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Abstract

Abstract

Although macrophytes together with algae play apartant role in ecosystems as
primary producers, they are underrepresented inskessessment of chemicals. So far
only one standardised test with duckweééninaspec.) is existing. Generally it is
questionable if theemnaStandard-Test (OECD 221) is sufficient for testihg effects

of herbicides or other pesticides. So it is diffido estimate the effects of chemicals
which are situated in deeper water stratums or thdarthe sediment under the usage of
Lemnaspec. An additional problem is that several hedaisiused in agriculture have a
specific toxic effect on dicotyle plants and do lmrm monocotyle plants likeemna
spec. The aim of this study is to contribute toghgect “Development of new methods
for the risk assessment of environmental chemiagls macrophytes”. Therefore the
herbizide atrazine, a synthetic photosynthesishitdn was chosen as model substance
to test effects on the macrophyt€sratophyllum demersunklodea canadensiand
Riccia fluitans For comparability of the results thkemnaStandard-Test was
performed under parallel conditions. As test patansewere used physical parameters
(pH-value, electrical conductance, oxygen conteatd growth parameters like
shootlength and fresh weight. The analysis of theaf growth parameters showed no
measurable negative effect of the test substamaeia on the three macrophytes used,
although higher atrazine concentrations causedtinegmorphological effects on the
two macrophyte€. demersunandE. canadensisFurthermore higher atrazine concen-
trations caused measurable decrease of pH-valuexaigén content in the media of the
macrophytes, which is an indication for the phottlsgsis inhibiting effect of atrazine,
although these parameters were influenced by ted selvent EtOH. Beside thi€..
demersumreacted on rising atrazine concentrations withirasreased growth rate,
which could be measured by fresh weight and shewjth. Such effects did not appear
under the use of the same testmedia by lteennaStandard-Test. Here higher
concentrations of atrazine lead to significant lmtimg growth effects with a complete
inhibition at the highest concentration. In summame results based on growth
parameters showed two different tendencies. In obfige LemnaStandard-Test rising
atrazine concentrations lead to a decreasing groatin, while they had no or an
increasing effect on the growth rate of the threemphytes. These results lead to the
guestion if growth rates always can be used ad &féect-parameters or if additional
endpoints like physical or physiological parametsheuld be used to gain a more

differentiated insight into the effects of chemscal

Vv



Einleitung

1 Einleitung

Obwohl Makropyhtert in aquatischen Systemen einen bedeutenden TeBiderasse
stellen und sie zusammen mit den Algen als Prino@iprenten die Nahrungsgrundlage
fur viele aquatische Organismen bilden, kommt ihném Rahmen der
Risikoabschatzung von Chemikalien bislang nur eaiméergeordnete Rolle zu. So
werden die zahlreichen, morphologisch und Okoldgiserschiedenen Arten der
Makropyhten in standardisierten Biotestsystemetaibgs nur durch die Wasserlinse
(Lemnaspec.) vertreten. Obemnaals Testorganismus Makropyhten in ausreichender
Form reprasentierten kann, ist fragwirdig und witskutiert (US EPA 2001,
VERVLIET-SCHEEBAUM 2006, AMRAPIn Druck). Dagegen spricht, dass sladfmnaals
frei-schwimmender ,Bewohner” der Grenzschicht Wad4sdt von den meisten
anderen Makrophyten unterscheidet. So kann die Wgkvon Substanzen, die sich in
tieferen Wasserschichten befinden oder an Sedimgebenden sind, mit Hilfe von
Lemnaspec. nur schwer bzw. gar nicht erfasst werdentétén besteht das Problem,
dass viele in der Landwirtschaft eingesetzte Hatbizelektiv auf zweikeimblattrige
Pflanzen wirken, die Gatturigemnajedoch zu den einkeimblattrigen Pflanzen gehort.
In vorliegender Arbeit soll ein Beitrag zum Projedés Instituts fir Gewasserschutz
Mesocosm GmbH ,Entwicklung neuer Methoden fur digsil®bewertung von
Umweltchemikalien in aquatischen Okosystemen anhamdMakrophyten® geleistet
werden. In vorausgegangenen Studien wurden bemeghrere Makrophyten mit
Zugehdrigkeit zu unterschiedlichen Lebensformemrfsers, emers, schwimmend) und
taxonomischen Gruppen getestet. Von diesen Arteresen sich nach @&rzat (2007)
bislang neun als geeignet fir die Kultivierbarkeiter Laborbedingungen. Weiterhin
wurden Testbedingungen evaluiert, die zu einem e@lsnden Wachstum der
Makropyhten, bei gleichzeitig geringer Algenentwiclg fihren sollten. Hier zeigte
sich bislang eine Uberlegenheit natirlicher Medi€feichwasser) gegeniiber
kinstlichen Nahrstoffmedien @tricH 2008).

Im Rahmen vorliegender Versuche wurde das HerbiiGhzin, ein synthetischer
Photosynthesehemmer, als Modellsubstanz ausgewahlEffekte auf die submersen
Makrophyten Ceratophyllum demersumElodea canadensisund Riccia fluitans

* Der Ausdruck Makrophyte wird nur im Zusammenhani aquatischen Pflanzen gebraucht und folgt
der Definition nach @sPER & KRAUSCH (1981). Er umfasst sowohl submerse, emerse und
schwimmende Hohere Pflanzen, als auch Schwimmfaviegse und Makroalgen.

1



Einleitung

abschatzen zu konnen. Als Versuchsparameter dientren den Wachstums-
parametern Sprosslange und Frischgewicht, die weijigen Testmedium gemessenen
physikalischen Parameter pH, Sauerstoffgehaltlaifahigkeit. Zusatzlich wurde der
Gesamtchlorophyllgehalt, als Indikator fur die Algechte im Medium mit Hilfe
verzogerter Fluoreszenzmessung erfasst. Die Vieesecfolgten als Single-Spezies
Tests und wurden in zwei Versuchsphasen durchdefiihder ersten Versuchsphase
wurden alle drei genannten Makrophyten Uber einersidchszeitraum von vier
Wochen getestet, in der zweiten Versuchsphase waoudemit den zwei ArterC.
demersunundE. canadensign héherer Individuenzahl pro Replikat gearbeitetl der
Versuchszeitraum auf funf Wochen verlangert. Zurglachbarkeit der Ergebnisse
wurde derLemnaStandard-Test (OECD 221, 2002) unter vergleichb&edingungen
parallel durchgefuhrt. Die eingesetzten Methodemigin zur Beantwortung folgender

Fragen:

« Wie reagieren die eingesetzten Testorganismen aaf Wirkung des
Photosynthesehemmers Atrazin?

*  Welche mdglichen Endpunkte eignen sich zur Bewertdkotoxikologischer
Effekte?

* Welches Ergebnis liefert deremnaStandard-Test im Vergleich zu den Tests
mit C. demersuiE. canadensisndR. fluitan®

+ Welche methodischen Anderungen koénnen zu einem essébnten

Versuchsdesign fuhren?



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Testorganismen

2.1.1 Ceratophyllum demersum

Das Raue Hornbla@eratophyllum

demersungsiehe Abb. 1), zur Familie der

Hornblattgewachse (Ceratophyllaceae)

gehdrend, ist eine submerse, dikotyle, meist

freischwimmende, stellenweise auch im BodenAbb. 1: Ceratophyllum demersum
verankerte Wasserpflanze mit weltweiter Verbreitung stehenden oder langsam
flieBenden, n&hrstoffreichen Gewassern. Die Wafaage bildet keine echten
Wurzeln aus, besitzt jedoch wurzeléhnliche Gehjlaegewandelte Sprosse), mit denen
sie sich im Sediment verankern kanmrK8sBURGER2002). Die Blltezeit liegt in den
Monaten Juni bis September, die Bestaubung findet Wasser statt, und die
Verbreitung verlauft meist Uber Wasservogel o(RMALER 2005). Nach
WENDELBERGER(1986) werden Friichte und Bluten nur selten gehildie Vermehrung
findet vor allem auf vegetativem Wege Uber Sprasdistiicke statt. Weiterhin wird
von HABERER (2006) beschrieben, dasSeratophyllum demersunm Teichen als

Sauerstofflieferant eingesetzt wird.

2.1.2 Elodea canadensis

Elodea canadensislie kanadische Wasser-
pest (siehe Abb. 2) gehort zur Familie der

Froschbissgewéchse (Hydrocharitaceae),

stammt urspriinglich aus dem amerikanische
Raum und ist seit Ende des 19. Jahrhundert
ganz Mitteleuropa verbreitet (SASBURGER (\
2002). Die monokotyle, submerse Wassabb. 2: EIodealcanadensis

pflanze, deren Stauden im Boden wurzeln, hat dieliiétterte Sprosse, lanzettliche,
grin- bis dunkelgrine Blatter, die in 3-zahligeni@a stehen und 6-13 mm lang
werden. Sie kommt in stehenden und langsam fliegnaneso- bis eutrophen

Gewassern vor und findet auch Verwendung als Aqopfianze (RTHMALER 2005).

3
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Die Blutezeit liegt in den Monaten Mai bis Septemlage Blute ist zweih&dusig, erbliht
Uber dem Wasser und ist unscheinbar, weil3. DiedBbanhg und die Ausbreitung der
Samen findet Uber das Wasser statt, Uberwiegendetbrsich die kanadische

Wasserpest, jedoch vegetativ Uber FragmentatiofHneERER 2006).

2.1.3 Riccia fluitans

Das Schwimmende Sternlebermoos (siehe Abb. 3) gehor
zur Familie der Sternlebermoosgewéchse (Ricciaceae) '
und ist ein gelb- bis blaugriines wurzelloses
submerses freischwimmendes Moos. Die Thalli

sind schmalbandférmig, 0,5-1 mm breit, bis 5 cnglan
und mehrfach gabelig verzweigt. Es ist nahezu

weltweit verbreitet und kommt vorzugsweise in kalk-

armen, verschieden grof3en stehenden Gewassern Abb. 3: Riccia fluitans
(z.B. Fischteiche, Moore, kleine Tumpel) im Flactdasor (LubwiG 2003). Die
Vermehrung findet nadHABERER (2006) weitgehend vegetativ Uber Sprossung statt.

2.1.4 Lemna minor

Die Kleine Wasserlinse ist eine monokotyle, z

Familie der Wasserlinsengewéchse (Lemnaceg
gehorende Schwimmpflanze, die in stehenden
langsam flieRenden, meso- bis eutrophen Gewas
vorkommt und weltweit verbreitet ist (RHMALER,
2005). Die Sprossglieder sind linsenformig, 2-4
lang und 1-3 mm breit. Die Glieder (Fronds) sing

einzeln oder zu 2-6 zuammenhangend, wobei jedesl @bb. 4: Lemna minor

Eine 1-4 mm lange Wurzel hat. Haufig bildet die grof3e flachenhafte Schwimm-
decken ausLemna minorist einhdausig, die mannliche Blite besteht nur @ingm
Staubblatt und die Weibliche aus einem Stempel. Butenbildung kommt es selten,
die Vermehrung findet hauptsachlich vegetativ (lB@osse statt (lbwic 2003). Nach
WENDELBERGER (1986) wird im Herbst in den Sprossen Starke gebgeei, mit der

Folge, dass die Pflanze schwerer wird und auf desiffeien Grund sinkt

4
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2.2 Beschreibung des Testsystems

2.2.1 Pflanzenmaterial

Fur den ersten Versuchsteil wurden kultivierte Végstanzen aus dem Makrophyten-
labor des Instituts fir Gewdasserschutz — Mesocosnbiy Homberg (Ohm) ent-
nommen. Die Kultivierung der Wasserpflanzen erilgéi Raumtemperatur (ca. 18°C)
in Aquarien, mit einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 86Stunden. Fir den zweiten
Versuchsteil wurden Pflanzen aus dem Bestand dersckongsteiche, des
Institutsgelandes in Homberg (Ohm) verwendet, the &/oche vor Versuchsbeginn in
die Aquarien des Makrophytenlabors Uberfuhrt wurder dort unter den eben
genannten Bedingungen vorkultiviert wurden. Die tdeganismen fur derLemna

Standard-Test wurden unter einheitlichen Bedingange Klimaschrank des Instituts

fur Gewasserschutz vorkultiviert.

2.2.2 Medium

Als Medium fur die submersen Wasserpflanzearatophyllum demersum, Elodea
canadensigsind Riccia fluitansdiente Teichwasser. In der ersten Versuchsphasgewu
Wasser aus dem Makrophytenteich, in der zweitersi#@rsphase Wasser aus dem
Referenzteich des Instituts fir Gewasserschutz soktessm GmbH in Neu- Ulrichstein
verwendet. Vor Beginn der Versuche wurde das jegeeil eichwasser mit Hilfe eines
Zooplanktonsiebes (63 um) gesiebt. Fur demnaStandard-Testwwurde N&hrstoff-
medium nach Steinbergverandert nachAltenburger; Rezeptur - siehe Anhang)

verwendet.

2.2.3 Versuchsaufbau

Bei den Versuchen handelte es sich um Single-Spdasts, d.h. dass alle vier
Wasserpflanzenarten unabhangig voneinander, einaghtersucht wurden. Je
Wasserpflanze wurde mit einer Kontrolle und vierrbiad-Konzentrationen mit
jeweils drei Replikaten gearbeitet. Somit ergabech sfir jeden Versuch 15

Testeinheiten (Testgefalle bzw. Becherglaser).
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Fur die Versuche wurden bei der Arératophyllum demersufprosse mit einer Lange
zwischen 6 und 8,5 cm verwendet, Béndea canadensiSprosse mit einer Lange von
10 cm und beiRiccia fluitans eine Menge von 0,2 g pro Testgefa3. Fir den
vergleichenden LemnaStandard-Test wurden in jedes Testgefald zehn Brond
eingesetzt. In der ersten Versuchsphase wurdeli@it drei beschriebenen submersen
Wasserpflanzenarten, in der zweiten Versuchsphasemmt den zwei submersen
Wasserpflanzenarten. @emersunmund E. canadensigearbeitet. Im Unterschied zur
ersten Versuchsphase wurde hier die Anzahl dewibhaen pro Testgefald auf funf
erhoht. Um die einzelnen Pflanzen in den Testgefédieseinander-halten zu kdnnen,
wurden sie mit Hilfe von farbigen Drahtklammern ikart. Zusatzlich wurde in der
zweiten Versuchsphase mit einer Vorlaufzeih einer Woche gearbeitet, d.h. dass die
Wasserpflanzen eine Woche vor dem Versuchsbegirgitden den Testeinheiten unter
einheitlichen Bedingungen (Licht, Temperatur, Maawgehalten wurden. Nach Ablauf
der ersten Woche, am 16. Mai 2008 wurden aus 1&iféeiten, die 15 Testeinheiten
mit dem homogensten Wachstum ausgewahlt. Anschice®eurde die Testsubstanz
appliziert.

