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Zusammenfassung

In der dkotoxikologischen Risikobewertung werden fir wirbel-
lose Modellorganismen klassische Endpunkte wie Mortalitat
oder Reproduktion verwendet, um Effektkonzentrationen abzu-
leiten. Oberflachengewéasser weisen jedoch wesentlich nied-
rigere Konzentrationen von Chemikalien auf. Das Verhalten
von Organismen riickt als sensitiverer Endpunkt in den Fokus.
Studien, z.B. mit Daphnia magna, zeigen, dass Verhaltensend-
punkte in niedrigeren Konzentrationen Effekte zeigen als
klassische Endpunkte. Vielversprechende Endpunkte wurden
auch fir Asellus aquaticus etabliert. Dieser Artikel diskutiert
Maoglichkeiten und Grenzen relevanter Verhaltensendpunkte
am Beispiel von D. magna und A. aquaticus.

1. Einleitung

Wirbellose Tiere sind wichtige Modellorganismen der 6kotoxi-
kologischen Risikobewertung, da sie eine Schlusselposition in
den Nahrungsnetzen sowohl terrestrischer als auch aqua-
tischer Okosysteme einnehmen. Aus diesem Grund wird die
Wirkung von Stoffen auf diese wichtige Organismengruppe er-
fasst. Die aktuellen OECD-Richtlinien fur aquatische Inver-
tebraten fur die Prifung von Chemikalien (Abschnitt 2: Aus-
wirkungen auf biotische Systeme) befassen sich hauptséchlich
mit der Erfassung von Letalitat, Immobilitat, Gro3e, Emergenz,
oder Fortpflanzung und beriicksichtigen keine Verhaltensend-
punkte. AuBerdem liegen (ber die Okologie der meisten
Wirbellosen viele Daten vor, aber oft ist nur wenig Uber die Aus-
wirkungen von Chemikalien auf das Verhalten von Wirbellosen
bekannt. Verhaltensanderungen kdnnen jedoch zu Auswir-
kungen auf Populationsebene fiihren, z. B. zu einer Verringe-
rung der Nahrungsaufnahme, der Fortpflanzung, Verénde-
rungen der Migration oder des Raubtiervermeidungsverhal-
tens. Die sich daraus ergebenden Auswirkungen kénnen daher
die Populationen und die Funktion der Okosysteme im All-
gemeinen beeintrachtigen (Azevedo-Pereira et al., 2011).

Der GroRe Wasserfloh Daphnia magna ist der bekannteste
Modellorganismus fiir aquatische Invertebraten. Hierbei han-
delt es sich um planktonische Krebstiere, die in SuRwasser-
lebensraumen vorkommen und eine zentrale Rolle in aqua-
tischen Nahrungsnetzen spielen, indem sie sich von Algen und
Mikroorganismen erndhren und als Nahrungsquelle fiir Fische
dienen (Fent, 1998). D. magna reagiert empfindlich auf Um-
weltveranderungen und dient daher als nitzlicher Bioindikator
fur die Wasserqualitdt (Bownik, 2017). Typische OECD-
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Richtlinien verwenden Endpunkte wie z.B. Immobilisierung
(OECD TG 202) und Reproduktion (OECD TG 211), aber ana-
Iytische Untersuchungen haben gezeigt, dass Chemikalien-
konzentrationen in Oberflachengewéassern oft unter den Effekt-
konzentrationen liegen. Verhaltensdnderungen kénnten auch
bei niedrigeren Konzentrationen sensiblere und aussage-
kréftigere Indikatoren sein (Bownik, 2017).

Asellus aquaticus, auch als Wasserassel bekannt, ist ein
aguatisches Krebstier, das in SiRwasserlebensraumen wie
Teichen, Béachen und Seen lebt (O'Callaghan et al. 2019). Die
Detritusfresser spielen eine wichtige Rolle im Okosystem, in-
dem sie abgestorbenes Pflanzenmaterial und organische Ab-
falle zersetzen. Durch ihre Tatigkeit tragen sie zum Néahrstoff-
recycling bei und unterstitzen so die Wasserqualitat und das
Okologische Gleichgewicht (Bjelke und Herrmann, 2005). A.
aquaticus dient als Nahrungsquelle fiir Fische und andere
aquatische Raubtiere, was sie zu einem wichtigen Bestandteil
des aquatischen Nahrungsnetzes macht (Calizza et al., 2013).
In der Literatur liegen nur begrenzte Informationen tiber Verhal-
tensédnderungen unter dem Einfluss von Chemikalien vor.

In diesem Artikel sollen die M&glichkeiten und Grenzen fur rele-
vante Verhaltensendpunkte am Beispiel von Daphnia magna
und Asellus aquaticus diskutiert werden.

