressorkombination von SAM gebildet. Die zwei Verhaltnisse
(eins aus Beobachtungswert und eins aus SAM-Wert; Berechnung siehe Formel 5) wurden
anschlieBend miteinander auf Ahnlichkeit verglichen.

LC5 OKontrolle (Beobachtung) LC5 OKontrolle (Beobachtung)

(= oder < oder >)
LCSOStress (Beobachtung) LCSOStress (SAM—-Vorhersage)

Formel 5: Berechnung der Verhéltnisse zum Vergleich von Beobachtung mit Vorhersage durch SAM
2.4.2 Modellierung der Ergebnisse mit R

Die Auswertung der Ergebnisse wurde teilweise auch mit der Software ,,R* in der Version
3.3.3 vorgenommen [40]. Zusétzlich zu Standardfunktionen, wurde das Paket ,,drc* mit seinen
Funktionen zur Erstellung und Auswertung von Dosis-Wirkungsbeziehungen herangezogen
[41]. Die Effekte der Umweltstressoren ohne Esfenvalerat wurden in R modelliert. Es wurde
zusatzlich eine Temperatur von 35 °C in die Modellierung eingebunden, um die Dosis-
Wirkungskurven bis auf den Endpunkt 0% Uberleben zu modellieren. Diese Annahme
erfolgte in Anlehnung an Goss (1978), der nachwies, dass 35 °C fiir D. magna zum Uberleben
zu hoch sind [42].

Des Weiteren wurde zur Analyse der signifikanten Unterschiede in der Reproduktion ein
dreifacher ANOVA-Test durchgefuihrt. Zunéchst wurde Uberprift, welche Stressoren die
Reproduktion signifikant beeinflussen und auch, ob die Kombination der Stressoren
(Temperatur, Futter, Esfenvalerat) signifikanten Einfluss hat. Waren die Ergebnisse flr die
einzelnen Stressoren signifikant, so wurde ein multipler T-Test angeschlossen, um zu
analysieren, ob es z.B. zwischen den verschiedenen Futterlevels signifikante Unterschiede in
der Wirkung auf die Reproduktion gibt.

2.4.3 Darstellung der Dosis-Wirkungskurven

Zundchst ist zu klaren, welche Effekte von zwei Stressoren zusammen verursacht werden, um
am Ende die Frage zu beantworten, ob sich diese Interaktionen dndern, sobald ein dritter
Stress hinzu kommt. Unter dem Punkt 3.1 wird deshalb erst untersucht wie ein Stressor die
Sensitivitdt von D. magna gegentiber einem zweiten Stressor, wie z.B. Esfenvalerat,
verandert.

Im folgenden Ergebnis-Teil sind die Ergebnisse u.a. in Dosis-Wirkungskurven dargestellt
(Abbildungen 3 bis 18). Abgesehen von den Diagrammen zum Umweltstress (Abbildung 3),
wurden die Graphen, die die Esfenvaleratkonzentrationen auf der x-Achse abbilden, mit der
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Software ,,SAM-Calculator erstellt (Abbildungen 4 bis 18). In diesen Fallen beschreibt die
Kurve ,Uberleben TOX’ das Uberleben ohne Einfluss von Umweltstressoren und die Kurve
,Uberleben TOX+UMW’ das Uberleben mit Umweltstress. Eine Besonderheit besteht in den
Diagrammen, welche die Effekte von Futter und Esfenvalerat zusammen zeigen (Abbildungen
7 bis 13), weil sich hier die Referenz immer andert (Wie verandert Futterstress die Sensitivitat
gegenuliber Esfenvalerat ungeachtet der im Hintergrund stehenden Temperatur?). Hier gilt als
Referenz die Kombination von 100 % Futter mit der jeweils dargestellten Temperatur. Zum
besseren Verstandnis ist zu diesen Fallen in den Diagrammen vermerkt, welche Kombination
der Kurve ,Uberleben TOX’ entspricht.
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3 Ergebnisse der Experimente

Fur die Umweltstressoren wurden Mittel- und Langzeiteffekte ausgewertet, um zu zeigen,
wann diese die hodchsten Effekte erzielen. Die Auswertungen, die Esfenvalerat mit
einbeziehen, beschranken sich auf den siebten Tag nach der Kontamination, da sich in allen
Experimenten gezeigt hat, dass nach dem siebten Tag keine zusatzlichen Effekte mehr durch
das Pestizid zu beobachten waren. Nach diesem Zeitraum sind die Individuen entweder
bereits gestorben oder haben sich von der Pestizidexposition erholt. Die aufgetretenen Effekte
wurden hinsichtlich Antagonismus, Additivitat und Synergismus ausgewertet. Die Definition
der Begriffe erfolgte bereits in der Einleitung im Zuge der Beschreibung der Modelle.

3.1 Interaktion von zwei Stressoren

3.1.1 Temperatur — Futter
Uberleben

Die Kontrolle (20 °C, 100 % Futter und kein Pestizid) zeigte beim mittelfristigen Effekt kaum
Mortalitadt (6 %) wie in Abbildung 3, Bild A zu sehen. Die Stressorkombinationen von
verschiedenen Temperaturen und Futterlevel zeigten mit steigender Temperatur (20 °C bis
30 °C) zunehmende Mortalitat. Die geringste Futterkonzentration von 1 % verursacht in der
optimalen Temperatur (20 °C) hohere Mortalitdt als groRere Futtermengen (Abbildung 3,
Bild A). Den mittelfristigen Effekt betrachtend, wirken 10 % Futter additiv auf die
Sensitivitdt gegentiber der Temperatur bei D. magna. Das beweisen zum einen die
errechneten Verhaltnisse, in Tabelle 6 dargestellt. Zum anderen ist in Abbildung 3, Bild A zu
erkennen, dass das Uberleben &hnlich dem ist, was Daphnien mit 100 % Futter zeigen (keine
Mortalitat durch 10 % Futter). Die letale Temperatur, bei der 50 % Mortalitat eintritt, ist fir
10 % Futter bei etwa 11 °C Abweichung von 20 °C nach 15 Tagen Lebensdauer abzulesen
(Abbildung 3, Bild A), was auch dem Wert fur die volle Futtermenge entspricht. 1 % Futter
(bewirkt bei 20 °C 12,5 % Mortalitat) verursacht mittelfristig einen additiven Effekt auf die
Sensitivitat gegeniber der Temperatur, jedoch wird der Effekt mit Temperaturen ab 28 °C
synergistisch. Hier liegt die letale Temperatur fir 50 % Mortalitdt bei rund 7,5°C
Abweichung von 20 °C.