Als Testgefal3e fur die Wasserpflanzen dienten sceedlich grol3e Becherglaser. Die
Tests mit C. demersumwurden in hohen 2-I-Becherglasern mit 1,5 | Medium
durchgefiuhrt, die Tests . canadensigh 500 ml Becherglasern, welche in der ersten
Versuchsphase mit 400 ml befillt waren und in degiten Versuchsphase mit 450 ml.
Fur R. fluitanswurden 400 ml Becherglaser verwendet, deren Hidhé&uf 300 ml
eingestellt wurde und beilhemnaStandard- Test 250 ml Becherglaser mit einer
Fullhéhe von 200 ml. Alle verwendeten Becherglaseurden mit perforierter
Klarsichtfolie abgedeckt und in Aquarien gestalie soweit mit Wasser befullt waren,
dass die Becherglaser etwa zu einem Dirittel im \&fastanden (siehe Abb. 5). Das
Wasser in den Aquarien wurde mit Hilfe von Heizstélauf Temperaturen zwischen
22-24°C eingestellt und mit Pumpen umgesetzt.

Um die Temperaturschwankungen klein zu halten, weide mdglichst hohe
Lichtausbeute zu gewahrleisten, wurden mit Alufolékleidete Aquarien verwendet.
Auftretende Wasserverluste, sowohl in den Aquamds auch in den Testmedien
wurden mit dem jeweiligen Teichwasser bzw. Leitwmgsser ausgeglichen. Hierbeli
standen die Becherglaser it demersunm einem 450 | groRen Aquarium, die vBn

canadensidgn einem 100 | groRen Aquarium und die Becherglasie R. fluitansin
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einem 60 | Aquarium. DeilemnaStandard-Test, wurde in einem Klimaschrank
durchgefuhrt, die Temperatur wurde an die Bedinguarig den Aquarien angepasst.

Abb. 5: Single-Spezies-Test in Becherglasern, links Té&&gemitCeratophyllum demersymechts mit
Elodea canadensis

2.2.4 Beleuchtung

Fur die Beleuchtung des grof3en 400 | Aquariums wmur&trahler mit 18 Watt-

Energiesparlampen (Sylvania, LYNX D, Colour 840 gaisetzt, die auf vorgefassten
Lochern dem Aquariumdeckel auflagen. Bei den beidederen Aquarien und im

Klimaschrank erfolgte die Beleuchtung unter Verwamgl von Leuchstoffrohren (Sun
Glo, 46 cm, 15W / Osram L, 18W / 25), die untesseiés Aquariendeckels bzw. der
Klimaschrankdecke angebracht waren. Die Lichtstarkelen einzelnen Testgefal3en
wurde mit einem Luxmeter gemessen und lag auf Hi@nel estgefal3e zwischen 3000-
5000 Lux. Die Beleuchtung wurde, mit Ausnahme dssmnaStandard-Tests

(Dauerlicht nach OECD-Standard), auf einen Lichinhyus von 16:8 Stunden
eingestellt. Um die Lichtverhaltnisse fir alle Tysteme in den jeweiligen Aquarien
im Mittel konstant zu halten, wurden die Testgef@tien zweiten Werktag nach dem
folgenden Schem@bb. 6) rotiert.



Material und Methoden

Abb. 6: Rotationsschema der Testgefalle@a@tatophyllum demersurilodea canadensisndRiccia
fluitansin den jeweiligen Aquarien.

2.2.5 Atrazin

Als Testsubstanz wurde das Herbizid Atrazin in eReinheit von 96% verwendet. Es
gehort zur Gruppe der s-Triazine und wirkt bei PZken als Photosystem II-Inhibitor.
Letztendlich beruht die Wirkung von Atrazin auf dednterbindung des
Elektronentransports im Photosystem durch Abkopplues Elektronenakzeptors
Plastochinon vom Photosystem II. Es wurde im Jdl9®8 durch die Firma Geigy
Chemical Company (Basel, Schweiz) patentiert uhahgte weltweite Bedeutung als
Pflanzenschutzmittel. 1991 wurde Atrazin in Deuksot die Zulassung entzogen, weil
im Grundwasser Konzentrationen auftraten, die ume &ehnerpotenz hoher lagen, als
der Trinkwassergrenzwert von 0,1 pg/l der EUO@H & ELSTNER 1995). Nach
SoLOMON et al. (1995) wird es unter anderem in den USA als eirashdwfigsten
Herbizide eingesetzt. Dort findet es vor allem Vemdung im Maisanbau und in
geringeren Ausmalf3en beim Anbau von Hirse und Zuiken.

Atrazin ist mafig wasserloslich, besitzt eine nglrHenry-Konstante und einen
geringen Dampfdruck (siehe Tabelle 1). In gel6gterm ist die Verdampfung von
Atrazin in die Umgebungsluft vernachlassigbar und Adsorption an Sediment-
Partikel schwach. Generell ist mit einer hohen iB&nsz von Atrazin zu rechnen, da die
Hydro- und Photolyseraten gering sind und der saZimiRing des Atrazins eine

Resistenz gegen mikrobiellen Abbau aufweist.
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Tab. 1: Physikalisch-chemische Charakterisierung von Atraz

CAS-Nummer 1912-24-9

Chemischer Name 2-Chlor-4-etylamino-6-isopropyl+amal,3,5-triazin
Molekulargewicht 215,7 g mol

Summenformel eH14NsCl

Schmelzpunkt 175-177°C

Wasserloslichkeit 33 gtbei 22°C

Dampfdruck 2,89 x T6mm Hg bei 25°C
Henry-Konstante 2,48 x Tatm n? mol*

Log Kow 2,68 bei 25°C

Hydrolyse stabil fir 30 d bei pH 5 bis 9 und 25°C
Photolyse im Wasser Naturliches Licht:355 d bei pH 7

Anaerobe Metabolisierung im Wassé&k, 608 d (sandiger Lehm)

* verandert nach @ omon et. al(1995), aus @A-GEIGY CORPORATION (1994).

2.2.6 Applikation

Da Erfahrungen gezeigt haben, dass die gewlnsclassétoslichkeit von Atrazin
nicht so leicht erreicht werden kannd®&ATt 2007), wurde fur die Versuchsansatze
Alkohol (Ethanol, 90%) als Lésungsvermittler in @in/olumenkonzentration von 0,1%
verwendet. Sowohl fur die Versuchsansatze mit déamersen Makrophyten, als auch
beim LemnaStandard-Test wurde eine frische Stammldsung et entsprechenden
Mengen an Medium, Testsubstanz und Alkohol angesatgs Konzentrationsstufen
wurden die in Tab. 2angegebenen Konzentrationen gewahlt. In der eNégsuchs-
phase und beilhemnaStandard-Test wurden die verwendeten Testorgamnisiirekt

in das mit Atrazin versetzte Wasser gesetzt. Inzeegiten Versuchsphase wurde die
Testsubstanz Atrazin zusammen mit dem Losungsuvigmalkohol, erst nach einer
Woche Vorlaufzeit appliziert. Hierzu wurde vor d&pplikation, das entsprechende
Volumen an Medium aus den jeweiligen TestgefaRetmoemmen und durch die
Applikationslosung ersetzt.




Material und Methoden

Tab. 2: Nominale Atrazinkonzentrationen in der Kontrolleduden belasteten Testmedien I-IV und
Angabe der Konzentrationen des LosungsvermittigtE

Testmedium Konzentration des Lésungsvermittlers EtOH [ml L] Nominale Atrazin-
konzentration [ug L™
C 0 0
I 0.016 25
Il 0.063 100
11 0.25 400
v 1 1600

2.3 Endpunkte

2.3.1 Physikalische Wasserparameter

Als physikalische Testparameter wurden in beidersehsphasen wdchentlich in allen
TestgefalRen, der pH-Wert, die Temperatur, der Stafegehalt und die Leitfahigkeit
mit einem Multiparameter-Messgerat (WTW, Weilheiggmessen. In der ersten
Versuchsphase wurde die erste Messung nachmittags) Tag nach Versuchsbeginn,
in der zweiten Versuchsphase wurden die Messungahnmmttags am Tag des
Versuchsbeginns in den Testgefallen der jeweiligeten durchgefthrt und
wochentlich wiederholt. BeilhemnaStandard-Test wurden nur der pH-Wert und die

Leitfahigkeit zu Beginn und am Ende des Versuclhégenommen.

2.3.2 Wachstumsparameter

Als Wachstumsparameter dienten in der ersten unditew Versuchsphase, die
Sprossléange (Summe aus Haupt- und Seitensprosseh)das Frischgewicht der
Pflanzen. Generell wurde darauf geachtet, dasgesigendeten Pflanzen nur kurze Zeit
aulRerhalb der Testgefal3e waren. Beim vergleichebedemaStandard-Test wurde die
Anderung der Anzahl der Individuen (Frondzahl) MiaR fir das Wachstum bzw. die

Vermehrung verwendet.

Frischgewicht

Die Messung der Frischgewichte wurde zu Beginn dersuche durchgefihrt und
danach in wochentlichen Abstanden wiederholt. In rbéeeitung fur die

Gewichtsbestimmung wurden die Pflanzen mit einemidPauch (erste Versuchsphase)
bzw. durch zehnmaliges Abklopfen in einem Sieb {®v&ersuchsphase) weitest-

10
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gehend von dem anhaftenden Wasser befreit. Anfahrict wurde das Frischgewicht
auf einer Tafelwaage (Kern GS 620-2 LMOM 1203, @,&1 g) bestimmt.

Sprosslénge

Die Vermessung der Pflanzen erfolgte mit Hilfe eirigneals und wurde mit einer
Genauigkeit von 0,5 cm durchgefiihrt. Hierbei wudile Lange der Hauptsprosse und
die der Seitensprosse getrennt erfasst und anBehlie aufaddiert. Die Messungen
wurden bei Ceratophyllum demersumron Beginn der Versuche an, bEiodea

canadensimach Ablauf der ersten Woche (einheitliche Spéoggt aller eingesetzter

Individuen) durchgefuhrt und anschlieend bis Velnsende wochentlich wiederholt.

2.3.3 Bestimmung der Gesamtchlorophyllkonzentration im Test-

medium als Mal3 fur die Algenkonzentration

2.3.3.1 Theoretische Grundlagen

Werden Chlorophyll- oder andere Pigmentmolekileckluricht angeregt, gehen sie
kurzfristig auf ein héheres Energieniveau Uber kadren dann unter Energieabgabe
wieder in ihren Grundzustand zurtick. Diese Enekgien auf drei Wegen abgegeben
bzw. weitergeleitet werden. Eine Mdglichkeit bestddwin, dass die Energie als Warme
oder teils als Warme und teils als langwelligeshtiFluoreszenz) abgegeben werden
kann. Als zweiter Weg kommt die Energielbertragurayif benachbarte
Chlorophylimolekiile in Frage, ein Vorgang der alesBhanz-Energietbertragung
bezeichnet wird. Die letzte Moglichkeit besteht idardass die Energie auf ein
benachbartes Molekil, einen Elektronenakzeptortidggn wird, der Bestandteil der
Elektronentransportkette ist. Als Folge wird dada@bphyllmolekil oxidiert und der
Elektronenakzeptor reduziert. Bei intakten phottisgtisch aktiven Chloroplasten lauft
die Energietbertragung uber die zwei letztgenanRtezesse (R/EN et al. 2005). Bei
der Ruckreaktion der Photosynthese verlaufen diedoReaktionen in der

Elektronentransportkette in umgekehrter Reihenfolgeh. dass zuvor reduzierte

11
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Elektronenakzeptoren wieder oxidiert werden, diekEbnen wandern wieder in
umgekehrter Richtung zuriick. Da Teilreaktionen d@iickreaktion nur anhand
thermischer Einwirkungen verlaufen, ist die Gescluigkeit gegentber der
Hinreaktion deutlich herabgesetzt und temperatuiabiy. Die verzogerte Fluoreszenz,
die man beispielsweise dann beobachten kann, wehaohtete Algenzellen in die

Dunkelheit gebracht werden, ist noch im Zeitraumiggr Minuten als abklingendes
dunkelrotes Nachleuchten messbar. Dieses Nachkuchist Folge der

Energieabstrahlung eines angeregten Chlorophylkiitde(siehe Abb. 7), welches in
den Grundzustand lUbergeht. Dass das Nachleuch&tin tange anhélt, liegt neben den
langsameren temperaturabhangigen RuUckreaktionerandadass zuvor groliere
.Reserven” an Elektronen im Zuge der Hinreaktiogedrauft wurden. Dies kdnnen z.B.
reduzierte Elektronenakzeptoren sein, aber auclemwentfernte Elektronen auf der
AulRenseite der Thylakoidmembran, die nach und maelder zum Reaktionszentrum
wandern, das dortige Chlorophyllmolekil anregeni @essen Rickkehr in den

Grundzustand die verzogerte Fluoreszenz entsteMUUPLING et al. 1999).

Akzeptor-Seite

id-outsi CALVIN
Thylakoid-outside B LTy
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e P700* NG
S P630 =
deloyed o Fx ==
Fluorescence = ¥ Fd
Qab ;
- — FR
Mn —Complex P o b _
O “pe M

e H+ Thylakoid-inside ‘
H

H ' Donator-Seite

z5¢!

Abb. 7: Rickreaktion der Elektronen wahrend der Dunkeladagphase (ERHARD unverdffentlicht).
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2.3.3.2 Methodik zur Bestimmung der Gesamtchlorophiikonzentration

Im ersten und zweiten Versuchsteil wurde mit jesvé00 ml Testmedium aus allen
TestgefdRen von Ceratophyllum demersumwoéchentlich eine  Messung der
Gesamtchlorophyllkonzentration durchgefihrt. Angdbénd wurde die Probe wieder
zurtick in das Testmedium gegeben. Die Messung dsai@tchlorophyllkonzentration
berunt auf der Erfassung der verzogerten Fluoreszemotosynthetisch aktiver
Pigmente mit Hilfe eines DF-Anregungsspektromet@@sRHARDT & BODEMER 2000).

Im Verlauf der Messung werden zehnminitig, dunkapdieérte Proben mit
monochromatischem Licht unterschiedlicher Wellegin bestrahlt. Nachv.
TUMPLING et al. (1999) wird das Spektrum der Anregungswéilege (400-730 nm)
innerhalb von 165 Sekunden abgestrahlt und zeibgentz nach ca. 0,2 Sekunden als
Emissionsspektrum der verzégerten Fluoreszenz serf@as resultierende Spektrum
wird automatisch mit einer entsprechenden Softwainéer Berlcksichtigung von
Kalibrierspektren  weiter-verarbeitet. Als Ergebnigdder Messung werden
Konzentrationen  verschiedener Algentaxa (Blauglg&rinalgen, Kieselalgen,
Kryptomonadenund der Gesamtchlorophyllgehalt ausgegeben, welglseindirektes

Mal3 fur die Konzentration an Algen angesehen wekdam.

2.4 Auswertung der Daten

Alle aufgenommenen Daten wurden in das Programnrddad® Excel eingegeben,
teilweise graphisch dargestellt und teilweise iis €aogramm Graph Pad PriSrfiir
Windows, Version 4.02 Uberfuhrt. Mit Hilfe diesesoramms wurden die statistischen
Auswertungen durchgefuhrt und weitere Graphikentebits Zur Darstellung der
physikalischen Parameter wurden die Replikate dentidllen und der einzelnen
Konzentrationsstufen auf einen Wert gemittelt umdcalielend, mit Ausnahme der
Temperatur in einem wdchentlichen Verlaufsdiagraaigebildet. Aus den Daten aller
Wachstumsparameter (Sprosslange, Frischgewichideatl) wurden unter Anwend-
ung folgender Formel Wachstumsraten (WR) ermittedtandert nach#Aszczy et al.,
1999).

WR = (In Wp-InWp) / t4

13
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W, = GrolRe des Wachstumsparameters am Testanfangsg&prge, Frischgewicht,
Frondzahl)

W, = GroRe des Wachstumsparameters am Testende gBpiges, Frischgewicht,
Frondzahl)

t[d] = Testdauer in Tagen

Die Berechnung der prozentualen Hemmung (H) derhatamsrate bdiemna minor

erfolgte darauf aufbauend mit Hilfe folgender Fokme

H = (k- 1r) / i * 100, [%]
Uk = Mittelwert der Wachstumsrate der Kontrolle

Wt = Wachstumsrate der Testansatze

In der ersten Versuchsphase wurde jeweils einenBflpro Testgefald eingesetzt. Drei
Replikate pro Konzentrationsstufe bzw. Kontrollenggn in die Berechnung des
Mittelwerts und der dazugehdrigen Standardabweighein. Im Unterschied hierzu
wurden in der zweiten Versuchsphase, wie bereiterufapitel 2.2.3 erwahnt, funf
Pflanzen pro Testgefal? eingesetzt. Hier wurdengeimessenen Werte der Einzel-
pflanzen pro Testgefald gemittelt. Soweit moglichraeuanschlielend eine einfak-
torielle Varianzanalyse (One-Way ANOVA) mit Postte@onferroni’'s Multiple
Comparison Test) durchgefuhrt und diesE€mittelt.

14
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3 Ergebnisse

In diesem Abschnitt wird zunachst auf die Ergelmister ersten Versuchsphase
eingegangen, im Anschluss werden die Ergebnisse zaegiten Versuchsphase
dargestellt und zum Schluss die Ergebnisse dedewgnignden_emnaStandard-Tests.

Generell wird den Ergebnissen der zweiten Versuwdsp mehr Gewicht beigemessen,

weil dort ein aufwendigeres und aussagekraftigeersuchsdesign gewahlt wurde.

3.1 Versuchsphase |
3.1.1 Ceratophyllum demersum

3.1.1.1 Physikalische Wasserparameter

a) pH und Sauerstoffgehalt

Wie anhand Abb. 8a erkennbar ist, lag der pH-WertKbntrolle am Versuchsbeginn
bei ca. 7,5, nahm im Testverlauf stetig zu und iente nach vier Wochen ein
Maximum bei etwa 9,5. Bei den mit 25 ug/l und 10§l belasteten Gruppen, deren
pH-Werte anfangs auch einen Wert von 7,5 hattepela ahnlicher Verlauf vor, mit
dem Unterschied, dass die pH-Werte nach einer Wodatdriger als zu Beginn des
Versuchs lagen. Bei den beiden am héchsten betasBruppen war der Abfall des pH-
Wertes nach einer Woche am deutlichsten. Im Urtédczu allen anderen Gruppen
stieg der pH-Wert bis Versuchsende nicht mehr uneiaghte einen Wert von ca. 6,5.
Allgemein ist im Versuchszeitraum ein konzentras@ohangiger pH-Wert-Verlauf
erkennbar, mit deutlichen Abweichungen zwischenzeei héchstbelasteten und allen
anderen Gruppen.

Der Sauerstoffgehalt (siehe Abb. 8b) korreliert &léen Konzentrationsstufen und der
Kontrolle relativ stark mit dem pH-Wert-Verlauf. Agehend von Sauerstoffgehalten
bei etwa 9 mg/l, zeigten die Kontrolle und die zwedrigsten Konzentrationsstufen
einen konzentrationsabhangigen Abfall nach einerch®ound einen anschliel3enden
Anstieg auf Sauerstoffgehalte von etwa 10 bis Hll.nBei den beiden Gruppen mit
den hochsten Belastungen gab es eine stetige Almalmt Werten flr
Sauerstoffgehalte, die nach vier Wochen zwischand0,5 mg/l lagen. Wie beim pH-
Wert ist ein konzentrationsabhangiger Verlauf desiesstoffgehaltes erkennbar mit
deutlichen Abweichungen zwischen den zwei am héchiselasteten und allen anderen

Gruppen.
15
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a) b)
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Abb. 8: Entwicklung vona) ph-Wertb) Sauerstoffgehalt im vierwdchigen Verlauf im Testlinen von
Ceratophyllum demersumngegeben sind die Mittelwerte und die Standandéthung von je drei
Replikaten in den einzelnen Atrazinkonzentrationed der Kontrolle.

c) Leitfahigkeit

Die Leitfahigkeit lag zu Beginn des Versuches (Dadei allen Gruppen zwischen 78
und 80 puS/cm und am Ende zwischen 69 und 78 pSktsgesamt waren keine
konzentrationsabhangigen Tendenzen erkennbar. Dhgeréthiede zwischen den

einzelnen Gruppen waren gering.

3.1.1.2 Wachstumsparameter

a) Frischgewicht

Die Wachstumsrate des Frischgewichts ¥bndemersuniag bei der Kontrolle nach
vier Wochen bei 0,01{iehe Abb. 9a). Bei der niedrigsten Konzentrastuie lag die
Wachstumsrate mit 0,142 unter dem Kontrollniveausgehend von der niedrigsten bis
zur Konzentrationsstufe mit 400 pg/l, zeigte siehaunehmender Atrazinkonzentration
eine steigende Wachstumsrate. Weiterhin bestand segnifikanter Unterschied
zwischen der Kontrolle und der zweithdchsten Kotrztionsstufe (400 pg/l). Die mit
1600 pg/l belastete Gruppe lag mit einer Wachstsatsrvon 0,019 leicht Gber dem
Kontrollniveau.
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Der Verlauf des relativen Frischgewichts war béeralGruppen, mit Ausnahme der
Konzentrationsstufe mit 400 pg/l, relativ ahnlisiefe Abb. 9b); ausgehend vom ersten
Messtag erreichten die vier Gruppen, bei mehr aggriger stetigem Wachstum, nach
vier Wochen Werte, die zwischen 145% (25 pg/l) w8%% (100 pg/l) lagen. Das
relative Frischgewicht der Gruppe mit der zweitrgieh Belastung (400 pg/l) nahm im
Verlauf der ersten zwei Wochen relativ stark und der dritten Woche etwas

abgeschwacht zu. Zwischen der dritten und viertach gab es dann eine Abnahme
auf einen Wert von 322%.
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Abb. 9: a) Durchschnittiche Wachstumsrate bezogen auf dasclgewicht vonCeratophyllum
demersunals [(In W;-InW,) /t], wobei t[d]= 28 Wn = Grol3e des Wachstumsparameter am Testanfan
W, = GroRRe des Wachstumsparameters am Testende (Jisd2dvon je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle nach vi&vochen; zuséatzlich angegeben ist die
Standardabweichundd) Durchschnittliche Entwicklung des relativen Frigetvichts Ceratophyllum
demersumvon je drei Replikaten in den einzelnen Atrazimkentrationen und der Kontrolle im Verlauf

von vier Wochen; zusatzlich angegeben ist die Statabweichung vom Mittelwert und das
Signifikanzniveau: * < 0,05.

b) Sprosslange

Fur die Wachstumsrate der Sprosslange @ndemersumergaben sich nach vier
Wochen keine signifikanten Unterschiede zwischem HKentrolle und den vier
Konzentrationsstufen (siehe Abb. 10a). Eine leiclitenzentrationsabhéngigkeit
bestand im Bereich der Konzentrationsstufen vonb2b 400 pg/l; mit steigender
Konzentration nahm auch die Wachstumsrate zu. Dech&tumsrate lag bei der
Kontrolle bei 0,019, hatte bei einer Konzentratom 25 pg/l ihr Minimum (0,017) und
mit einem Wert von 0,047 ihr Maximum bei einer Btlang von 400 pg/l.

Die relative Sprosslange bei der Konzentrationsstait 400 pg/l nahm innerhalb der

ersten drei Woche stark zu und fiel in der nach$t&mthe auf einen Wert von 393%
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(siehe Abb. 10b). Bei allen anderen Gruppe lagflicherer Verlauf vor; nach vier
Wochen lag die relative Sprosslange bei Wertenaweis 165% und 240%.
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Abb. 10: a) Durchschnittiche Wachstumsrate bezogen auf dieosgfinge vonCeratophyllum
demersunals [(In W;-InW,) /t], wobei t[d]= 28 Wn = Grol3e des Wachstumsparameter am Testanfan
W, = GroRe des Wachstumsparameters am Testende (Jisd2dvon je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle nach vi&vochen; zuséatzlich angegeben ist die
Standardabweichung vom Mittelwerh) Durchschnittliche Entwicklung der relativen Sptéage
(Ceratophyllum demersymvon je drei Replikaten in den einzelnen Atrazimkentrationen und der
Kontrolle im Verlauf von vier Wochen.

3.1.2 Elodea canadensis

3.1.2.1 Physikalische Wasserparameter

a) pH und Sauerstoffgehalt

Der pH-Wert der Kontrolle lag zu Beginn des Versibki etwa 7,5, stieg innerhalb der
ersten Woche deutlich an, blieb dann mehr oder gegnauf einem Niveau und
erreichte nach vier Wochen einen Wert von ca. @hési Abb. 11a). Bei der
Konzentrationsstufe mit 25 pg/l ergab sich ein mahedentischer, geringfligig
niedrigerer Verlauf. Die néchsthbhere Konzentrasbufe wich deutlich von der
Kontrolle ab und zeigte im vierwochigen Verlaufsgahend von einem pH-Wert bei
etwa 7,5, nur einen geringen Anstieg. Die beiderup@en mit den hochsten
Atrazinbelastungen (400 und 1600 pg/l) verliefernera parallel. Ausgehend von
einem pH-Wert zwischen 7,2 und 7,3 zeigte sich reachr Woche ein leichter Abfall,
innerhalb der néchsten zwei Wochen ein leichtertidagsund nach vier Wochen
wiederholt eine leichte Senkung auf Werte zwisc®@&nund 7,1. Grundsatzlich lag ein
deutlich konzentrationsabhangiger Verlauf des pHiégevor, mit den jeweils zwei

beschriebenen Gruppen, die auf einem ahnlichemahilagen.
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Wie anhand Abb. 11b erkennbar ist, unterlagen dielsauerstoffgehalte innerhalb der
Versuchsdauer einem konzentrationsabhangigen \erlaie Sauerstoffgehalte der
Kontrolle zeigten ausgehend von einem Wert bei édwag/l innerhalb der ersten drei
Wochen einen stetig steigenden Verlauf und einehiei Abnahme in der
darauffolgenden Woche. Im Unterschied dazu gabeesidr am geringsten belasteten
Gruppe (25 pg/l) nach der ersten Woche einen lkeichibfall des Sauerstoffgehaltes,
ansonsten jedoch eine sehr ahnliche, geringflugdrigere Verlaufskurve. Bei den drei
anderen Gruppen, lagen die Sauerstoffgehalte anstbte® bei Werten zwischen 6,4
und 7,2 mg/l und fielen dann nach der ersten Waunbkar oder weniger deutlich ab.
Innerhalb der n&chsten drei Wochen zeigte sich dkn Gruppe ein relativ
wechselhafter Verlauf, wobei sich die Sauerstoféigehder Gruppe, die mit 100 pg/l
Atrazin belastet wurde, wieder auf das Ausgangswivegewegten. Der Sauerstoffgehalt
der zweithtchstbelasteten Gruppe lag nach vier \&odei etwa 4,6 mg/l und bei der
am hochsten belasteten Gruppe bei 0,6 mg/I.
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Abb. 11: Entwicklung vona) pH-Wert undb) Sauerstoffgehalt im vierwdchigen Verlauf im Testiioen
von Elodea canadensisAngegeben sind die Mittelwerte und die Standangéthung von je drei
Replikaten in den einzelnen Atrazinkonzentrationed der Kontrolle.

c) Leitfahigkeit

Die mittlere Leitfahigkeit stieg bei der héchsteonrentrationsstufe im vierwdchigen
Verlauf von 84 auf ca. 89 uS/cm an (siehe Abb. B2) allen anderen Gruppen sank
die Leitfahigkeit nach vier Wochen von Werten imr&eh von 79 bis 82 uS/cm auf
Werte zwischen 77 und 80 uS/cm. Eine Konzentragibndngigkeit der Leitfahigkeit
ist nicht erkennbar die hodchste Konzentrationsstiaig oberhalb, die niedrigste

unterhalb der Kontrolle.
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Abb. 12: Entwicklung der Leitfahigkeit im vierwdchigen Vedf im Testmedium vonElodea
canadensisAngegeben sind die Mittelwerte und die Standangéthung von je drei Replikaten in den
einzelnen Konzentrationsstufen und der Kontrolle.

3.1.2.2 Wachstumsparameter

a) Frischgewicht

Die Wachstumsraten des Frischgewichts JBlodea canadensidagen nach vier

Wochen bei allen Gruppen bei Werten um 0,04 vergygeieise hoch (siehe Abb. 13a).
Konzentrationsabhéngige Effekte oder signifikanteimterschiede der einzelnen
Konzentrationsstufen zur Kontrolle konnten nichimitelt werden. Die relative

durchschnittiche Zunahme des Frischgewichts lag blen zwei hdchsten

Konzentrationsstufen drei Wochen nach Applikatien\Werten im Bereich von 450%,
bei der dritthochsten Konzentrationnstufe bei eindéfert von 311% und bei der
niedrigsten Konzentrationsstufe und der Kontrole Werten um 255%. Nach vier
Wochen sank das relative Frischgewicht bei den kéehsten Konzentrationsstufen
wieder mehr oder weiniger deutlich ab. Am Versuaddge lag die Zunahme des
relativen Frischgewichts bei den belasteten Gruppeischen 255% (25 pg/l) und
322% (1600 pg/l). Die Kontrolle erreichte im selbésitraum ein Frischgewicht von
288% (siehe Abb. 13b).
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Abb. 13: a)Durchschnittliche Wachstumsrate bezogen auf diaslgewicht vorElodea canadensials
[(In Wq-InWo) /], wobei Wn = GréRBe des Wachstumsparameter a@stafifang, W= GroRe des
Wachstumsparameters am Testende und #dp8 von je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle nach vi&/ochen; zusatzlich angegeben ist die
Standardabweichun®) Durchschnittliche Entwicklung der relativen Frigelwichts Elodea canadensis

von je drei Replikaten in den einzelnen Atrazinkemizationen und der Kontrolle im Verlauf von vier
Wochen.

b) Sprosslange

Auch fur die Wachstumsrate der SprosslangeEzocanadensigrgaben sich nach vier
Wochen keine konzentrationsabhangigen Effekte wedeksignifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Konzentrationsstufen undkdetrolle. Die rel. Zunahme der
Sprosslénge lag nach vier Wochen bei Werten zwisdl62% (25 pg/l) und 183% bei
der Kontrolle und der zweithdchsten Konzentratitufes(400 pg/l).