Je langer die Individuen den Stressoren ausgesetzt waren, desto starker wirkten diese
(Vergleich in Abbildung 3 von Bild A und B). Die langfristigen Effekte zeigen den gleichen
Trend, dass mit zunehmender Temperatur (20 °C bis 30 °C) die Mortalitat steigt und der
groRte Futterstress diese Wirkung verstarkt (z.B. bewirkt 28 °C mit 100 % Futter eine
Mortalitat von 8,4 %, aber mit 1 % Futter 70,84 % Mortalitdt). Der Effekt von 10 % Futter
mit Temperaturen bis 28 °C auf die Sensitivitét bleibt additiv, jedoch wirken 10 % Futter mit
30 °C zusammen langfristig gesehen synergistisch, demnach auch bei Daphnien mit dem
hochsten Futterstress. Auflerdem verursachen auch 28 °C kombiniert mit 1% Futter
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langfristig (Daphnien sind 29 Tage alt) einen synergistischen Effekt (vergleiche Verhdltnis in
Tabelle 6). Es haben sich auch die letalen Temperaturen, bei denen 50 % der Individuen
sterben, verschoben. Fur 100 % Futter liegt der Wert nun bei 8 °C, fir 10 % Futter bei 9,5 °C
und fur 1% Futter bei 6,5°C Abweichung von 20 °C, was der Abbildung 3 in Bild B
entnommen werden kann. Eine Ubersicht der Effekte gibt die folgende Tabelle 6. Dabei wird
offensichtlich, dass die Interaktion zwischen Futter und Temperatur sich mit steigender
Temperatur (> 20 °C) andert.

Tabelle 6: Effekte durch Temperatur- und Futterstress
(Verhaltnis-Berechnung nach Formel 4, Effekt-Bestimmung wie in Tabelle 5 erklrt)

Mittelfristig Langfristig
Futter | Temperatur | eaitnis | Effekt | Verhaltnis | Effekt
28 °C 1 " 1,03 additiv
0 L
10% 30 °C 1,24 additiv 2,58 synergistisch
25°C 1,12 additiv 1,43 additiv
1% 28°C 3,39 synergistisch 5,32 synergistisch
30 °C 2,94 ynerg 73 ynerg
(A) 7 Tage nach Kontamination (B) 21 Tage nach Kontamination
g g |
1
2 9 5 9
o Futtermenge Futtermenge
— 100% — 100%
10% 10%
o —_— 1% o T TTHegeae o - — 1%
| T T I I T T I
0 5 10 15 0 5 10 15
Temperaturabweichung von 20°C [°C] Temperaturabweichung von 20°C [°C]

Abbildung 3: Mittel- und langfristige Effekte durch Temperatur- und Futterstress
(A: mittelfristiger Effekt; B: langfristiger Effekt; Punkte stellen die beobachteten Werte dar; Intervalle um die
Kurven sind Konfidenzintervalle; Vertikale Linien zeigen die Temperaturabweichung bei der 50 % der
Individuen starben; Fit der Kurven mit LL.3 nach Ritz (2007))

Reproduktion

Die Kontrolle (20 °C, 100 % Futter und kein Esfenvalerat) zeigte eine fiir gesunde Daphnien
ubliche Reproduktion. Es wurde die totale Anzahl der Nachkommen pro Tag betrachtet. Mit
steigender Temperatur (20 °C bis 30 °C) sowie auch mit abnenmender Futtermenge (100 %
bis 1 %) reproduzierten sich die Muttertiere weniger (z.B. in der zweiten Lebenswoche
produzierten alle lebenden Muttertiere der Kontrolle im Durchschnitt 16 Nachkommen, aber
Multtertiere bei 30 °C mit 1 % Futter produzierten keinen Nachwuchs). Mit Hilfe eines
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ANOVA-Tests wurde Uberprift, ab welcher Futtermenge und Temperatur die Stressoren
einen signifikanten Einfluss auf die Reproduktion haben. Temperatur und Futter haben
mittelfristig (zweite Lebenswoche der Daphnien) einzeln einen signifikanten Einfluss
(p <0,002; R?* = 0,29) auf die Anzahl der Nachkommen pro Muttertier, wobei Futterstress
erheblich mehr Einwirkung aufweist als Temperatur (Daten nicht gezeigt). Die Kombination
von Temperatur- und Futterstress wirkt zu diesem Zeitpunkt ebenfalls signifikant auf die
Reproduktion (p < 0,004; R? = 0,29). Die Anzahl der Nachkommen pro Muttertier nahm mit
10 % und mit 1 % Futter signifikant zur Futterkontrolle bei 20 °C ab (multipler T-Test, p <
0,001). Im Vergleich dazu konnte fiir keine Temperatur ein signifikanter Unterschied in der
Anzahl an Nachkommen zur Kontrolle festgestellt werden (multipler T-Test, p > 0,05). Bei
der Betrachtung des langfristigen Effekts (vierte Lebenswoche der Daphnien) besteht
ebenfalls ein signifikanter Einfluss auf die Anzahl der Nachkommen (multipler T-Test,
Temperatur und Futter mit p < 0,001; R? = 0,43). Verweis auf Anhange 5 und 6.

3.1.2 Temperatur — Esfenvalerat

Uberleben

Die Kontrolle (20 °C, 100 % Futter und kein Pestizid) wies beim mittelfristigen Effekt (sieben
Tage nach Kontamination) kaum Mortalitat (6 %) auf wie in Abbildung 4 bis 6 zu sehen. Die
Wirkung von Temperatur ist wie im vorherigen Abschnitt geklart. Esfenvalerat bewirkt mit
zunehmender Konzentration eine Reduktion der Gberlebenden Individuen (siehe Abbildung 4
bis 6). Die hochste Konzentration von 3 pg/L ist am starksten in ihrer Letalitat (Mortalitét
zwischen 70 % und 100 %). Die LC50-Werte der Beobachtungen und Modelle sind in Tabelle
7 aufgelistet. Sie sind vergleichbar mit der Vorhersage von EA, wobei angenommen wird,
dass sich der LC50-Wert unter Umweltstress im Vergleich zum Wert ohne Umweltstress
nicht &ndert. Der Effekt von Temperatur auf die Sensitivitat gegenlber Esfenvalerat ist additiv
(Tabelle 8).