3.1.3 Riccia fluitans

3.1.3.1 Physikalische Wasserparameter

a) pH und Sauerstoffgehalt

Wie anhand Abb. 14a deutlich wird, liegen die Vef#ader Kontrolle und der Gruppe
mit der geringsten Atrazinbelastung (25 pg/l) trel@eng zusammen. Ausgehend von
pH-Werten im Bereich von 7,7 bis 7,9 erreichte iantrolle nach vier Wochen einen
Wert von etwa 8,4, die geringstbelastete GruppereWert von ca. 8,6. Die mit 100
und 400 pg/l belasteten Gruppen erreichten, ausgetien einem pH-Wert von 7,7,
nach vier Wochen pH-Werte zwischen 8 und 8,3. mehéchsten belastete Gruppe lag
nach leichten pH-Schwankungen im vierwochigen \drlam letzten Messtag mit

einem pH-Wert von etwa 8,6 leicht Gber dem Ausgaivgsu.
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Die Entwicklung der Sauerstoffgehalte, die in Addb dargestellt sind, zeigten bei
allen Gruppen, mit Ausnahme der héchsten Konzeotrsgtufe, &hnliche, weitgehend
konzentrationsabhangig verschobene Verlaufe. Awsgkhvon Sauerstoffgehalten
zwischen 8 und 8,5 lagen die Werte nach der erg¥@che deutlich unter dem
Ausgangsniveau und stiegen dann wieder auf Wertechen 8 und 8,9, Bei der am
hdchsten belasteten Gruppe fiel der Sauerstoffgelmalvierwdchigen Verlauf von

einem Wert bei etwa 7,5 auf einen Wert von ca. 5,6.

a) b)

8.75 4 9.50 1

—e—C
---m---25g/ |
——&—100 pg /|
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—-m- 1600 ug/ |

—e—C
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8257 |_.m- 1600 g/
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14 21 28
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Abb. 14: Entwicklung vona) ph-Wert undb) Sauerstoffgehalt im vierwochigen Verlauf im Testimen
von Riccia fluitans Angegeben sind die Mittelwerte und die Standangathung von je drei Replikaten
in den einzelnen Atrazinkonzentrationen und dertkale.

b) Leitfahigkeit

Im Hinblick auf die Leitfahigkeit der einzelnen (anpen liegen weitgehend parallele,
mehr oder weniger verschobene, steigende Verlaofe(Abb. 15). Der Anstieg der

Leitfahigkeit war bei allen Gruppen nach der erstéoche am héchsten und verblieb
innerhalb der nachsten drei Wochen mehr oder weiigeeinem Niveau. Ausgehend
von Werten zwischen 86 und 93 puS/cm erreichte @igfdhigkeit nach vier Wochen

Werte zwischen 110 und 120 pS/cm. Eine eindeutigezKntrationsabhangigkeit ist
nicht erkennbar, die zwei hochsten Konzentratiariest (400 und 1600 ug/l) lagen

oberhalb der Kontrolle, die niedrigste ab der zereVoche unterhalb der Kontrolle.
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Abb. 15: Entwicklung der Leitfahigkeit im Testmedium véh fluitansim Verlauf von vier Wochen.
Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardatiwmgen von je drei Replikaten in den einzelnen
Konzentrationsstufen und der Kontrolle.

3.1.3.2 Wachstumsparameter

Die Wachstumsrate des Frischgewichts vofiltans zeigte nach vier Wochen keine
konzentrationsabhangigen Effekte auf und keineifskgmten Unterschiede zwischen
der Kontrolle und den belasteten Gruppen (siehe AB&). Die relative Zunahme an
Frischgewicht vorR. fluitanszeigte nach vier Wochen keine konzentrationsablggngi
Effekte (siehe Abb. 16b). Sie fiel am VersuchsemiteZunahmen zwischen 10% (100
ung/l) und 40% (400 pg/l) gering aus. Die Kontradligpe erreichte im selben Zeitraum
einen relativen Zuwachs an Frischgewicht von 23%.

a) Frischgewicht
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Abb. 16: a) Durchschnittliche Wachstumsrate bezogen auf diashgewicht vorRiccia fluitansals [(In
Wp-InWo) /t], wobei Wn = Gro3e des Wachstumsparameter astaffang, W= GroRe des Wachstums-
parameters am Testende und §d8 von je drei Replikaten in den einzelnen Amnéanzentrationen und
der Kontrolle nach vier Wochen; zuséatzlich angegeabedie Standardabweichurig). Durch-schnittliche
Entwicklung der relativen FrischgewichtRi¢cia fluitand von je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle im Verlawin vier Wochen.
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3.1.4 Algen

Die vierwochigen Verlaufe der Chlorophyllkonzenimaen in den Testmedien sind in
Abb. 17 dargestellt. In den ersten zwei Versuch&wocwaren die Chlorophyll-

konzentrationen aller Gruppen auf einem niedrigere&du mit Werten zwischen 0 und
2 ug/l. Innerhalb der nachsten zwei Wochen stiegjen Chlorophyllkonzentrationen,
mit Ausnahme der hdchsten Konzentrationsstufe Véerte zwischen 4 und 7 pg/l an.
Hierbei erreichte die Kontrolle nach vier Wochent whurchschnittlich 6,47 pg/l den
hochsten Wert. Dagegen blieb die Chlorophyllkonzditn der héchsten Konzen-
trationsstufe im gesamten Versuchsverlauf mit Wetteter 1 pg/l auf sehr niedrigem
Niveau. Ein eindeutiger konzentrationsabhéngigerlavé der Algenentwicklung ist

nicht erkennbar.

10 4

——C
8 - -..m--- 25mg/l

— —&— — 100 mg/!

— - @ - =400 mg/l 1
6 —-m-- 1600 mg/l

Chlorophyllkonzentration [ug/I]

2] Messtag

Abb. 17: Entwicklung der Chlorophyllkonzentration in den fgfaken voriCeratophyllum demersum
im Verlauf von vier Wochen. Angegeben sind die Blitterte von je drei Replikaten in den einzelnen
Konzentrationsstufen und der Kontrolle.

3.1.5 Beobachtungen

Riccia fluitans

Abgesehen von einem leichten Algenwachstum in destriledien vorRiccia fluitans

konnten keine morphologischen Veranderungen anofigestismus beobachtet werden.

Elodea canadensis

Bei Elodea canadensisam es hin und wieder zu leichten Aufhellungemwsirzlichen
Verfarbungen und absterbenden Sprossteilen. Diemphologischen Auffalligkeiten
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konnten jedoch nicht mit den erhdhten Atrazinkomzgionen in Verbindung gebracht
werden, sondern traten vereinzelt bei den versehied Gruppen (Kontrolle &

Konzentrationsstufen) auf.

Ceratophyllum demersum

Bei Ceratophyllum demersurkonnte bei hoheren Konzentrationen eine deutliche
Internodienstreckung, eine zunehmende Spross- uattbRichigkeit, eine leichte
Aufhellung der Blatterund eine zunehmende Anzahl an Neusprossen beobachte
werden. Wie anhand Abb. 18 deutlich wird, war dieolbachtbare Zunahme der
Internodienlange bzw. der Testorganismen bei hoKemzentrationen teilweise

betrachtlich. Sie trat nur, jedoch nicht immer belen 2zwei hdochsten

Konzentrationsstufen mit 400 und 1600 p g/l auf.

Abb. 18: Darstellung eines Individuums v&@eratophyllum demersur®flanzen der Kontrolle eine
Woche nach Versuchsbeginn (links oben) und am \¢asmnde (rechts oben). Pflanzen der hochsten
Konzentrationsstufe eine Woche nach Versuchsbdgitks unten) und am Versuchsende (rechts unten).
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3.2 Versuchsphase Il
3.2.1 Ceratophyllum demersum

3.2.1.1 Physikalische Parameter

a) pH und Sauerstoffgehalt

Wie anhand Abb. 19a deutlich wird, stiegen die pldA® im Verlauf der ersten Woche
vor der Applikation bei allen Gruppen sehr einhgitlvon etwa 8,5 auf 9,5 an. Nach
Applikation ist im vierwodchigen Versuchszeitraumn ekonzentrationsabhéngiger
Verlauf des pH-Wertes mit leicht steigendem undtgekiend &hnlichem Verhalten der
Kontrolle und der niedrigsten Konzentrationsstuteeanbar. Die mit 100 pg/l belastete
Gruppe zeigt nach der ersten Woche einen leichtgallfauf einen Wert von etwa 9,2
und in den drei folgenden Wochen eine anschlie3gidelung” auf einen Wert von
9,5. Die pH-Verlaufe der zwei hochsten Konzentrsio zeigten ein ahnlichen,
konzentrationsabhangig verschobenen Verlauf. Einech®& nach der Applikation
sanken die pH-Werte deutlich, blieben dann bisdritten Woche mehr oder weniger
auf einem Niveau und fielen dann nach der vierteoth®¢ auf pH-Werte von etwa 7,9
(400 pg/l) und 6,9 (1600 pgll).

Der Sauerstoffgehalt der Kontrolle lag eine Wocheder Applikation mit einem Wert
von 13,4 mg/l deutlich Uber dem Wert von 11,5 mgki der niedrigsten
Konzentrationsstufe und der drei anderen Konzeatrsstufen, die am 7. Tag vor
Applikation Sauerstoffgehalte um 9,9 mg/l hattere{s Abb. 19b). Am Tag der
Applikation lagen die Sauerstoffgehalte dann mitri&e zwischen 14 und 15 mg/l etwa
auf einen Niveau und divergierten in der folgend&oche konzentrationsabhangig
auseinander. Hierbei ergab sich bei der Kontrolled uder niedrigsten
Konzentrationsstufe ein nahezu identischer, wedgdheicht abfallender Verlauf mit
einem Sauerstoffgehalt von etwa 14,1 mg/l am \rsende. Die Konzentrationsstufe
mit 100 pg/l Atrazinbelastung fiel im Verlauf dersten beiden Wochen nach
Applikation auf einen Sauerstoffgehalt von 9,5 mgitl erreichte nach weiteren zwei
Wochen einen Sauerstoffgehalt von 13,5 mg/l. Dieldre am hochsten belasteten
Konzentrationsstufen fielen nach einer Woche ddutlund erreichten nach drei
Wochen Sauerstoffgehalte um 0,5 mg/l. Anschliel3rety die mit 400 pg/l belastete
Konzentrationsstufe wieder auf einen Wert von 4gdlmnd die am hdchsten belastete

Gruppe verblieb mit einem Sauerstoffgehalt vonmgdl auf niedrigem Niveau.
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Abb. 19: Entwicklung vona) ph-Wert undb) Sauerstoffgehalt im fiinfwéchigen Verlauf im Testfiven
von Ceratophyllum demersumngegeben sind die Mittelwerte und die Standan@éathung von je drei
Replikaten in den einzelnen Konzentrationsstufethder Kontrolle.

c) Leitfahigkeit

Die Leitfahigkeit lag zu Beginn des Versuches (Fagbei allen Gruppen bei Werten
um 450 uS/cm und fiel dann bis zum Tag der Appildatuf Werte im Bereich von

270 uS/cm (siehe Abb. 20). Im Verlauf der nachstem Wochen divergierten die

Werte fur die Leitfahigkeiten deutlich, wobei dieoitrolle und die zwei niedrigsten

Konzentrationsstufen relativ einheitlich sanken andVersuchsende eine Leitfahigkeit
zwischen 233 und 251 puS/cm erreichten. Die mit 4@@ belastete Gruppe stieg
innerhalb der ersten zwei Wochen deutlich an untk stann in den néchsten zwei
Wochen auf einen Wert von 297 uS/cm. Bei der h@chkonzentrationsstufe kam es
nach der Applikation zu einem deutlichen und kamsta Anstieg der Leitfahigkeit auf

einen Wert von 414 uS/cm.
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Abb. 20: Entwicklung der Leitfahigkeit im funfwochigen Vedaim Testmedium von Ceratophyllum
demersumAngegeben sind die Mittelwerte und die Standangathung von je drei Replikaten in den
einzelnen Konzentrationsstufen und der Kontrolle.

3.2.1.2 Wachstumsparameter

a) Frischgewicht

Wie Abb. 21a zeigt, lag die Wachstumsrate des Rgewichts vonC. demersunbei
der Kontrolle nach einer Woche bei etwa 0,016 unéi bler niedrigsten
Konzentrationsstufe bei ca. 0,02. Statistisch natslvare Unterschiede zur Kontrolle
ergaben sich bei den Konzentrationsstufen mit @@ 1600 pg/l Atrazinbelastung mit
einem Signifikanzniveau (p) < 0,001 und bei deeitidchsten Konzentrationsstufe
mit p < 0,01. Nach der zweiten Woche (siehe Abkbh)2diesen die drei héchsten
Konzentrationsstufen einen signifikanten Untersdiet p < 0,001 auf. Im Unterschied
zur Vorwoche lagen die Wachstumsraten aller Gruppemt Ausnahme der
zweithochsten Belastungsstufe (400 pg/l) niedragsrin der Vorwoche. Wie anhand
der Abbildungen 21c und d erkennbar ist, setzte dieser Trend in der dritten und
vierten Woche fort, wobei die Abweichungen der elnen Konzentrationsstufen von
der Kontrolle geringer wurden. Nach der vierten Wetag nur noch ein signifikanter
Unterschied (p < 0,001) zwischen der Kontrolle urdkr zweithdchsten

Konzentrationsstufe vor.
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Abb. 21 Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate bezaegémas Frischgewicht vaBeratophyllum
demersumals [(In Wi-InW,) /t], wobei Wn = Grdol3e des Wachstumsparameter astahfang, W=
GroRe des Wachstumsparameters am Testende une #8]von je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle a) einedM®b) zwei Wochen ¢) drei Wochen d) vier Wochen
nach Applikation; zusatzlich angegeben ist die &aadabweichung vom Mittelwert und das
Signifikanzniveau: *< 0,05, ** < 0,01, ** < 0,00

In der ersten Woche vor Applikation entwickelteohsalle Gruppen, ausgehend von
Werten zwischen 82 und 85% relativem Frischgewi€htdemersum recht einheitlich
(siehe Abb. 22). In der ersten Woche nach Appldratrennten sich die Verlaufe der
einzelnen Gruppen leicht auf, nach zwei Wochen wadeutliche Unterschiede
erkennbar. Die Pflanzen der Kontrolle und der ngsten Belastungsstufe erreichten zu
diesem Zeitpunkt ein relatives Frischgewicht vor8%l Die mit 100 pg/l belastete
Konzentrationsstufe erreichte einen Wert von 142%je zweitht6chste
Konzentrationsstufe einen Wert von 177% und diehktiz Konzentrationsstufe einen
Wert von 158%. In der nachsten Woche fielen die t@/eilir die relativen
Frischgewichte der drei héchsten Konzentrationsstufeutlich ab und erreichten mit
Ausnahme der zweithdchsten KonzentrationsstufetivelaFrischgewichte von ca.
130%. Am Versuchsende lag die mit 400 pg/l belaskainzentrationsstufe bei einem
Wert von 178% und alle anderen Gruppen bei Weméschen 115 und 130%.
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Abb. 22: Durchschnittliche Entwicklung des relativen Frigetvichts vonCeratophyllum demersum
(Tag 0 = 100%) von je drei Replikaten in den eineal Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle im
Verlauf von funf Wochen.

b) Sprosslange

Fur die Wachstumsrate der Sprosslange ®odemersunergab sich eine Woche nach
Applikation ein deutlich konzentrationsabhangigeifeE, mit steigenden Atrazin-
konzentrationen nahm auch die Wachstumsrate zurbélidagen bei den beiden
hochsten Konzentrationen signifikante Unterschiga®,001) zur Kontrolle vor (siehe
Abb. 23a). Im Verlauf der nachsten drei Wochen tzsigh bei allen Gruppen eine
Abnahme der Wachstumsrate, wobei diese bei derskéiciBelastungsstufe (1600 pg/l)
am deutlichsten ausfiel (siehe Abb. 23b-d). Insgeskagen bei den drei hdchsten
Konzentrationsstufen signifikante Unterschiedelkamtrolle vor, mit einem p<0,01 bei
100 pg/l und einem p<0,001 bei den Konzentratiafisst mit 400 und 1600 pg/l
Belastung.
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Abb. 23: Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate bezagdrdie Sprosslange vaeratophyllum
demersumals [(In Wi-InW,) /t], wobei Wn = Grdl3e des Wachstumsparameter astahfang, W=
GroRe des Wachstumsparameters am Testende urd #8]von je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle a) eined®b) zwei Wochen c) drei Wochen d) vier Wochen
nach Applikation; zusatzlich angegeben ist die @&atabweichung und das Signifikanzniveau:

** < 0,01, ** < 0,001.

In der ersten Woche nach Versuchsbeginn entwickedtedie relative Sprosslange von
C. demersunbei allen Gruppen, ausgehend von Werten bei e hahezu identisch

(siehe Abb. 24). Eine Woche nach der Applikatioh&ten sich die Verlaufe

konzentrationsabhangig auf. Die Kontrolle erreiokiteen Wert von 121%, die héchste
Konzentrationsstufe einen Wert von 169%. In demdntlen drei Wochen stieg die
relative Sprosslange bei allen Gruppen weiter are sehr deutliche Zunahme ist bei
der mit 400 pg/l belasteten Gruppe zu erkennen.zBi® Versuchsende blieb die
konzentrationsabhangige Staffelung der Verlaufe, musnahme der zweith6chsten

Konzentration, bestehen.
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Abb. 24: Mittlere Entwicklung der relativen Sprossléandgeefatophyllum demersunT,ag 0 = 100%)
dreier Replikate in den einzelnen Atrazinkonzeidragn und der Kontrolle im finfwdchigen Verlauf.

c) Frischgewicht/Lange

Wie anhand Abb. 25 deutlich wird, sinkt der Went fias Gewicht pro Langeneinheit
bei allen Gruppen im Versuchsverlauf deutlich abBeginn des Versuches am Tag -7
lagen die Werte zwischen 0,29 und 0,33 g/cm, anekfes Versuches zwischen 0,08
und 0,15 g/cm. Die Werte fur das Gewicht pro Lamgameit sanken in der ersten
Woche vor Applikation am deutlichsten und zeigtenweiteren Versuchverlauf eine
flachere, leicht konzentrations-abhéngige Abnahime.Versuchsende lagen die Werte
der Kontrolle und der niedrigsten Konzentrationfestoei ca. 0,15 g/cm, der Wert der
mit 100 pg/l belasteten Gruppe bei 0,11 g/cm urel dierte der zwei héchsten
Konzentrationsstufen zwischen 0,8 und 0,9 g/cm.
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Abb. 25: Durchschnittliche Entwicklung des relativen Vethié von Gewicht/LangeQeratophyllum

demersumTag 0 = 100%) von je drei Replikaten in den €linge Atrazinkonzentrationen und der
Kontrolle im fiinfwdchigen Verlauf.
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3.2.2 Elodea canadensis

3.2.2.1 Physikalische Parameter

a) pH und Sauerstoffgehalt

Innerhalb der ersten Woche (-7 bis 0) war der pHtWerlauf bei allen Gruppen
relativ einheitlich (siehe Abb. 26a). Ausgehend pbfiWerten im Bereich von 8,4 fand
ein Anstieg auf Werte um 9,5 statt. Im Verlauf @éesten Woche nach Applikation
trennten sich die durchschnittlichen pH-Wert-Veftawer einzelnen Gruppen dann
deutlich auf. Die Kontrolle stieg bis zwei Wocheach der Applikation an und sank
gegen Versuchsende auf einen Wert von 9,69. Beilddasteten Gruppen lag ein
weitgehend paralleler, konzentrationsabhéngig etsener Verlauf vor. In der ersten
Woche nach Applikation fielen die pH-Werte, in deichsten zwei Wochen stiegen sie
und fielen dann nach vier Wochen wieder mehr odemiger deutlich ab. Nach vier
Wochen ergaben sich folgende pH-Werte fur die éiezreKonzentrationsstufen: 9,15
(25 pagfl), 8,82 (100 ug/l), 7,80 (400 pg/l), 6,aBQ0 pgll).

Zu Beginn des Versuches, eine Woche vor der Apitikalagen die Sauerstoffgehalte
aller Gruppen zwischen 12 und 15 mg/l und sankem da der nachsten Woche auf
Werte zwischen 10 und 12 mg/l (Abb. 26b). Eine Weonolch Applikation zeigte sich,
wie bereits beim pH-Wert, ein konzentrationsabhgegVerlauf. Hierbei ergab sich fur
die Kontrolle und die mit 25 pg/l belastete Grupga sehr ahnlicher und relativ
wechselhafter Verlauf. Vier Wochen nach der Apglka lag der mittlere
Sauerstoffgehalt der Kontrolle bei 12,8 mg/l undder mit 25 pg/l belasteten Gruppe
bei 10,9 mg/l. Die mit 100 ug/l belastete Gruppe éine Woche nach Applikation auf
einen mittleren Sauerstoffgehalt von 4,93 mg/l engichte, nach deutlichem Anstieg
in der zweiten und dritten Woche, am VersuchsemeneéWNert von 10,8 mg/l. Bei den
zwei hochsten Konzentrationsstufen, sank der mattauerstoffgehalt eine Woche
nach Applikation deutlich und blieb bis zur dnitt&/oche (400 pg/l) bzw. bis zur
vierten Woche (1600 pg/l) auf niedrigem Niveau (md/l). Am Versuchsende lag der
mittlere Sauerstoffgehalt bei der zweithdchsten 2&mtrationsstufe bei 4,33 mg/l und

bei der hochsten Konzentrationsstufe bei 0,67 mgl/l.
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Abb. 26: Entwicklung vona) ph-Wert undb) Sauerstoffgehalt im fiinfwéchigen Verlauf im Testfiven
von Elodea canadensig\ngegeben sind die Mittelwerte und die Standangathung von je drei
Replikaten in den einzelnen Konzentrationsstufethder Kontrolle

c) Leitfahigkeit

Wie Abb. 27 zeigt, lag die Leitfahigkeit zu Begidas Versuches bei allen Gruppen im
Bereich zwischen 370 und 420 pS/cm und sank danmlein folgenden Woche
einheitlich auf Werte um 250 uS/cm. Nach der Apgtiibn facherten sich die einzelnen
Verlaufe konzentrationsabhangig auf, wobei die Kalleg und die mit 25 pg/l belastete
Gruppe bis zum Versuchsende einheitlich um ein &liveson ca. 250 pS/cm
schwankten. Bei allen anderen Gruppen war ein astakkstieg der Leitfahigkeit in der
ersten Woche und ein verminderter Anstieg in degitem Woche nach Applikation zu
beobachten. In der dritten Woche fiel die Leitf&aig bei den Konzentrationsstufen mit
100 pg/l und 400 pg/l deutlich ab und stieg gegesrsMchsende auf Werte von
247uS/cm (100 pg/l) und 386 pS/cm (400 pg/l). Beilbchsten Konzentrationsstufe
setzte sich der Anstieg der Leitfahigkeit Uber desamten Versuchszeitraum fort, zu
Versuchsende lag die mittlere Leitfahigkeit dortt M69 uS/cm deutlich Gber dem

Ausgangswert von 387 uS/cm.
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Abb. 27: Entwicklung der Leitfahigkeit im finfwdchigen Vediim Testmedium voiElodea canadensis
(Tag 0 = Tag der Applikation). Angegeben sind digtéliverte und die Standardabweichung von je drei
Replikaten in den einzelnen Konzentrationsstufeshder Kontrolle.

3.2.2.2 Wachstumsparameter

a) Frischgewicht

Wie anhand der Abbildungen 28a-d deutlich wird, aben sich fir die spez.
Wachstumsraten voR. canadensisine Woche nach Applikation keine signifikanten
Unterschiede und keine konzentrationsabhangigeektff Die spez. Wachstumsrate
lag bei der Kontrolle nach einer Woche bei 0,09 ,der mittleren Konzentrationsstufe
mit 100 ug/l Belastung bei 0,029 und bei der hdah#tonzentrationsstufe (1600 pg/l)
bei 0,018. Mit zunehmender Versuchsdauer sank g@ez.sWachstumsrate. Am

Versuchsende lag die vierwdchige Wachstumsrate Oré.
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Abb. 28: Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate bezogeh das Frischgewicht voilodea
canadensisals [(In Wy-InWg) /t], wobei Wn = GroRe des Wachstumsparameter astahfang, W=
GrolRe des Wachstumsparameters am Testende und Z8]von je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle a) eined®b) zwei Wochen ¢) drei Wochen d) vier Wochen
nach Applikation; zusatzlich angegeben ist die Gaatabweichung.

Ausgehend von Werten um die 60%, ist in der er$dcthe vor Applikation eine
nahezu einheitliche und starke Zunahme des refativischgewichts vo&. canadensis
erkennbar (siehe Abb. 29). In der ersten Woche nAgplikation stieg das
Frischgewicht aller Gruppen auf Werte zwischen bi€120%. Ausgehend von der
zweiten Woche nach Applikation bis zum Versuchsenadeen zwei grundsatzliche
Trends erkennbar; bei den drei am hdchsten betastébnzentrationsstufen sank das
relative Frischgewicht, bei der Kontrolle und deednigsten Konzentrationsstufe (25
ng/l) stieg es. Bei der hochsten Konzentrationsstoit 1600 pg/l wurde der Wert fir
die Zunahme auf Null gesetzt, weil aufgrund dedallsrdes Pflanzenmaterials keine

Auswertung maoglich war.
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Abb. 29: Entwicklung des relativen Frischgewichts vBiodea canadensi§Tag 0 = 100%) in den
einzelnen Atrazinkonzentrationen und der KontratteVerlauf von vier Wochen (Auswertung bei der
hdchsten Konzentrationsstufe nach vier Wochen midlich). Dargestellte Punkte sind Mittelwerte aus
je drei Replikaten.

b) Sprosslange

Fur die spez. Wachstumsrate der Sprosslangé&iaiea canadensisrgaben sich keine
konzentrationsabhangigen Effekte und keine sigaifien Unterschiede zwischen der
Kontrolle und den einzelnen Konzentrationsstufaeh@ Abb. 30a-d). Im zeitlichen
Versuchsverlauf ist bei allen Gruppen eine Abnalii®e spezifischen Wachstumsrate
erkennbar; in der ersten Woche nach Applikation dag spezifische Wachstumsrate
aller Gruppen Uber 0,01 (siehe Abb. 30a), nachWiechen lagen alle Werte unter 0,01
(siehe Abb. 30d).
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Abb. 30: Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate bezogeh die Sprosslange voklodea
canadensisals [(In Wy-InWy) /t], wobei Wn = GroRe des Wachstumsparameter astahfang, W=
GrolRe des Wachstumsparameters am Testende und Z8]von je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle nach aeeiWoche b) zwei Wochen c) drei Wochen d) vier
Wochen nach Applikation; zuséatzlich angegebeniesSdandardabweichung.

Bei der Entwicklung der relativen Sprosslange \Kindea canadensisvaren keine
konzentrationsabhangigen Tendenzen der Verlaufenabar. Ausgehend von Werten
aller Gruppen zwischen 60 bis 70% zu Versuchsbegsiiegen die Werte der
Sprosslénge in der ersten Woche am deutlichstgenldis zwei Wochen nach der
Applikation weitgehend auf gleicher Hohe und diggtien dann im weiteren
Versuchsverlauf leicht. Am Versuchsende erreiclg¢endit 100 pg/l belastete Gruppe
mit 108% den niedrigsten Wert und die mit 400 [bglastete Gruppe mit 114% den
hochsten Wert. Bei der héchsten Konzentrationsshifel600 pg/l wurde der Wert fur
die Zunahme auf Null gesetzt, weil aufgrund dedalsrdes Pflanzenmaterials keine
Auswertung maoglich war.
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c¢) Frischgewicht/Lange

Das Frischgewicht pro Langeneinheit lag H&ibdea canadensizu Beginn des

Versuchesbei allen Gruppen zwischen 0,025 bis 0,035 g/cm amdVersuchsende
leicht erhdht zwischen 0,03 und 0,035 g/cm. Insgesaaren keine konzentrations-
abhangige Tendenzen erkennbar, die Unterschiedsclzen den einzelnen Gruppen

waren gering.

3.2.3 Algen

Wie anhand Abb. 31 deutlich wird, sank die mittl€klorophyllkonzentration in der

ersten Woche bei allen Gruppen ab. In den naclzstenWochen blieben die einzelnen
Gruppen mehr oder weniger auf einem Niveau. Indidigien Woche nach Applikation

kam es dann zu einer Auffacherung der Verlaufelgefadeutlicher Zunahmen der
Kontrolle und der zwei niedrigsten Konzentrationgst. Am Versuchsende sank die
Chlorophyllkonzentration bei diesen drei Gruppereder ab und die mit 400 ug/l
belastete Gruppe zeigte einen starken Anstieg sm&heWert von 32,4 mg/l. Die

Konzentrationsstufe mit 1600 pg/l Atrazinbelastiotigb im gesamten Zeitraum nach
der Applikation mit Werten unter 2 pug/l auf sehedrigem Niveau. Insgesamt war im
Zeitraum des Versuches kein deutlicher Zusammenhkangchen der Algenbildung

(Chlorophyllkonzentration) und der jeweiligen Belasysstufe erkennbar.
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Abb. 31: Entwicklung der Chlorophyllkonzentration in denslgefallen vorCeratophyllum demersum
im Verlauf von funf Wochen. Angegeben sind die Blitterte in den einzelnen Konzentrationsstufen und
der Kontrolle (mit Ausnahme des Wertes beim Tadiizelwert).
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3.2.4 Beobachtungen

Elodea canadensis

Wie in der ersten Versuchsphase, waren bei deoffestismen hin und wieder leichte
Aufhellungen, schwarzliche Verfarbungen und abstede Sprossteile zu beobachten,
die in allen Gruppen auftraten. Im Gegensatz zstearVersuchsphase, kam es jedoch
bei der hdchsten Konzentrationsstufe mit 1600 AgAzinbelastung nach vier Wochen
zu deutlichen Verfarbungen und ZerfallsprozesseshésAbb. 32), sodass die Spross-
lange und das Frischgewicht der einzelnen Testa@em nicht mehr bestimmt werden
konnten.

Ry

3 bl .
|

N
- &v

Abb. 32: Darstellung von je funf Individuen vonCeratophyllum demersum der hoéchsten
Konzentrationsstufen eine Woche nach Versuchsbegimks)lund am Versuchsende (rechts).