Tabelle 7: LC50-Werte von Temperatur- und Esfenvaleratstress
(LC50-Wert auf Basis von Berechnung und Vorhersagen im SAM-Calculator ermittelt)

Temperatur LC50 — Wert LC50 — Wert | LC50 — Wert
Beobachtung [ug/L] | EA [ug/L] SAM [ug/L]
20 °C 0,8 0,8 0,8
25 °C 0,772 0,8 0,264
28 °C 1,008 0,8 0,408
30°C 0,691 0,8 0,167

Tabelle 8: Effekte durch Temperatur- und Esfenvaleratstress
(Verhaltnis-Berechnung nach Formel 4, Effekt-Bestimmung wie in Tabelle 5 erklart)

Temperatur | Verhaltnis | Effekt | Mortalitdt durch Temperatur
25 °C 1,036 Additiv 16,7 %
28 °C 0,793 Additiv 8,4 %
30 °C 1,157 Additiv 16,67 %
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Abbildung 4: Dosis-Wirkungskurve des mittelfristigen Effekts bei 25 °C mit Esfenvalerat
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Abbildung 5: Dosis-Wirkungskurve des mittelfristigen Effekts bei 28 °C mit Esfenvalerat
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Abbildung 6: Dosis-Wirkungskurve des mittelfristigen Effekts bei 30 °C mit Esfenvalerat
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Reproduktion

Die Kontrolle (20 °C, 100 % Futter und kein Esfenvalerat) wies fur gesunde Daphnien
ubliche Reproduktion auf. Auch hier wurde die totale Anzahl der Nachkommen pro Tag
betrachtet. Steigende Temperatur (20 °C bis 30 °C) bewirkt wie im vorigen Abschnitt erklart
eine Abnahme der Reproduktion (z.B. bei 20 °C im Durchschnitt 16 Nachkommen pro
Multtertier und bei 30 °C im Durchschnitt 3 Nachkommen). D. magna, die mit Esfenvalerat
exponiert wurden, zeigten jedoch oft in den Kombinationen der hoheren Temperaturen mit
Pestizid eine hohere Reproduktionsrate als die nicht kontaminierten Individuen (siehe Anhang
4). Ebenso wie die Umweltstressoren hat auch fur Esfenvalerat der ANOVA-Test einen
signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Nachkommen pro Multtertier ergeben (p < 0,001;
R?= 0,29). Im statistischen Vergleich mithilfe des ANOVA-Tests von Temperatur und
Esfenvalerat ergab sich, dass das Pestizid mehr Einfluss als die Temperatur hat (Daten nicht
gezeigt). Die Kombination des Insektizids mit der Temperatur bewirkt allerdings keinen
signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Nachkommen pro Muttertier (p > 0,05; R? = 0,29),
weil, wie bereits erwéhnt, die kontaminierten Individuen in derselben Temperatur mehr
Nachkommen produzierten als die nicht kontaminierten. Der multiple T — Test ergab fur
Esfenvalerat, dass die Konzentrationen (0,03 pg/L; 0,3 pg/L und 3 pg/L) nicht signifikant
voneinander verschieden wirken (p > 0,05). Verweis auf Anhange 4 bis 6.

3.1.3 Futter — Esfenvalerat

Uberleben

Die Kontrolle (20 °C, 100 % Futter und kein Pestizid) wies beim mittelfristigen Effekt (sieben
Tage nach Kontamination) kaum Mortalitat (6 %) auf wie in Abbildung 7 und 8 zu sehen. Mit
10 % und 1% Futter wurde die Sensitivitdt der Daphnien gegeniiber Esfenvalerat erhdht
(Abbildungen 7 und 8). Diese Effekte waren insbesondere mit 1 % Futter synergistisch
(Tabelle 10). Es wurde auBerdem ausgewertet, wie steigende Temperaturen (25 °C, 28 °C und
30 °C) die Interaktion zwischen Futterstress und Insektizid beeinflusst haben. Vor allem mit
der geringsten Futtermenge von 1 % konnte beobachtet werden, dass erhdhte Temperatur die
Sensitivitat gegentiber Esfenvalerat nochmal verstérkt (siehe Abbildungen 9 bis 13). Bei den
Abbildungen ist jeweils zu beachten, dass sich die Referenz &ndert, aber in den Diagrammen
ist vermerkt, welche Referenz in der TOX-Kurve (grin) dargestellt ist. Die LC50-Werte der
einzelnen Stressorkombinationen sowie die vorhergesagten Werte der Modelle EA und SAM
sind in der Tabelle 9 gezeigt.

Tabelle 9: LC50-Werte von Futter- und Esfenvaleratstress
(LC50-Wert auf Basis von Berechnung und Vorhersagen im SAM-Calculator ermittelt)

LC50 — Wert LC50 — Wert | LC50 — Wert
Beobachtung [ug/L] | EA [ug/L] | SAM [ug/L]
10 % 1,067 0,8 0,739

1% 0,356 0,8 0,214

Temperatur | Futter

20 °C

30



25°C 1% 0,236 0,772 0,236
28 °C 10 % 0,246 1,009 0,861
1% 0,110 1,009 0,002
30 °C 10 % 0,34 0,691 0,643
1% 0,053 0,691 0,026

Aus der Tabelle 9 kann entnommen werden, dass die Temperatur den Effekt verstéarkt, weil
die LC50-Werte fur eine Futtermenge abnehmen je héher die Temperatur wird. 10 % Futter
bei 20 °C verhélt sich in etwa wie die Vorhersage von EA. Die Beobachtungen der anderen
Stressorkombinationen von 20 °C und 1 % Futter bis 30 °C und 1 % Futter (siehe Tabelle 9)
nahern sich den Werten von SAM an. Somit wirken 10 % Futter auf die Sensitivitat
gegenuber Esfenvalerat additiv, wenn 20 °C als Umgebungstemperatur vorliegen. In den
hoheren Temperaturen (> 20 °C) wirken 10 % Futter synergistisch auf die Sensitivitat
gegenlber dem Insektizid. 1 % Futter bewirkt ebenfalls einen synergistischen Effekt auf die
Sensitivitit. Die Effekte konnen anhand der Verhéltnisse von dem LC50-Wert von EA zu
dem der Beobachtung, aufgefihrt in Tabelle 10, nachvollzogen werden.

Tabelle 10: Effekte durch Futter - und Esfenvaleratstress
(Verhéltnis-Berechnung nach Formel 4, Effekt-Bestimmung wie in Tabelle 5 erklart)

Temperatur | Futter | Verhéltnisse Effekt Mortalitat durch Umweltstress
20 °C 10 % 0,749 Additiv 0%
1% 2,247 12,5 %
25 °C 1% 3,271 Synergistisch 13,89 %
28 °C 10 % 4,101 0%
1% 9,172 Synergistisch 70,84 %
30 °C 10 % 2,032 Synergistisch 12,5 %
1% 13,037 Synergistisch 66,66 %

20°C, 10% Futter

Uberleben [%]

mmm (berleben TOX
Uberleben TOX+UMW
mmm Uberleben SAM
mmm Uberleben EA
@ Beobachtungswerte TOX
Beobachtungswerte TOX+UMW
A LC10/LC50 TOX
LC10/LC50 TOX+UMW
A\ Lc10/1LC50 SAM
/\ Lc10/1LC50 EA

0

0,001

Esfenvalerat [pg/L]

0,01

0,1 10

Abbildung 7: Dosis-Wirkungskurve (7d nach Kontamination) von 10 % Futter mit Esfenvalerat
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Abbildung 8: Dosis-Wirkungskurve (7d nach Kontamination) von 1 % Futter mit Esfenvalerat
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Abbildung 9: Dosis-Wirkungskurve (7d nach Kontamination) von 1 % Futter mit Esfenvalerat bei 25 °C
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Abbildung 10: Dosis-Wirkungskurve (7d nach Kontamination) von 10 % Futter mit Esfenvalerat in 28 °C
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Abbildung 11: Dosis-Wirkungskurve (7d nach Kontamination) von 1 % Futter mit Esfenvalerat bei 28 °C
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Abbildung 12: Dosis-Wirkungskurve (7d nach Kontamination) von 10 % Futter mit Esfenvalerat in 30 °C
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Abbildung 13: Dosis-Wirkungskurve (7d nach Kontamination) von 1 % Futter mit Esfenvalerat bei 30 °C
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Reproduktion

Die Kontrolle (20 °C, 100 % Futter und kein Esfenvalerat) zeigte fur gesunde Daphnien
ubliche Reproduktion. Als Endpunkt galt ebenfalls die totale Anzahl der Nachkommen pro
Tag. Es wurde bereits erwahnt, dass der ANOVA-Test fur Esfenvalerat und Futter einzeln
einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Nachkommen ergab. Die Kombination der
Stressoren Futter und Esfenvalerat wirkt sich ebenfalls signifikant aus (p < 0,001; R? = 0,29),
weil Futter den grolten Einfluss auf die Reproduktion hat (Daten nicht gezeigt). Verweis auf
Anhéange 5 und 6.

3.2 Interaktion von drei Stressoren

Nun werden die Ergebnisse der Kombinationen aus den getesteten drei Stressoren gezeigt.
Die nachfolgenden Diagramme mit Dosis-Wirkungskurven stellen im Prinzip die gleichen
orangenen Kurven dar, wie die Abbildungen 9 bis 13, aber nun ist die Referenz gleich der
Kontrolle (20 °C, 100 % Futter und kein Esfenvalerat) und damit &ndern sich auch die
Vorhersage-Werte der Modelle.

Uberleben

Die Kontrolle (20 °C, 100 % Futter und kein Pestizid) wies beim mittelfristigen Effekt (sieben
Tage nach Kontamination) kaum Mortalitat (6 %) auf wie in Abbildung 14 bis 18 zu sehen
und wie schon in den vorherigen Abschnitten 6fters beschrieben. Die Betrachtung der
dreifachen Interaktion zeigt wieder eine Abnahme des Uberlebens mit steigender
Esfenvalerat-Konzentration in allen gezeigten Kombinationen (Tabelle 11 und Abbildungen
14 bis 18). Aulerdem wirken erhohte Temperatur und Futterstress zusammen mit dem
Insektizid synergistisch. Die Tabelle 11 fiihrt die LC50-Werte auf, die fur die Beobachtungen
und die Modelle durch den ,,SAM-Calculator errechnet wurden.

Tabelle 11: LC50-Werte von Temperatur-, Futter- und Esfenvaleratstress

Temperatur | Futter LC50 — Wert LC50 — Wert | LC50 — Wert
Beobachtung [ug/L] | EA[ug/L] | SAM [ug/L]
25°C 1% 0,263 0,8 0,214
98 °C 10 % 0,246 0,8 0,739
1% 0,11 0,8 0,02
30°C 10 % 0,34 0,8 0,214
1% 0,053 0,8 0,024

Aufgrund der Néherung von den Beobachtungen zu SAM wirken alle Kombinationen
synergistisch, was auch durch die Verhaltnisse, gezeigt in Tabelle 12, bewiesen wird. Die
hochsten Synergismen lassen sich in den Kombinationen 28 °C und 30 °C mit 1 % Futter und
Esfenvalerat beobachten, denn wenn der Stress durch beide Umweltstressoren zunimmt, dann
nimmt auch die Abweichung von EA zu. Es steigt aul’erdem die Sensitivitat gegenuiber der
toxischen Substanz um einen bestimmten Faktor an (z.B. der Umweltstress durch 30 °C und
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1 % Futter steigert die Sensitivitat um den Faktor von etwa 15; vergleiche Tabelle 12 oder

auch Anhang 7).

Tabelle 12: Effekte von Temperatur -, Futter - und Esfenvaleratstress
(Verhéltnis-Berechnung nach Formel 4, Effekt-Bestimmung wie in Tabelle 5 erklart)

Temperatur | Futter | Verhéltnisse Effekt Mortalitat durch Umweltstress
25°C 1% 3,041 Synergistisch 13,89 %
98 °C 10 % 3,252 0%
1% 7,272 Synergistisch 70,84 %
30 °C 10 % 2,353 Synergistisch 12,5 %
1% 15,094 Synergistisch 66,66 %
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Abbildung 14: Dosis-Wirkungskurve fir 25 °C, 1 % Futter und Esfenvalerat mit Modellvorhersagen
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Abbildung 15: Dosis-Wirkungskurve fur 28 °C, 10 % Futter und Esfenvalerat mit Modellvorhersagen
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Abbildung 16: Dosis-Wirkungskurve fir 28 °C, 1 % Futter und Esfenvalerat mit Modellvorhersagen
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Abbildung 17: Dosis-Wirkungskurve fur 30 °C, 10 % Futter und Esfenvalerat mit Modellvorhersagen

30°C, 1% Futter

100

90
80
70

Uberleben [%]
3

0 0,001 0,01 0,1 1 10
Esfenvalerat [pg/L]

Abbildung 18: Dosis-Wirkungskurve fur 30 °C, 1 % Futter und Esfenvalerat mit Modellvorhersagen
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Reproduktion

Wie die einzelnen Stressoren sich auf die Reproduktion auswirken, wurde bereits erldutert.
Fur die Interaktion aller Stressoren wurde erneut die Anzahl der Nachkommen pro Muttertier
in den ersten sieben Tagen nach der Kontamination ausgewertet. Dafiir kam erneut der
ANOVA-Test in der Software ,,R“ zur Anwendung. Es ergab sich, dass der Einfluss der
Kombination aus Temperatur-, Futter- und Esfenvaleratstress nicht signifikant ist (p > 0,05;
R?=0,29). Verweis auf Anhange 5 und 6.