Ceratophyllum demersum

Die Effekte, die beCeratophyllum demersufyei héheren Konzentrationen beobachtet
werden konnten, entsprachen weitgehend denen d&ne¥ersuchsphase, mit dem
Unterschied, dass das Wachstum bei allen Testeman in der zweiten
Versuchsphase deutlich erhoht war. Bei hoheren &atnationen kam es zu deutlichen
Internodienstreckungen (siehe Abb. 33), einer zomestde Spross- und Blattbrichig-
keit, einer leichten Aufhellung der Blatter und einzunehmenden Anzahl an
Neusprossen. In der dritten Woche nach Applikatikonnte ein schleimiger
Bakterienfilm auf den eingesetzten Testorganismerer ddrei hochsten
Konzentrationsstufen beobachtet werden, der iddeuffolgenden Woche weitgehend

verschwunden war.
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i P ML PR R E T )

Abb. 33: Darstellung von je funf Individuen vo@eratophyllum demersurRflanzen der Kontrolle eine
Woche nach Versuchsbeginn, am Tag der Applikatiokq oben) und am Versuchsende (rechts oben).
Pflanzen der héchsten Konzentrationsstufe eine Waoetth Versuchsbeginn, am Tag der Applikation
(links unten) und am Versuchsende (rechts unten).

3.3 Lemna-Standard-Test

Die Auswertung der Ergebnisse fur den StandardearsutLemna minomwurden
anhand der OECD-Richtlinie 221 durchgefuhrt.

3.3.1 Physikalische Wasserparameter

Fur den Standardversuch nhiémna minorwurde nur der pH-Wert bestimmt. Dieser
Parameter wurde vor dem Einsetzen der Fronds un¥¥emuchsende gemessen. Die
Ergebnisse des Versuches sind in Tab. 3 dargeddait pH-Wert lag zu Beginn des

Versuches in allen TestgefalRen zwischen 5,7 undub® stieg im Verlauf von einer

Woche um 1 bis*2, Einheiten an.
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Tab. 3: Frondzahl und pH-Werte zu Beginn und am Ende d@suthes in den einzelnen GeféalRen.

Gefal pH Fronds
Tag ( Tag Tag ( Tag
1 K 5,99 7,01 10 137
2 K 5,98 7,04 10 180
3 K 5,94 7.14 10 162
4 25 5,93 7.64 10 180
5 25 5,81 7.49 10 192
6 25 5,75 7.54 10 16¢
7 100 5,78 7.89 10 120
8 10C 5,73 8,02 10 78
9 100 573 7.99 10 118
10 400 5,76 8,04 10 46
11 40C 5,77 8,17 10 48
12 400 5,76 8,3 10 38
13 160C( 59 7.62 10 10
14 1600 5,9 7.84 10 10
15 1600 5,91 7.86 10 10

3.3.2 Wachstumsparameter

Die durchschnittiche Wachstumsrate, gemessen af&afzme an Fronds, lag bei der
Kontrolle bei einem Wert von etwa 0,4 (siehe AbklaB Bei der niedrigsten
Konzentrationsstufe lag die Wachstumsrate leicler dlem Kontrollniveau. Ausgehend
von dieser Konzentrationsstufe bestand eine koratemisabhangige Wachstumsrate;
mit steigender Konzentration sank die durchsclhctil Wachstums-rate der jeweiligen
Konzentrationsstufen. Hierbei ergaben sich beiKlamzentrations-stufe mit 100 g/l
Atrazin signifikante, bei den beiden nachsthéheéfenzentrationen hoch signifikante
Unterschiede zur Kontrolle. Die Hemmung der Waadstate gegentber der Kontrolle
fiel bei der ersten Konzentrationsstufe mit einetaBtung von 25 pg/l leicht negativ
aus, d.h., dass bei dieser Konzentrationsstufd@neres Wachstum im Vergleich zur
Kontrolle vorlag. Bei der nachsth6heren Konzemdres-stufe mit einem Wert von
15,7% im positiven Bereich (siehe Abb. 34b). Bei #enzentrationsstufe mit einer
Atrazinbelastung von 400 ug/l erreichte die Hemmaimgn Wert von 46,7% und bei
der hochsten Konzentration eine Hemmung von 100%, dass es bei einer
Atrazinbelastung von 1600 pg/l kein Wachstum bzein& Zunahme an Fronds gab.
Damit liegt die NOEC beinhemnaStandard-Test bei 25 pg/l und die LOEC bei einem
Wert von 100 pg/l. Der unter Verwendung der Waanshate bzw. der Hemmung
ermittelte EGy, lag bei 393 pg/l (siehe Abb. 35). Das zugehorige%@e
Konfidenzintervall hatte eine obere Grenze bei @§8 und eine untere Grenze bei 490

pall.
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Abb. 34: a) Wachstumsrate (Frondzahl) vduemna minorbei je drei Replikaten in den einzelnen
Atrazinkonzentrationen und der Kontrolle nach vi&/ochen; zusatzlich angegeben ist die
Standardabweichung und das Signifikanzniveau: *<@05, *** = p < 0,001 b) Hemmung von je drei
Replikaten in den einzelnen Atrazinkonzentratiogegeniiber der Kontrolle nach einer Woche.
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Abb. 35: Dosis-Wirkungs-Beziehung dégmna minoiStandard-Tests mit logarithmierter x-Achse unter
Angabe des Efg-Wertes: Hemmung der Replikate in den einzelnemzZitikonzentrationen gegenuber
der Kontrolle nach einer Woche; zusatzlich angegéstedie Standardabweichung.

3.3.3 Beobachtungen

Wahrend des Versuches konnte in allen TestgefaRexlgenwachstum beobachtet
werden. Bei den zwei hochsten Konzentrationsstofied00 und 1600 pg/l kam es zu

einer deutlichen Ausbleichung der meisten eingésetzronds.
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4. Diskussion

4.1 EinfUhrung in die Diskussion

Im Rahmen der Diskussion wird zunachst auf die érgsbnisse, die mit den
submersen Makropyhten erzielt wurden, eingegangeR) (Hierbei werden die
Ergebnisse beider Versuchsphasen zusammenfassandiafit. Anschliel3end erfolgt
die Diskussion des StanddrémnaTests (4.3) und der Vergleich mit den Ergebnissen
der submersen Makrophytentests. In Abschnitt 4.4 vauf die Algenentwicklung
eingegangen. Abschlielend werden die verwendetahdden kritisch diskutiert (4.5)
und die Ergebnisse zusammengefasst (4.6).

4.2 Submerse Makrophyten

4.2.1 Physikalische Parameter

H-Wert

Da der gemessene pH-Wert in den TestgefalRenCamiatophyllum demersurand
Elodea canadensisn beiden Versuchsphasen (siehe Kapitel 3.1 & 2&) der
Kontrolle und den zwei niedrigsten Konzentrationgst Uber den Versuchszeitraum
anstieg und bei den beiden hdchsten eingesetztesusheskonzentrationen stagnierte,
deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, di@sghotosynthetische Aktivitat der
Makrophyten mit zunehmender Belastung gehemmt wurde

Photosynthetisch aktivere Makrophyten verbraucheshrnCQ, sodassdie hiermit
verbundene Verlagerung des Carbonat-Puffer-Systengsnem Anstieg des pH-Werts
in den jeweiligen Medien fuhrt. Weiterhin kann davausgegangen werden, dass die
mit steigenden Konzentrationen zunehmende Mend&t@hl als Losungsvermittler zu
den Unterschieden zwischen den einzelnen Belastubgigetragen hat. So kann das
energiereiche EtOH durch heterotrophe Bakteriemkelo der GattungAcetobacter
oxidativ zu Essigsdure umgewandelt werdewiidécH 2000). Dies erklart auch den
Einbruch der pH-Werte in den hbheren Atrazinkonzgitnen innerhalb der ersten
Woche, als Folge der Aktivitat der eben erwahnteikrddrganismen. Umgekehrt
konnte in der Vorlaufzeit der zweiten Versuchsphdss beiden eingesetzten

Makrophyten, ein deutlicher Anstieg der pH-Wertetmchtet werden. Dies stlitzt die
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Annahme, dass die Makrophyten tUber den Entzug etistggm CQ@aus dem Medium
malfdgeblich zum Anstieg des pH-Wertes beitragen.

Die auftretenden Unterschiede zwischen den einmeK@nzentrationsstufen beruhen
daher auf dem Zusammenspiel der photosynthesehedem&Wirkung von Atrazin und
der pH-senkenden Wirkung des bakteriellen EtOH-AISb&Vie hoch der Beitrag der
Atrazinbelastung zu den unterschiedlichen pH-Wetldufen ist, lasst sich auf
Grundlage vorliegender Ergebnisse nicht abschat¥engleichbare Ergebnisse von
BoT1zAT (2007) weisen jedoch daraufhin, dass die indirgikiesenkende Wirkung von
Atrazin in dem verwendeten Konzentrationsbereideldeerbar ist. So lag der pH-Wert
der Losungsmittelkontrolle (EtOH) beC. demersumbzw. E. canadensisals
eingesetzten Versuchsorganismen nach 21 Tagen@é,8) und bei der mit 500 pg/l
belasteten Versuchskonzentration bei 7,8 (7,8).

Da der pH-Wert in den Testgefal3en \Riccia fluitanstber den Versuchszeitraum bei
allen Gruppen anstieg, wenngleich der Anstieg keihdchsten Konzentration nur noch
minimal war, ist anzunehmen, dd®&cia fluitansweniger sensitiv auf Atrazin reagiert,
als die beiden eingesetzten submersen Makrophiass die eingesetzten Testmedien
einen Einfluss aufRiccia fluitans hatten, lasst sich aber an den weitgehend

konzentrationsabhangigen Verlaufen der pH-Werterarkn (siehe Abb. 14a).

Sauerstoffgehalt

Der Sauerstoffgehalt zeigte grundsatzlich eine eKgeplung mit dem pH-Wert,
wenngleich die Effekte zwischen den einzelnen Katagionsstufen bei allen drei
submersen Makropyhten deutlicher ausfielen. Wieosdbeim pH-Wert beschrieben,
spielen hier die Photosyntheserate der eingeselmophyten und die mikrobielle
Sauerstoffzehrung beim oxidativen Abbau von EtOl dntscheidende Rolle (vgl.
FEURTET-MAZEL et al. 1996). Die im Gegensatz zum pH-Wert deuglieh Effekte sind
darauf zurtickzufiihren, dass geloster Sauerstadtiveschnell abgebaut bzw. gebildet
werden kann, wahrend die Bildung von z.B. Essigsdader die Entfernung von GO

aus dem Medium nur einen begrenzten Effekt aufpdeiVert hat.
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Leitfahigkeit

Die Hohe der Leitfahigkeit wird vor allem durch avgegenlaufige Effekte beeinflusst.
So wird die Leitfahigkeit einerseits bei der Zerstig von Zellen durch lonenfreigabe
erhoht und andererseits durch den Nahrstoffveribraler Pflanzen im Wasser ver-
ringert (DETENBECK et al. 1996).

Da die Leitfahigkeit in der ersten Versuchsphadatixegering war, konnten hier nur
geringe Effekte zwischen den einzelnen Gruppengésstllt werden. So sank die
Leitfahigkeit in den Testgefal3en vdad. demersunf(siehe Kapitel 3.1.1.1) in allen
Versuchsgruppen, und bé&. canadensig(siehe Kapitel 3.1.2.1) war eine leichte
Erh6hung bei der héchsten eingesetzten Konzentraticennbar. BeR. fluitans(siehe
Kapitel 3.1.3.1) konnte bei allen Gruppen eine lithe Zunahme der Leitfahigkeit
innerhalb der ersten Woche beobachtet werden. Balditfahigkeit auch bei der
unbelasteten Kontrolle anstieg, ist anzunehmens dés Versuchsbedingungen einen
gewissen Anpassungsstress [Ri fluitans erzeugten; hier konnte die erhéhte
Temperatur oder die erhohte Einstrahlung im Vechlesum Kultivierungsbecken eine
Rolle gespielt haben.

Der beobachtete Abfall der Leitfahigkeit in der ters Woche der zweiten
Versuchsphase in allen TestgefaRen @ordemersunfsiehe Kapitel 3.2.1.1) ist somit
darauf zurtckzufiihren, dass die Versuchsorganisimesiesem Zeitraum besonders
viele Nahrstoffe aufgenommen haben. Dass die legkit in den darauffolgenden
Wochen bei den Kontrollen und den niedrigeren Katragionsstufen weitgehend auf
einem Niveau blieben, lasst sich damit begrindass dlie Testorganismen bereits die
essentiellen Nahrstoffe aus dem Medium entzogenerhalDie beobachtbare
Wiedererholung der Leitfahigkeit bei den hdherennkentrationsstufen, die in den
TestgefalRen vorkE. canadensis(siehe Kapitel 3.2.2.1) starker ausfiel als IG&i
demersumhat ihre Ursache nach der These vaTHENBECK et al. (1996) darin, dass

durch die Zerstérung von Pflanzengewebe lonendesityt wurden.
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4.2.1 Wachstumsparameter

4.2.1.1 Ceratophyllum demersum

Die Annahme, dass steigende Atrazinkonzentraticegigrund ihrer photosynthese-
hemmenden Wirkung zu geringeren WachstumsratenCleeatophyllum demersum
fuhren wirden, konnte durch die vorliegenden Ergeen nicht gestltzt werden.
Vielmehr reagierten die eingesetzten Individueberden Versuchsphasen zunachst mit
einem deutlich gesteigerten Wachstum (SprossléakRgschgewicht) auf die hoheren
Konzentrationsstufen (siehe Kapitel 3.1.1.2 & 32).1m Vergleich zur Kontrolle.
Wahrend dieser Trend in der ersten Versuchsphaseh$deim Frischgewicht als auch
bei der Sprosslange Uber den gesamten Versuclasgeitvon vier Wochen anbhielt,
zeigte sich zumindest in der zweiten Versuchsphasealer dritten Woche nach
Applikation ein deutlicher Abfall der Wachstumsraties Frischgewichts in den
Konzentrationsstufen mit 100 und 1600 pg/l Belagt(siehe Abb. 21). Dies ist neben
maoglichen Gewichtsabnahmen der Testorganismen ddecfallsprozesse, die nicht
ausgeschlossen werden kdnnen, vor allem darau€kzutiihren, dass sich in den drei
hdchsten Konzentrationsstufen in der zweiten Woaeh Applikation ein schleimiger
Bakterienfilm bildete, der durch das zehnmalige gelisvenken mit dem Sieb nicht
entfernt werden konnte und damit zur Erh6hung desclirgewichts bei den
Testorganismen beitrug. In der darauf folgenden Mgogar diese Bakterienschicht auf
den Testorganismen weitgehend verschwunden. Daseldive Frischgewicht bei der
Konzentrationsstufe mit 400 pg/l Belastung von degeiten bis zur dritten Woche nur
leicht abfiel, liegt darin begrindet, dass dieséekE durch das deutliche Wachstum
(siehe Abb. 24, rel. Sprosslange) der Testorgamsmediesem Zeitraum Uberdeckt
wird.

Dass der Quotient aus Gewicht und Lange in derntewe/ersuchsphase bei allen
Gruppen und vor allem bei den hdher belasteten &anationsstufen deutlich abnahm
(siehe Abb. 25), lasst sich wahrscheinlich einéssdarauf zurlckfihren, dass die
Testorganismen bedingt durch ihr rasches Wachstdogriff auf Speicherstoffe/
Einlagerung von Wasser) relativ an Gewicht verlohaben. Andererseits fuhrt die
deutliche beobachtbare Internodienstreckung behdé@eren Konzentrationen zu einem
relativen Gewichtsverlust pro Sprosslange, da dasGewicht der Blattwirtel auf eine
langere ,Strecke” verteilt. Der leichte Anstieg dériotienten bei den hdheren

Konzentrationsstufen in der zweiten Woche nach ippbn, kann durch die oben
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erwahnte Beeinflussung durch die Bakterienschickiig werden und verursacht nur
temporar eine Verzerrung der Ergebnisse.