Vorhersage der Wirkung von 3 Stressoren

Das Stressadditionsmodell kann die Wirkung von drei Stressoren, im Speziellen zwei
Umweltstressoren und ein Pestizid, vorhersagen. Die Berechnung der in Abbildung 19
dargestellten Verhaltnisse zum Vergleich der Beobachtung mit der Vorhersage durch SAM
wurde mit Formel 5 (erklart unter Punkt 2.4.1) durchgefiihrt. Die Annaherung der linearen
Regression an die Winkelhalbierende, an der die Vorhersage gleich der Beobachtung
entspricht, beweist, dass SAM zur Quantifizierung des Synergismus geeignet ist. Im Detail
ergab die lineare Regression, dass die Vorhersagen von SAM signifikant sind (p < 0,01; R® =
0,6243).

Verhaltnis aus LC50-Werten (Kontrolle/Stress)

[Temperatur-Futter

10
|

tung = Vorhersage

Beobachtung Experimente

T T
1 10

Vorhersage SAM

Abbildung 19: Vorhersage-Genauigkeit von SAM in Bezug zu LC50-Werten
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4 Diskussion der Ergebnisse

4.1 Hoher Futterstress wirkt synergistisch mit Temperaturstress

Hoher Futterstress wirkt mittelfristig synergistisch in Kombination mit Temperatur, da es die
Sensitivitat gegenlber Temperatur stark erhoht (Faktor 3). Der langfristige Kombinations-
effekt von Temperatur- und Futterstress ist additiv bis synergistisch und hier wird die durch
hohen Futterstress erhdhte Sensitivitat gegentiber Temperatur noch deutlicher (bis Faktor 73).
In der optimalen Temperatur von 20 °C kénnen die Individuen hohen Futterstress noch tber
die Reproduktion kompensieren und dadurch &hnliche Lebensdauer erreichen wie Daphnien
ohne Futterstress. Im Gegensatz dazu tritt bei gleicher Futtermenge aber steigender
Temperatur zunehmend und auch friher in der Lebensgeschichte von Daphnien Mortalitét ein
(sieche Anhénge 1 bis 3). Die hier untersuchten Temperaturen wirken letal bei einer
Temperatur ab 28 °C, wie es auch von Heugens et al. (2003) in einer Studie zu temperatur-
abhéngigen Cadmium-Effekten gezeigt wurde.

Futter und Temperatur sind als Stressoren bereits oft in Studien untersucht worden, allerdings
wurde selten ein Kombinationseffekt in Form von Additivitat oder Synergismus bestimmt.
Stattdessen wurde ausfiihrlich beschrieben, inwiefern Futterstress oder auch nicht optimale
Temperaturen (entweder unter oder Gber 20 °C) sich auf das Uberleben, das GroRenwachstum
und die Reproduktionsparameter auswirken. Dabei wurden vor allem ANOVA-Tests
angestellt, um signifikante Einflusse der Stressoren Temperatur und Futter auf genannte
Parameter zu analysieren [1,15,24]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde lediglich eine
Studie gefunden, die beschreibt, dass Temperatur- und Futterstress einen synergistischen
Effekt (Definition bzw. Nullmodell zu diesem Effekt nicht in Studie beschrieben) auf
Reproduktionsparameter von Daphnia parvula haben [22]. Orcutt und Porter (1984)
untersuchten drei Temperaturen und drei Futterlevel auf ihre Auswirkungen auf das Leben
genannter Spezies. Die Autoren beobachteten, dass erhthte Temperaturen bei begrenztem
Nahrungsangebot signifikant synergistisch das Uberleben und die Reproduktion der
Individuen beeinflussen. Das Ergebnis des synergistischen Effekts auf das Uberleben konnte
durch die Experimente dieser Masterarbeit bestétigt werden.

Hinsichtlich anderer Endpunkte, wie z.B. Energiegehalt und Metabolismus haben einige
andere Studien die Einflisse von Temperatur und Futter auf D. magna untersucht. Sie kdnnen
zur Erklarung des zahlreichen Uberlebens der Daphnien mit 100 % und 10 % Futter in den
getesteten Temperaturen groRer als 20 °C beitragen. Burns (1969) testete den Einfluss von
drei Temperaturen (15 °C, 20 °C, 25 °C) auf die Filtrationsrate von D. magna und fand
heraus, dass diese mit steigender Temperatur zunimmt. Zu einem &hnlichen Ergebnis kam
Filho et al. (2011), die wiederum denselben Organismus auf seinen Energiegehalt bei
Temperaturen zwischen 16 °C und 26 °C bei mehreren Futterkonzentrationen untersuchten,
wobei der Zucker-, Protein- und Lipidgehalt gemessen wurde. Filho et al. (2011)
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schlussfolgert, dass dadurch die Energiereserven mit geniigendem Futterangebot bei héheren
Temperaturen groer sind. Im Gegensatz dazu sind die Energiereserven bei hohem
Futterstress nicht mehr ausreichend, um alle Prozesse aufrechtzuhalten. Da die konstante
Filtration und Verdauung von Futter bereits zu hohem Energieverbrauch fuhren [23], werden
folglich Prozesse wie Reproduktion und individuelles Wachstum stark reduziert [1,23]. Daher
ist flr die Ergebnisse dieser Arbeit fir den hdchsten Futterstress zu vermuten, dass mit 1 %
Futter die Reserven uber die Reproduktion nicht mehr kompensiert werden konnten und
deswegen dann auch Futterstress allein letal gewirkt hat.

Ein weiterer zu berlcksichtigender Aspekt ist ein aktiverer Metabolismus bei steigender
Temperatur [6,7,35]. Es ist bekannt, dass ein hoherer Metabolismus mehr Energie von einem
Individuum abverlangt [7]. Heugens et al. (2006) erldutert, dass mit zu niedrigem
Nahrungsangebot dieser Energiebedarf nicht mehr vollstandig gedeckt werden kann. Dadurch
missen Daphnien ihre Energiereserven ausschopfen, was letztendlich zum Tod flhrt. Die
Ergebnisse zum Uberleben ber die Zeit der Kombinationen 28 °C mit 1 % Futter und 30 °C
mit 1 % Futter (siehe Anhang 2 und 3) machen deutlich, dass vermutlich eben beschriebene
Zusammenhange zur vollstandigen Ausschopfung der Energiereserven bei den in hohem
MaRe futtergestressten Daphnien bei 28 °C und 30 °C eingetreten sind. Der gleiche Effekt
wurde auch fir den Endpunkt Reproduktion beobachtet, da bei Temperaturen von 28 °C und
30 °C hoher signifikante Effekte auf die Reproduktion (Anzahl der Nachkommen pro
lebendes Muttertier) beobachtet wurden. Die Beobachtungen bestatigen Ergebnisse aus
vorangegangenen Arbeiten, wie z.B. von Korpelainen (1986) oder Orcutt und Porter (1984).
Des Weiteren konnte durch Orcutt und Porter (1984) der signifikante Einfluss des Futters auf
die Reproduktion erkannt werden. Sie stellten zusatzlich einen signifikanten Einfluss der
Interaktion von Futter und Temperatur heraus [22], was aus den Experimenten der
vorliegenden Arbeit ebenso resultierte. Auf der einen Seite konnte durch diese Arbeit bestatigt
werden, dass Reproduktion durch Futter- und Temperaturstress signifikant beeinflusst wird.
Andererseits konnte zu diesen Umweltstressoren als neuer Aspekt herausgestellt werden, dass
ihre Interaktion einen additiven bis synergistischen Effekt hat, je nachdem welche Intensititen
Temperatur- und Futterstress aufweisen. Der additive Effekt kann durch das Modell EA nach
Bliss (1939) vorhergesagt werden.

4.2 Esfenvalerat wirkt mit Futterstress synergistisch, mit
Temperaturstress additiv

Die Ergebnisse zur Anderung der Sensitivitit durch Umweltstress gegeniiber dem Insektizid
Esfenvalerat der hier vorliegenden Masterarbeit bestitigen vorangegangene Arbeiten (z.B.
Liess et al. (2016)), dass Esfenvalerat kombiniert mit Futterstress synergistisch wirkt, aber
kombiniert mit Temperaturstress wirkt es additiv. Im Falle der htheren Temperaturen belegen
die hier vorgestellten Ergebnisse eine Steigerung der Toxizitat von Esfenvalerat und somit
eine sensitivere Reaktion von D. magna auf die Exposition, wenn das Uberleben als Endpunkt
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gilt. Zu einem &ahnlichen Ergebnis sind auch Koh et al. (1997) und Heugens et al. (2001,
2006) gekommen, die verschiedene Chemikalien wie Pestizide und Schwermetalle auf ihre
temperaturabhé&ngigen Effekte untersuchten [16,5,7]. Doch auch wenn erhdhte Temperatur die
Toxizitat von Giften fiir Makroinvertebraten nachweislich steigern kann, ist dieser Einfluss zu
vernachlassigen [5], weil die hier vorgestellten Ergebnisse lediglich einen additiven Effekt
von Temperatur auf die Sensitivitat gegentiber von Esfenvalerat belegen. Jackson et al. (2016)
zeigten mit einem (berwiegend antagonistisch festgestellten Effekt von Warme in
Kombination mit einem zweiten Stressor, dass die Aussage von Heugens et al. (2001) zur
Vernachléssigung des Temperatureinflusses gerechtfertigt ist. Im Vergleich zur Temperatur,
welche hdchstens einen additiven Effekt auf das Uberleben bewirkt, konnte fiir Futter- und
Pestizidstress eine synergistische Interaktion festgestellt werden, d.h. dass der Stressor Futter
keineswegs zu vernachl&ssigen ist.

Viele Studien kamen zu dem Ergebnis, dass futtergestresste Daphnien viel sensitiver auf
Chemikalien reagieren als wenn sie ausreichendes Nahrungsangebot vorfinden wirden
[1,5,8,35], wobei bisher allerdings keine faktorielle Verstdrkung der Sensitivitat bestimmt
wurde. Im Besonderen bei grofleren Konzentrationen (pg/L- bis mg/L-Bereich) der
Chemikalien tritt verstarkt Mortalitat ein. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ebenfalls, dass
bei der héchsten Konzentration von 3 pug/L Esfenvalerat fast alle Daphnien in den ersten
sieben Tagen nach der Kurzzeitexposition starben. Es konnte auch wéhrend der Experimente
beobachtet werden, wie die stark kontaminierten Organismen sehr schnell ihre Mobilitat
verloren hatten. Die Beobachtungen bestdtigen die in der Einleitung bereits erlauterten
Wirkmechanismen, dass Esfenvalerat die Natriumkanéle von D. magna blockiert, was in einer
Lahmung der Individuen resultiert [1,5,8,35]. Dadurch sind Filtration und die Aufnahme von
Futter reduziert, was die Energiereserven ebenfalls reduziert und dadurch Entgiftungsprozesse
nicht vollstandig ausgefuhrt werden kénnen [35]. Deshalb wirkt die hohe Konzentration von
Esfenvalerat mit Futterstress kurz nach der Exposition schon letal auf D. magna, weil die
beiden Stressoren sich in ihrer Wirkung verstérken.

Futterstress wirkt zusammen mit Esfenvalerat immer synergistisch, gleich ob Temperatur als
zusatzlicher Stress prasent ist oder nicht. Futterstress erhéht demnach die Sensitivitat der
Individuen um ein Vielfaches mehr als Temperatur. Da Temperatur dennoch die Sensitivitat
der Daphnien gegenuber Esfenvalerat geringfugig verstérkt, sind noch groRere Effekte in den
Kombinationen der drei Stressoren zu beobachten. Das beweist ein Vergleich der
Verhéltnisse, die angeben, um welchen Faktor sich die Sensitivitat der Daphnien gegenuber
dem Stress verstarkt. So ist z.B. der Faktor der Kombination aus 30 °C mit Esfenvalerat ohne
Futterstress gleich 1,157, aber mit hohem Futterstress (nur 1 % Futter) gleich 15. Das
unterstreicht nochmal die Aussage von Heugens et al (2001), dass Futter ein
Schlisselparameter in der Bestimmung der Toxizitat von Schadstoffen ist.
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Der Endpunkt Uberleben zeigt jedoch auch bei geringeren Konzentrationen an Esfenvalerat,
dass Uberlebende Individuen sich nach ein paar Tagen wieder erholen konnen. Dieser
Sachverhalt erklart u.a., warum in den vorliegenden Experimenten die hdchsten
Kombinationseffekte kurz nach der Exposition detektiert wurden. Eine Erholung war
allerdings nicht immer mdoglich. Deren Erfolg ist einerseits von dem anwesenden Stress
abhangig und ob die Individuen geniigend Kapazititen besitzen, diesen zu verkraften.
Andererseits kommt es auch darauf an, wie Daphnien ihre Energiereserven einteilen [1,8]. Die
Beobachtungen der besonders gestressten Daphnien (Stress durch erhdhte Temperatur (ab
28 °C), Futtermangel (10 % und 1 % Futter) und Esfenvalerat) zeigten, das nur jene Daphnien
bis zum Ende des Experiments erfolgreich berleben konnten, die die Reproduktion fast
vollstandig einstellten. Besonders hoher Futterstress reduzierte die Reproduktion bis auf Null
(siehe Anhang 4). Wurde die Reproduktion nach der Kurzzeitexposition von Daphnien mit
100 % Futter in 28 °C und 30 °C nicht eingestellt, so starben die Individuen kurz nach der
Reproduktion. Aus den Beobachtungen heraus ist zu vermuten, dass Reproduktion die letzten
Energiereserven in Anspruch nehmen kann, aber auch, dass Daphnien ihr Uberleben tiber die
Reproduktion kompensieren kénnen. Ahnliche Ergebnisse zeigt eine Studie, in der D. magna
einer Exposition mit Cadmium und zusétzlichem Futterstress ausgesetzt wurde [8]. Smolders
et al. (2005) beschreiben eine Verédnderung der Lebensgestaltung bei dieser Spezies, indem
diese nach einer Exposition entweder tberlebt oder sich reproduziert aber anschlief3end stirbt.
Daher schlussfolgern Smolders et al. (2005), dass die Sensitivitat gegenlber toxischen
Substanzen nicht weniger ist, je mehr Futter D. magna hat. Anstatt zuerst die ganze Energie,
die aus Futter gewonnen werden kann, in den Entgiftungsprozess zu investieren,
reproduzieren sie sich weiter und kdnnen die Entgiftung nicht abschlieRen, was letale Folgen
flr die Organismen haben kann.