Dass deutliche Wachstum (Sprosslange, Frischgendehteingesetzten Individuen von
Ceratophyllum demersurbei hoheren Konzentrationen beschrankt sich, wieitse
angedeutet, vor allem auf eine deutliche Strecldergnternodien (siehe Abb.18 u. 33)
und geht einher mit zunehmender Brichigkeit desarn2#ngewebes (Internodien,
Blattwirtel). Grundsatzlich wurde beim morpholodisa Vergleich der unbelasteten
mit den belasteten Individuen deutlich, dass e#& s$ierbei um kein ,normales”
Wachstum handelt, sondern dass die Wirkung der rkéheentrierten Testmedien
einen gewissen Stress bei den Pflanzen hervoEiaf.solches Stresswachstum lasst
sich ggf. durch die in Kapitel 2.1.1 beschrieben rbveitungsstrategie von
Ceratophyllum demersuniiber Sprossbruchstiicke erklaren. Ein erhdhtes sSpro
wachstum, einhergehend mit einer zunehmenden Spimésgkeit, fluhrt unter
naturlichen Bedingungen in FlieBgewéassern dazu,s daiszelne Individuen in
stromungsexponiertere Wasserschichten gelangen swmit (Uber Bruchstiicke
effektiver verbreitet werden bzw. in geeigneteredgtrungsbedingungen gelangen.
Grundsétzlich sollten vorliegende Ergebnisse jeduaithvVorsicht betrachtet werden, da
beim Versuchsdesign der Fehler gemacht wurde, keimngsmittelkontrolle zu
verwenden und die einzelnen Konzentrationsstuferchtnidieselben sondern
konzentrationsabhangig ansteigend gestaffelte Bthahalte hatten. In wie weit die
Wirkung des Ethanols zu den Ergebnissen beitragst Isich daher schwer abschatzen.
In der Literatur findet man eine vergleichbare $&udn DETENBECK et al. (1996), die
nach sechs Tagen einen signifikanten Effekt vomu§0 Atrazin auf das Sprosslange /
Trockengewichtsverhéltnis vo&. demersunteststellen konnten, wahrend bei den
genannten einzelnen Parametern keine Effekte gefurwaurden. KIRCHILD et al.
(1998) ermittelten sogar einen gg@on 22 pg/l Atrazin fur die Hemmung der Zunahme
des Frischgewichts voReratophyllumspec. Diese Angaben deuten auf eine hohe
Sensitivitat vonC. demersumhin. Sie lassen sich jedoch mit den vorliegenden
Ergebnissen nicht in Deckung bringen, weil keinehgumshemmenden Effekte von

Atrazin aufC. demersunermittelt werden konnten.
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4.2.1.2 Elodea canadensis

Da die nach vier Wochen ermittelten Wachstumsréifierdas Frischgewicht und die
Sprossléange vorklodea canadensisowohl in der ersten als auch in der zweiten
Versuchsphase nah beieinander lagen (siehe K&pited.2 & 3.2.2.2), konnten keine
signifikanten Unterschiede und keine konzentratbhsingigen Effekte ermittelt
werden. Damit war auch die Ermittlung von Wertendié@ NOEC/LOEC und der &g
Werte nicht mdglich.

Der deutliche Abfall des relativen Frischgewichts 1. canadensison der dritten auf
die vierte Woche (Versuchsphase 1) nach Applikatioei den zwei hdchsten
Konzentrationsstufen kdnnte jedoch ein Hinweis dief Schadigung der eingesetzten
Testorganismen sein. Moglicherweise waren die Hrigsb im Verlauf der néachsten
Woche noch deutlicher ausgefallen und hatten ssais signifikante Unterschiede zur
Kontrolle aufgezeigt. Da die Auswertung der Daterst enach Versuchsende
durchgefihrt wurde und eine vierwdchige Versuchsdawrgesehen war, wurde der
Versuch zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht verlangert

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann voreustgeschlussfolgert werden, dass
die eingesetzten Atrazinkonzentrationen zu geriagew, um Effekte auf das Wachstum
von Elodea canadensisiervorzurufen. Hierzu gibHUBER (1993) an, dass eine
Konzentration von 75 pg/l Atrazin tber einen Exposszeitraum von drei bis vier
Wochen in seinen Versuchen zu einer 53% Inhibierdeg Wachstums voRlodea
canadensisfuhrte. Auch vergleichbare Ergebnisse vooTBAT (2007) mit einer
vierwochigen Versuchsdauer weisen auf eine hohensitvitat vonE. canadensiéin
und zeigten konzentrationsabhéangig ansteigende Hexgem bei den Konzentrations-
stufen mit 50, 150 und 500 pg/l Atrazinbelastung.

Eine mdgliche Erklarung der vorliegenden Ergebnissschwierig in wie weit die mit
steigenden Atrazinkonzentrationen zunehmenden Alkoimzentrationen eine Rolle
spielen, lasst sich schwer abschétzten. Generitiérsdei weiteren Versuchen unter
Einsatz von mehreren Individuen pro TestgefalR jedpdRere Testgefalle gewéhlt
werden. Einerseits konnten die eingesetzten Temtgsmen aus einem groél3eren
Nahrstoffreservoir schdpfen, eine Voraussetzungefiirlangerfristiges gleichmanRiges
Wachstum, bei Verwendung naturlicher Medien ohneséatliche Duingung.
Andererseits hatten die eingesetzten Testorganiseugch mehr Raum far ihr
Wachstum. Dies konnte erklaren, warum die Kontrolleler zweiten Versuchsphase

von E. candadensisn der ersten Woche ein deutliches Wachstum asfwiie der
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zweiten nur noch leicht wuchs und anschlieRend rodbr weniger auf einem Niveau
blieb. Somit ware eine Hemmung gegenitber den edtzfess Konzentrationen auch
schwieriger detektierbar, da die Kontrolle aus elgenannten Grinden auch einer
gewissen Hemmung unterlage.

Abgesehen von den messbaren Wachstumsparametarte lkon negativer Einfluss der
Atrazinwirkung auf die Vitalitat vonE. canadensisn der zweiten Versuchsphase
beobachtet werden. So kam es drei Wochen nach kgpioin in den beiden héchsten
Konzentrationsstufe (400 und 1600 ug/l) zu deutithSchwarzfarbungen der
eingesetzten Testorgansimen. Am Versuchsende wdieeiSprosse in der hdchsten
Atrazinkonzentration dann in mehrere Teile zerfallsiehe Abb. 32), sodass eine

richtige Zuweisung der Wachstumsparameter nichtrmgiglich war.

4.2.1.3 Riccia fluitans

DaRiccia fluitansim vierwdchigen Versuchsverlauf sowohl in den Koltén, als auch
in den einzelnen Konzentrationsstufen nur einemgen Zuwachs (15-40 %) erreichte
und generell keine konzentrationsabhangigen Effekid die Testorganismen
nachgewiesen werden konnten (siehe Kapitel 3.1.@&) es nicht mdglich, eine BE
oder NOEC bzw. LOEC zu errechnen. Das geringe WachsonR. fluitanslasst sich
vermutlich durch die geringe Leitfahigkeit, welcimach DETENBECK et al. (1996)
Aufschluss Uber den Nahrstoffgehalt geben kannlaexk. Bei vergleichbaren
Versuchen von B8T1zAT (2007), bei denen ein Medium eingesetzt wurde sefes
Leitfahigkeit zu Versuchsbeginn zwischen 460 un@® #&&/cm lag, erreichtRiccia
fluitans in der Kontrolle nach vier Wochen eine mittlerewachsrate von 257%; bei
dieser Studie konnte fiR fluitanseine EGpvon 46,2 pg/l ermittelt werden. Dieser
Wert deutet daraufhin, das®. fluitans unter geeigneten Bedingungen als
Testorganismus eingesetzt werden kann. In vorliégerStudie wurde jedoch aus

Zeitgrinden auf weitere Versuche it fluitansverzichtet.
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4.3 Lemna-Standard-Test

Im Unterschied zu den Ergebnissen der drei als ofgatismen eingesetzten
Makrophyten, bei denen Atrazin keine bzw. wachstindernde Effekte hervorrief,
konnte anhand detemnaStandard-Tests eine deutlich hemmende Wirkung von
Atrazin auf das Wachstum nachgewiesen werden. Digttelte NOEC furLemna
minor lag bei 10 pg/l, die LOEC bei 100 pg/l und diesgE@Git 393 pg/l im Bereich der
zweithdchsten Konzentration. Bei der hochsten leatration mit 1600 pug/l wurde das
Wachstum vorL. minorzu 100% gehemmt. Weiterhin konnten in den beidirhsten
Konzentrationsstufen deutliche Chlorose- bzw. 4kEdascheinungen beobachtet
werden. Beim Vergleich der Ergebnisse, die untems&z der drei eingesetzten
Makropyhten gewonnen wurden, mit den ErgebnisserLdmnaStandard-Tests sollte
bertcksichtigt werden, dass bei ersteren das Waohsinzelner Individuen betrachtet
wird, wahrend beimLemnaStandard-Test Ergebnisse auf Populationsebenaserfa
werden. Diese Problematik, einzelne OrganismenPwojtulationen zu vergleichen, und
daraus jeweils Endpunkte im Risikomanagement altealevurde bereits vonUSER et

al. (2005) angesprochen.

Grundsatzlich konnten die vorliegenden Ergebnisdeden, dask. minorim Hinblick
auf die Wachstumsparameter ein sensitiver Test@gas ist und gute Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen liefert. Vergleichend steliths jedoch die Frage, ob die
alleinige Betrachtung von Wachstumsparametern imemsreichenden Aufschluss fur
die Risikoabschatzung liefert. So zeigen die Vemsuctrotz des problematischen
Testdesigns, dass es unter dem Einsatz gleicheziAkonzentrationen, bezogen auf
die Wachstumsparameter vobh. minor und der eingesetzten Makrophyten, zu
verschiedenen Ergebnissen kommt. Ein vergleichb&egebnis erhielt EINRICH
(2008) in Versuche unter Einsatz des AuxinherbiZdbsD. Geringe Konzentrationen
von 10 und 100 pg/l fuhrten zu einer deutlichenendmbdienstreckung bei
Ceratophyllum demersumnd zu einer Wachstumshemmung lhei minor. Somit
deuten vorliegende und vergleichbare ErgebnisseHemmrICH (2008) darauf hin, dass
die Detektierung von Herbizideffekten auf Makromtyt anhand der alleinigen
Betrachtung von Wachstumsparametern zu Schwietgkeiihren kann. Einerseits
treten signifikante Wachstumshemmungen im Vergleiom LemnaStandard-Test erst
bei hoheren Konzentrationen auf, andererseits ksnnvie hier z.B. beC. demersum

zu ,wachstumsfordernden* Effekten einer Testsulzska@mmen.
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4.4 Algen

Bevor genauer auf die Algenentwicklung, die ause@hich in den TestgefalRen von
Ceratophyllum demersugemessen wurde, eingegangen wird, sollte erwdlendem,
dass die Wirkung von Atrazin darauf beruht, dass Elektronentransport zwischen
dem Photosystem Il und | gehemmt wird. Da die Miegsder Gesamtchlorophyll-
konzentration auf der Erfassung der verzogerteoregzenz photosynthetisch aktiver
Pigmente beruht, kann angenommen werden, dass dissdvgebnisse dadurch
beeinflusst werden konnten.

Hierzu merkt GRHARDT (2007, zitiert inLoiboLb 2007) an, dass bei Algen aus
Kontrollsystemen etwa 20% der sog. ersten Chin@kiEdnenakzeptoren Q
Komplex) besetzt sind. Da Atrazin den Elektronesglizwischen dem Q und -
Komplex dem sog. zweiten Chinon-Elektronenakzeptor untenbrikommt es bei
voller Wirkung des Atrazins zu einer Besetzung @er Komplexe im Bereich von 60
bis 90%. Als Folge liegen die messbaren Intensitatder verzégerten
Chlorophylifluoreszenz bei belasteten Systemen lgmigsweise erhoht, sodass die
abgeleitete Algendichte dort hohere Werte erreallstfatsachlich vorliegen.

Die niedrige Chlorophylifluoreszenz, die bei dergasetzten Atrazinkonzentration von
1600 pg/l in beiden Versuchsphasen gemessen wistdgmit auf die Hemmung des
Algenwachstums durch die Atrazinwirkung zurlckzu&ih Da die gemessenen
Chloropyhllkonzentrationen bei den drei niedrigsknzentrationsstufen mit 25, 100
und 400 pg/l Atrazinbelastung in beiden Versuchsphanahe bzw. teilweise tGber dem
Kontrollniveau lagen, kann davon ausgegangen werdiass die Chlorophyll-
fluoreszenz in den ,niedrigeren* Konzentrationenr niailweise gehemmt wurde.
Generell entwickelte sich die Algendichte in derniolle und den drei niedrigsten
Konzentrationsstufen in der ersten Versuchsphadgd enheitlich. In den ersten zwei
Wochen zeigte sich bei diesen vier Gruppen keirtgvieklung, in den zwei folgenden
Wochen stiegen die Chlorophyligehalte und damit Aligendichte deutlich an. Die
Gesamtchlorophyllgehalte von 3-7 ug/l entsprechéwaeVerhdaltnissen, die in
mesotrophen Gewassern vorherrschen. Generell spriah hier von einer malfiigen
Phytoplanktonentwicklung (LAWA 1998Diese méalRige Algenentwicklung, die auch
in der Kontrolle vorherrschte, lasst sich vermiitleuf die geringe Verfiigbarkeit von
N&ahrstoffen zurtickfuhren. Dass die Algendichte in der zweiten Versuchsphase

innerhalb der ersten Woche bei allen Gruppen adudbfiel, lasst sich wahrscheinlich
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darauf zurtickfiihren, dass die Algen sich erst anndiuen Bedingungen (z.B. Licht,
Temperatur) anpassen musste und durch die ,kiinsthohe Makropyhtendichte einer
hohen Konkurrenz ausgesetzt waren, die im Refez@hztin diesem Mal3e nicht
vorherrschte. Vier Wochen nach Versuchsbeginn lkag @hlorophyligehalt, bei der
Kontrolle und den drei niedrigsten Konzentrationfst bei Werten zwischen 5 und
20 pg/l, dies entspricht meso- bis eutrophen Bediggn in Gewassern. Eutrophe
Bedingungen in Gewassern deuten auf eine hohe deafiéeit von Nahrstoffen in
Gewassern hin (vgl. LAWA 1998) und gehen normalé&wemit einer erhdhten
Sauerstoffproduktion einher. Dass die Chloropyhilkentration bzw. die Algendichte
in der finften Woche nach Versuchsbeginn in der4@@ pg/l belasteten Gruppe am
hdchsten lag, konnte ein Hinweis auf die Schwachdergeingesetzten Testorganismen
sein. So geht &1woERBEL (1999) davon aus, dass Makropyhten in Konkurreitz m
Algen stehen. Ob die Algen sensitiver auf Atrazeagieren, als die eingesetzen
Makropyhten, lasst sich schwer beurteilen. Eingssellten RIRCHILD et al. (1998) in
ihren Versuchen unter Einsatz funf verschiedenekrbfayhten und sechs Arten von
Algen fest, dass diese in drei von vier Fallen \genisensitiv reagierten als die
Makropyhten, andererseits sprechen Literaturdasdiirddass Algen sehr sensitiv auf
Atrazin reagieren. So liegt die B£IUr Atrazin beiScenedesmus subspicahes einem
Wert von 43 pg/l und beBelenastrumcapricornutum bei 130 pg/l (EUROPEAN
CHEMICAL SUBSTANCESINFORMATION SYSTEM 2008). Da das Testmedium jedoch aus
natirlichen Teichen stammte, und somit ein Mix anobekannten Algen vorlag, kann
angenommen werden, dass im Zuge der Atrazinwirksegsitivere Algen durch
weniger sensitive Algen ersetzt wurden. Da die @&g¢slalorophyllkonzentration nur in
der zweiten Versuchsphase in den letzten zwei Wuodh&here Werte >10 pugl/l
erreichte, und in den Testgefalien visuell keinédgenentwicklung beobachtet werden
konnte, kann davon ausgegangen werden, dass déusBinder Algen auf die
physikalischen Parameter gering ist. Daher wirddugbei der Diskussion nicht ndher
eingegangen, wenngleich der Einfluss der Algen diaf physikalischen Parameter,
aufgrund fehlender vergleichbarer Daten nicht \aitknen ausgeschlossen werden

kann.
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4.5 Methodenkritik
Frischgewicht

Wie bereits im Abschnitt 2.3.2 beschrieben wurddplgte die Frischgewichts-
bestimmung nach Entfernen moglichst grofRer Mengenaahaftendem Wasser.
Generell kann davon ausgegangen werden, dass dferritmg von anhaftendem
Wasser, sei es durch ein Sieb oder mit Hilfe vopidttichern, fehlerbehaftet ist. Da
die Fehler jedoch gleichmaRig tUber alle Testorgaers verteilt gemacht wurden, liegt
hier ein systematischer Fehler vor, der bei derwanging der Daten damit keine
falschen Schlisse hervorrufen sollte. Problematisairde die Bestimmung des
Frischgewichts jedoch bei gleichzeitigem Auftretner schleimigen Bakterienschicht
auf den Pflanzen in den hoheren Konzentrationsstumvei Wochen nach
Versuchsbeginn. Da diese durch die Methodik relstivlecht entfernt werden konnte,
sind hierbei mit hoher Sicherheit gruppenspezigsdiehler entstanden. Eist
anzunehmen, dass die Bildung der BakterienschiolgeFder relativ hohen Menge an
eingesetztem Alkohol war. Daher sollte aus diesehweiteren Grinden (z.B. Einfluss
auf physikalische Parameter) in weiteren Versucherit einer geringeren
Alkoholkonzentration gearbeitet werden. Weiterhemk durch die Bestimmung des
Frischgewichts und die damit einhergehende Methadier Umstanden Stress fur die
Pflanze entstehen; die Frischgewichts-bestimmunlitesa@laher mdglichst zigig

erfolgen.

Physikalische Parameter

Die physikalischen Parameter wurden in der zwetersuchsphase unter anderem kurz
nach der Applikation gemessen. Hier wére es voriedagewesen, die Parameter kurz
vor und nach der Applikation zu messen, um einambglasteten® Ausgangswert zu

erhalten, und um mdgliche schnelle Veranderungerkteren zu kbnnen.

Testmedium

Wie die Ergebnisse der ersten Versuchsphase gezaign, fihrte der Einsatz von
Teichwasser (Makrophytenteich) mit Leitfahigkeitemter 100 pS/cm nur zu geringen
Wachstumsraten. Daher wurde fiur die zweite Verquuse, Teichwasser
(Referenzteich) mit einer héheren Leitfahigkeit. (¢@0 uS/cm) gewahlt. Dies flhrte zu
deutlich erhbhten Wachstumsraten, die jedoch zusammit der Leitfahigkeit im
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Verlaufe des Versuches stagnierten. Hier konntenteedl eine regelmaliige
Nahrstoffzugabe mit einem geeigneten Dungemittd. (Aquarienpflanzendiingezu

einer dauerhaften hohen Wachstumsrate fiihren.

Testdesign

Die in Versuchsphase Il eingefiihrte einwochige #afzeit mit anschlie3ender
Auswahl der geeignetsten Versuchsorganismen solkeeiteren Versuchen eingebaut
werden. Mit dieser Methode kann gewahrleistet werddass alle Pflanzen zu
Versuchsbeginn an die Versuchsbedingungen adaptantd, und dass die
Testorganismen in den verschiedenen Becherglasemn aanliches Wachstum
aufweisen. Auch die Aufstockung der Individuen v@nem auf finf Organismen pro
Replikat macht im Hinblick auf die statistische Awstung Sinn. Grundsatzlich ware es
von Vorteil gewesen, neben der Kontrolle eine L@sumnittelkontrolle einzufihren, um
die Wirkung von EtOH auf die Testorganismen bzwe didirekte Wirkung uber
Mikroorganismen auf das Testmedium abschétzen znéi Weiterhin sollte in
weiteren Versuchen darauf geachtet werden, dasgedasndete Losungsmittel in allen

Testgefallen, mit Ausnahme der Kontrolle, in glei¢f@nzentration vorliegt.

4.6 Zusammenfassende Diskussion

Zusammenfassend konnten bei den drei eingesetzigkrolhyten Ceratophyllum
demersumElodea canadensignd Riccia fluitanskeine deutlichen hemmenden Effekte
des Atrazins festgestellt werden. Wéahrend bei demi zeingesetzten Versuchs-
organismerk. canadensisind R. fluitans keine signifikanten Unterschiede zwischen
den belasteten und unbelasteten Gruppen feststeNbaen und sich auch keine
konzentrationsabhangigen Effekte zeigten, kam esChelemersummit steigenden
Atrazinbelastungen bis zu einer Konzentration vo@ gg/l zeitweise bzw. dauerhaft zu
deutlichen Zunahmen der Wachstumsparameter Friggbige und Sprosslange.
Zumindest bei den zwei eingesetzten Testorganidggaranadensisind C. demersum
fuhrten héhere Konzentrationen des eingesetztemiHids in der dritten bis vierten
Woche nach Applikation zu negativen morphologiscltdfekten, wie anhand der
Abbildungen 18, 32 und 33 deutlich wird. Unabh@ngon den Ergebnissen der
Wachstumsparameter, zeigte der Verlauf der physidteén Parameter, dass die

Testmedien mit hoheren Atrazinkonzentrationen dshel Effekte auf die
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Testorganismen hatten. Mit steigender Herbizidbefassank sowohl der pH-Wert, als
auch der Sauerstoffgehalt in den belasteten Testmedeutlich ab. Dieser Effekt
konnte einerseits darin begriindet liegen, dassziitrin steigenden Konzentrationen,
einen zunehmend hemmenden Effekt auf die Photosyatter Testorganismen austbt
und damit indirekt den pH-Wert und den Sauerstdifdiein den Medien beeinflusst.
Andererseits kann auch der oxidative Abbau desesmigten Losungsmittel Ethanol zu
Essigsaure durch heterotrophe Bakterien der Gathosjobacter zu einer pH- und
Sauerstoffabnahme fuhren. Vergleichende ErgebrmsdoTzAT (2007) und biDOLD
(2007) unter Verwendung einer Ldosungsmittelkongrathit EtOH als Losungsmittel,
weisen jedoch darauf hin, dass solche Effekte {lemain der ersten Woche auftreten,
und dass die nicht erfolgte Wiedererholung in demupBen mit hoéheren
Atrazinkonzentrationen eher auf die Atrazinwirkuagriuckzufihren ist. Dass die
eingesetzten belasteten Testmedien auch deutliffle&t& auf Wachstumsparameter
haben kénnen, konnte jedoch mit dem Stand&mnaTest gezeigt werden. Hier ergab
sich eine deutlich negative Konzentrations-Wirklbegsehung und eine hundert-
prozentige Wachstumshemmung bei der héchsten etages Konzentrationsstufe.
Vergleichend stellt sich somit die Frage, ob dideiaige Betrachtung von
Wachstumsparametern immer gut interpretierbare lifigee liefert. So fuhrten die
vorliegenden Versuche, trotz des problematischestdésigns unter Einsatz gleicher
Atrazinkonzentrationenbezogen auf die Wachstumsparameter zu grundséaalich
verschiedenen Ergebnissen. Auch die bereits anggsgmen Versuche vonetiRICH
(2008) zeigten beim Testorganismisdemersuntei Herbizidkonzentrationen von 10
und 100 pg/l 2,4-D deutliche WachstumssteigerungenVergleich zur Kontrolle,
wahrendL. minor auf die gleichen Konzentrationen mit einer deb#ic Wachstums-
hemmung reagierte. Zumindest b@i demersumist dieser Effekt leicht nachvoll-
ziehbar, weil bekannt ist, dass naturliche und lstrgche Auxine, wie z.B. 2,4-D, in
geringen Dosen das Zellstreckungswachstum anregéhrend sie in hohen Dosen
hemmend wirken (Aiz & ZEIGER2000).

Somit bleibt allgemein die Frage bestehen, ob ¥idchstumsparameter immer als
geeignete und sensitive Endpunkte eignen, ob toeigdffekte zumindest zeitweise Iin
niedrigeren Konzentrationsbereichen durch ein strebzw. hormoninduziertes
Wachstum Uberdeckt werden kdnnen, oder ob jeglathistische Abweichung vom
Kontrollwachstum, sei sie negativ oder positiv, Effekt gewertet werden sollte. Da die

Vitalitat einer Pflanze anhand der alleinigen Bettang von Wachstumsparametern
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unter Umstanden nicht immer richtig eingeschatztdere kann, sollten bei solchen
Testsystemen, solange diese noch nicht ausreichadidiert sind, weitere Parameter
bertcksichtigt werden. Bei Wasserpflanzen bieteh kier physikalische Parameter an.
Darlber hinaus kénnten auch direkte physiologisRaemeter wie z.B. die Erfassung
der Photosyntheserate und die StressproteinsyntheseBewertung von Effekten
herangezogen werden. Erste Ansatze in dieser Rightwrden bereits von 66TER &
ALTENBURGER (2006)sowieSIEsko et al. (1997) durchgefihrt.

Im Hinblick auf das Versuchsdesign machte die Hinfiag einer einwéchigen
Vorlaufzeit Sinn und sollte in weiteren Versuchesibehalten werden. Zum Einen
haben die eingesetzten Testorganismen dann die idWkgit, sich an die
Versuchsbedingungen anzupassen, sodass im weN@nenichsverlauf die Reaktion
der Testorganismen auf die Applikation besser aolg@zt werden kann. Zum Anderen
konnen Testorganismen mit besonders hohem oderigeed Wachstum vor Beginn
der Applikation aussortiert werden, um einheitlighBedingungen zu gewahrleisten. In
gleicher Weise fihrt die Aufstockung der Individuesn einem auf finf Organismen
pro Replikat zu einem stabileren Testdesign unditdameiner leichteren Aufdeckung

von signifikanten Unterschieden zwischen einzelBehandlungsstufen.
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5 Zusammenfassung

Obwohl Makrophyten in aquatischen Systemen einafeltenden Teil der Biomasse
stellen und sie zusammen mit den Algen als Prinodiggrenten eine wichtige Rolle
spielen, kommt ihnen im Rahmen der Risikoabsch@tziam Chemikalien bislang nur
eine untergeordnete Rolle zu. Zur Zeit werden stathdierte Biotests nur mit der
Wasserlinsel(emnaspec.) durchgefiuhrt.

Mit der vorliegenden Arbeit soll ein Beitrag zum ofkt des Institus fir
Gewasserschutz Mesocosm GmbH ,Entwicklung neuer hbten fur die
Risikobewertung von Umweltchemikalien in aquatischekosystemen anhand von
Makrophyten* geleistet werden.

Hierzu wurde das Herbizid Atrazin, ein synthetigclighotosynthesehemmer, als
Modellsubstanz ausgewahlt, um Effekte auf die Mpkgben Ceratophyllum
demersumElodea canadensignd Riccia fluitansabschéatzen zu konnen. Die Versuche
wurden in zwei Versuchsphasen durchgefihrt, wabelear ersten Versuchsphase mit
allen drei genannten Arten Uber einen Zeitraum wien Wochen gearbeitet wurde. In
der zweiten Versuchsphase wurden GudemersunundE. canadensiserwendet und
der Versuchszeitraum auf finf Wochen verlangert.\Zergleichbarkeit der Ergebnisse
wurde der LemnaStandard-Test (OECD 221) unter parallelen Bediggan
durchgefuhrt. Als Versuchsparameter, die wochdnttiafgenommen wurden, dienten
neben den Wachstumsparametern (Sprossléange & gewsotht), die physikalischen
Parameter pH, Leitfahigkeit und Sauerstoffgehalt.

Anhand der statistischen Auswertung der Wachsturagpeter konnten keine
signifikanten hemmenden Effekte der Testsubstanazit auf die drei eingesetzten
Makrophyten nachgewiesen werden. Wahrend bei de#i ¥ersuchsorganismei.
canadensiund R. fluitanskeine signifikanten Unterschiede zwischen belasteind
unbelasteten Gruppen feststellbar waren und audhe kkonzentrationsabhéangigen
Effekte auftraten, fuhrten steigende Atrazinbelagan bei C. demersumbis zur
zweithochsten eingesetzten Atrazinkonzentration deutlichen Zunahmen der
Wachstumsparameter. Obwohl weder i canadensisnoch bei C. demersum
hemmende Effekte auftraten, filhrten hdhere Atramakntrationen zu negativen
morphologischen Effekten (Brichigkeit, Zerfall, wairliches Erscheinungsbild).

Darlber hinaus wiesen die physikalischen Paranptiennd Sauerstoffgehalt auf eine
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photosynthesehemmende Wirkung von Atrazin hin, \genoh diese Parameter auch
stark durch das L6ésungsmittel EtOH beeinflusst kéimen.

Der unter Einsatz der gleichen Atrazinkonzentraiofaufende StandatcemnaTest
zeigte eine deutliche Konzentrations-Wirkungs-Bleaiey mit einer hundertprozentigen
Wachstumshemmung bei der héchsten eingesetztemiditomzentration. Zusammen-
fassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse derenslerm Makrophyten verglichen mit
dem Standard-emnaTest zwei unterschiedliche Trends. Wéhrend beiterrs
steigende Atrazinkonzentrationen zumindesteilemersunzu deutlichem Wachstum
fuhrten, reagierten letztere Testorganismen ermgagemal auf den Einsatz des
Herbizids.

Allgemein werfen die vorliegenden Ergebnisse diggerauf, ob Wachstumsparameter
fur Wasserpflanzen, wie in der Literatur beschnme&®MRAP in Druck), in jedem Fall
sinnvolle Endpunkte sind, oder ob weiteren, z.Bysgtalischen oder physiologischen
Parametern, mehr Gewicht beigemessen werden sgtiteine tatsdchliche Schadigung
zu identifizieren. AbschlieRend werden die in deeiten Versuchsphase eingesetzten

Methoden kritisch diskutiert und mdgliche Verbessgisvorschlage genannt.
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