Zur Wirkung von Esfenvalerat mit Umweltstress konnten im Zuge der Experimente dieser
Masterarbeit als neue Erkenntnisse gewonnen werden, dass Futterstress mit Esfenvalerat
synergistisch wirkt und erhthte Temperatur mit dem Pestizid additiv. AuBerdem konnte
erwiesen werden, dass mit steigendem Umweltstress die Sensitivitat gegentiber Esfenvalerat
faktoriell zunimmt (siehe Anhang 7). Das wiederum bedeutet fir die Interaktion der drei
Stressoren Futter, Temperatur und Insektizid, dass nachweislich deren Kombinationseffekt
synergistisch ist.

4.3 SAM kann die Wirkung von drei Stressoren vorhersagen

Der Synergismus durch Umweltstress und ein Pestizid sollte mithilfe des von Liess et al.
(2016) kalibrierten Stressadditionsmodells (SAM) quantifiziert werden. Die hier vorgestellten
Ergebnisse bestatigen, dass SAM den Synergismus durch den Umweltstressor Futtermangel
mit dem Insektizid Esfenvalerat vorhersagen kann, wie es auch die Autoren in der Meta-
Analyse fiir Futterstress kombiniert mit einem Pestizid zeigten [21]. Allerdings wurde
besonders die Temperatur allein mit Esfenvalerat (bei 100 % Futter) Uberschétzt, was daran

41



liegt, dass Temperatur nur einen additiven Effekt auf die Sensitivitit von D. magna gegentiber
Esfenvalerat hat. Daruber hinaus hatte die vorliegende Arbeit zum Ziel, SAM auf die
Vorhersage-Genauigkeit von zwei Umweltstressoren mit einem Pestizid zu testen. Die
Vorhersage von SAM fiir die Kombination von 30 °C mit 1 % Futter und dem Insektizid liegt
gar nicht weit weg von der Winkelhalbierenden und damit der Beobachtung, wie in
Abbildung 19 gezeigt (siehe Ergebnisteil Punkt 3.2). Allerdings wird die Kombination aus
28 °C mit 1% Futter und Esfenvalerat sehr Uberschatzt, was auf die hohe Mortalitat
(70,84 %), die nur durch den Umweltstress hervorgerufen wird, zuriickzufihren ist. Im
Gegensatz dazu wird als einzige die Kombination von 28 °C mit 10 % Futter und Esfenvalerat
unterschatzt. Bei dieser Kombination war zum mittelfristigen Effekt keine Mortalitat durch
den Umweltstress zu beobachten, deshalb geht SAM hier nicht von Synergismus aus.

Die Anwendung in dieser Arbeit sollte ein erster Versuch sein, ob SAM ohne weiteres fir
mehrere Umweltstressoren in Kombination mit einem Schadstoff anzuwenden ist. Eine
Annaherung der Dosis-Wirkungskurven von den SAM-Vorhersagen zu denen der
Beobachtungen bestand in allen Kombinationen der drei Stressoren. Die Vorhersagen fir die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten sind bereits sehr realistisch, so wie es in den Diagrammen
aus Punkt 3.2 zu sehen ist. Die Abbildung 19 zeigt die Verhaltnisse der LC50-Werte, woraus
eine suboptimale Berechnung des LC50 zu vermuten ist. An dieser Stelle sollte der ,,SAM-
Calculator” gepriift werden. Allerdings ist es auch moglich, dass die Angabe des
Umweltstress und des reinen toxischen Stress mit ihren Uberlebenswahrscheinlichkeiten nicht
ausreichend sind, um eine exakte Vorhersage zu treffen. Die Effekte werden oft Uberschatzt,
wenn der Umweltstress allein nicht synergistisch mit dem Schadstoff wirkt, wie z.B. bei
Temperatur.

Eine Vorhersage von Kombinationseffekten nur durch Umweltstress ist mit SAM derzeit
nicht moglich, da im ,,SAM-Calculator” immer Uberlebenswahrscheinlichkeiten fiir einen
Schadstoff angegeben werden miissen und diese Werte verschiedenen Konzentrationen (z.B.
in ug/L) zugeordnet werden. Eine Transformation von getesteten Umweltstress-Werten (z.B.
Temperaturen von 20 °C, 25 °C, 28 °C, 30 °C) auf eine Konzentration war nicht mdglich,
weshalb auch keine Vorhersage getroffen werden konnte.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Masterarbeit wurden experimentelle Untersuchungen mit multiplen
Stressoren auf Daphnia magna durchgefiihrt. Die Umweltparameter Temperatur und Futter
dienten als natlrliche Stressoren und das Insektizid Esfenvalerat wurde als anthropogener
Stressor ausgewahlt. Natlrliche Einflisse missen in der Pflanzenschutzmittel-
Risikobewertung noch intensiver Beachtung finden, weshalb sich die Forschung der
Okotoxikologie seit vielen Jahrzehnten mit den Wirkungen von Umweltfaktoren zusammen
mit einem Schadstoff auseinandersetzt. Temperatur- und Futterstress wurden zwar oft als
Umweltstress in Untersuchungen fir die Forschung genutzt, aber sie wurden selten Uber
Gradienten getestet und es wurde nicht versucht, die Wirkungen zu quantifizieren. Es ist aber
viel dartiber bekannt, was die einzelnen Stressoren auf das Uberleben und die Reproduktion
von Daphnia magna bewirken. Die Experimente sollten einerseits die Wirkungen bestatigen
und andererseits die Datengrundlage liefern, mit welcher am Ende durch die Anwendung von
geeigneten Modellen Effekte bestimmt werden konnten. Die beobachteten Effekte wurden mit
Effektvorhersagen der Modelle Effektaddition (EA) und Stressaddition (SAM) verglichen.
EA basiert auf der Annahme, dass die Stressoren unabhéngig voneinander wirken. SAM sagt
dasselbe, nimmt aber an, dass multiple Stressoren immer auf die gleiche Grundkapazitét
wirken.

Die essentiellen Fragen fur die vorliegende Arbeit waren, welcher Kombinationseffekt von
Futterstress und Temperaturstress erwartet und vorhergesagt werden kann. Aullerdem sollte
verstanden werden, wie die Umweltstressoren die Sensitivitat von Daphnia magna gegeniiber
der Chemikalie Esfenvalerat verandern. Zuletzt sollte gepruft werden, ob eine VVorhersage von
Effekten aus drei Stressoren moglich ist.

Fur die Wirkung der Umweltstressoren hat sich ergeben, dass mithilfe von EA der
Kombinationseffekt teilweise vorhergesagt werden kann. Die Kombination von beiden
Umweltparametern wirkt additiv bis synergistisch. Die synergistischen Effekte bei 30 °C und
10 % Futter bzw. 1 % Futter ab 28 °C kdnnen nicht mehr durch EA vorhergesagt werden, da
der Futterstress hier die Sensitivitét der Individuen gegenliber Temperatur sehr verstarkt. Eine
Vorhersage von nur Umweltstress-Interaktionen ist mit SAM derzeit nicht maoglich.

In der Kombination von Futter und Temperatur mit Esfenvalerat ergaben sich
unterschiedliche Ergebnisse. Temperatur und Esfenvalerat zusammen wirken additiv, obwohl
steigende Temperatur die Toxizitat von Esfenvalerat verstarkt und damit auch die Sensitivitat
von Daphnia magna gegenlber dem Insektizid erhoht. Futter wirkt zusammen mit
Esfenvalerat synergistisch, gleich ob Temperatur als zusatzlicher Stress prasent ist oder nicht.
Futterstress erhoht demnach die Sensitivitdt der Individuen um ein Vielfaches mehr als
Temperatur.
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Der synergistische Effekt durch Futterstress und Pestizid konnte durch SAM gut bestimmt
werden. Die Vorhersagen firr die entsprechenden Uberlebenswahrscheinlichkeiten bei den
genutzten Konzentrationen an Esfenvalerat naherten sich den Beobachtungen. Allerdings ist
zu Uberprifen, ob der LC50 — Wert passend dazu berechnet wird. Teilweise sagt SAM einen
doppelt oder flinffach hoheren Effekt vorher als beobachtet wurde.

AbschlieRend ist festzuhalten, dass weitere experimentelle Untersuchungen erforderlich sind,
um SAM umfangreicher zu testen und bisherige Grenzen des Modells festzustellen. Des
Weiteren sollte zukiinftig uberpruft werden, ob Modelle wie EA bereits Anwendung in der
Risikobewertung von Pflanzenschutzmitteln finden, damit noch realistischere Einschdtzungen
der Pestizide getroffen werden kdnnen. Bjergager et al. zeigten, dass erprobte Synergien im
Labor zwischen zwei Pestiziden im Freiland dhnlich erwartet werden kénnen [43]. So kann
vermutet werden, dass es flir andere Stressoren ebenso gilt.
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Thesen

Experimentelle Untersuchung von kombiniertem Futter-, Temperatur- und
Pestizidstress auf den Organismus Daphnia magna: Walter, Vivien. — Masterarbeit. —
Leipzig, Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung (UFZ), 2017. - 57 S., 19 Abb., 12 Tab., 7
Anl., Thesen sind formuliert

These 1: Temperatur- und Futterstress haben einen additiven bis synergistischen Effekt.

Die Umweltstressoren wurden experimentell auf Daphnia magna untersucht und nach
umfangreicher Datenaufnahme konnte Gber das Modell der Effektaddition und einem Modell-
abweichungsverhaltnis fir die Kombination von Temperatur- und Futterstress ein additiver
bis synergistischer Effekt bestimmt werden. Die Wirkung wird synergistisch, wenn die
Temperatur auf 28 °C und 30 °C steigt, und/ bzw. das Futter auf eine Menge von 1%
begrenzt wird. Hoher Futterstress verstarkt die Sensitivitat von D. magna gegenliber Warme.

These 2: Esfenvalerat wirkt mit Temperaturstress additiv, aber mit Futterstress wirkt
das Pestizid synergistisch.

Die Kombination von einem Umweltparameter mit dem Insektizid Esfenvalerat ergab fir
Temperatur einen additiven und flr Futterstress einen synergistischen Effekt auf die
Sensitivitat gegeniiber Esfenvalerat. Erhohte Temperatur lasst die Daphnien sensitiver auf
Esfenvalerat reagieren. Einen viel groReren Einfluss auf die Sensitivitat hat jedoch
Futterstress. Erhalten Daphnien 1 % Futter, so wird die Toxizitat stark erhdht und Mortalitat
tritt besonders schnell nach einer Kontaminierung ein. Warme verstarkt diesen Effekt und
dadurch wird ersichtlich, dass das Nahrungsangebot und die Temperatur eine entscheidende
Rolle in der Risikobewertung von Pflanzenschutzmitteln spielen.

These 3: Das Stressadditionsmodell kann die Wirkung von drei Stressoren vorhersagen.

Synergismus kann in jedem zutreffenden Fall durch das Stressadditionsmodell (SAM)

Verhiltnis aus LC50-Werten (Kontrolle/Stress) bestimmt werden. Die Experimente dieser
~ | Arbeit dienten zur Quantifizierung des
Synergismus mit SAM. Die Uberlebens-
Beobgehtung = Vorhersage wahrscheinlichkeiten fir die Konzentrationen
an Esfenvalerat kombiniert mit Umwelt-
faktoren ndherten sich sehr gut den
Beobachtungen aus den Experimenten an.
Trotz dessen, dass das Modell den Effekt von
manchen Kombinationen (berschatzt, kann es
angewendet werden. Nebenstehende Abbil-
dung zeigt die faktoriellen Unterschiede von
‘ ‘ der Beobachtung zur Vorhersage mit SAM.

1 10

[Temperatur-Futter
4 20-100

10
Il
*

Beobachtung Experimente

Vorhersage SAM
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Anhang 5: Standardabweichung der Reproduktion (mittelfristiger Effekt) mit Signifikanzkennzeichnung

(* Kombination mit 100 % Futter signifikant; * Kombination mit 10 % Futter signifikant; * Kombination mit

1 % Futter signifikant)
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Anhang 6: Standardabweichung der Reproduktion (langfristiger Effekt) mit Signifikanzkennzeichnung

(* Kombination mit 100 % Futter signifikant; * Kombination mit 10 % Futter signifikant; * Kombination mit
1 % Futter signifikant)
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Stressadditionsmodell
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Anhang 7: Stressadditionsmodell: Faktorielle Anderung der Sensitivitiat gegeniiber Esfenvalerat mit
steigendem Umweltstress
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