2. Aktueller Stand und beispielhafte Ergebnisse der
Verhaltensassays

Verhaltensassays riicken immer mehr in den Fokus der Oko-
toxikologie. Sie konzentrieren sich haufig auf Modell-
organismen, die auch in den klassischen OECD Testrichtlinien
eingesetzt werden, z.B. Daphnia magna (Bownik, 2017),
Gammarus pulex (Soose et al., 2023) oder Danio rerio
(Hussain et al., 2020).

2.1 Verhaltensassays

Es kodnnen unterschiedliche Verhaltensendpunkte wie bspw.
die Aktivitatszeit, die zurlickgelegte Distanz, das Verhalten
unter verschiedenen Lichtbedingungen oder Schreckreak-
tionen unter standardisierten Testbedingungen untersucht
werden. Um diese Endpunkte zu erfassen, werden die Test-
organismen in 24-Wellplatten tUberfuhrt (4-24 h alte D. magna
bzw. A. aquaticus-Individuen Uber ein Netz mit 1.0 mm
Maschenweite abgesiebt) und fur die Testdauer unter einem
16(Hell):8(Dunkel) h-Rhythmus unter Chemikalienexposition
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bzw. als Kontrollgruppe inkubiert. Nach der Inkubationszeit
werden die Verhaltensassays durchgefihrt. Hierzu werden die
Wellplatten vorsichtig in eine Box zur Erfassung der
Endpunkte, z.B. in das Zantiks MWP System (Zantiks Ltd.,
Cambridge, UK), Uberfihrt. Nach einer Akklimatisationszeit
werden die Verhaltensmessungen gestartet.

Lokomotorische Parameter

Die Aktivitatszeit der Testorganismen wird iber 60 Sekunden
gemessen und in Prozent bestimmt. Die Flachennutzung der
Organismen wird hingegen anhand von Heatmaps in mm?
unter der Nutzung von ImageJ (U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA) berechnet. Beide Messungen
werden in 24 Well-Platten durchgefiihrt.

Phototaxis

Die rdumliche Orientierung der Organismen unter Lichtein-
wirkung wird mit 6-Wellplatten beobachtet, die in beleuchtete
und unbeleuchtete Zonen unterteilt sind. Die Platten werden fir
die Dauer von 300 Sekunden blau beleuchtet und der Aufent-
haltsort der Individuen Uber die Zeit in Prozent bestimmt.

Die Reaktion auf Lichtveranderung wird anhand von zwei Licht
(5 Minuten)- und Dunkelzyklen (5 Minuten) in 24 Well-Platten
beobachtet. Es wird die zuriickgelegte Distanz der Organismen
fur die jeweiligen Phasen berechnet.

Reaktion auf verschiedene Umweltreize

Das Pradatorvermeidungsverhalten von D. magna basiert auf
der Reaktion der Organismen auf die Anwesenheit von
Kairomonen. Kairomone sind Gallensauren, die aus dem Darm
von Fischen sezerniert werden. In der Natur migrieren die
Organismen in Anwesenheit von Kairomonen tagsuber vertikal
in tiefe und dunkle Wasserschichten, um dem Pradationsrisiko
durch Fische zu entgehen. In der Nacht kommt es zu einer
Remigration zur Wasseroberflache zur Nahrungsaufnahme
(Pohnert, 2019). Diese Bedingungen wurden anhand von
Kuvetten, gefullt mit Wasser aus einer Zebrafischhélterung,
unter Lichtbedingungen simuliert. Der Aufenthaltsort der Orga-
nismen wird in Prozent tber 180 Sekunden bestimmt.

Die Reaktion auf einen Vibrationsreiz wird anhand eines ein-
maligen Vibrationsreizes beobachtet. Es wird die zurlck-
gelegte Distanz 10 Sekunden vor und 10 Sekunden nach
diesem Reiz bestimmt.

2.1.1 Daphnia magna

Das Schwimmverhalten von D. magna kann durch verschie-
dene Parameter wie bspw. die Temperatur, das Licht, den
Futterungszustand oder die Chemikalienexposition beeinflusst
werden (Bownik, 2017). In Abb. 1 sind beispielhafte Ergebnisse
eines Akuttests nach 48-stiuindiger Imidacloprid-Exposition
[(0,31; 0,63; 1,25; 2,50; 5,00; 10,0 mg/L Imidacloprid (K1-K6,
nominale Konzentrationen)] in Elendt M4-Medium (OECD,
2004) dargestellt. Diese sind im Rahmen einer anderen Pub-
likation (Saalmann et al., in preparation) entstanden und
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wurden dieser entnommen. Untersucht wurden Effekte auf die
Aktivitatszeit, Flachennutzung, raumliche Orientierung und das
Pradatorvermeidungsverhalten. Es konnten statistisch signifi-
kante Effekte [Dunnett Test; p < 0,05; ToxRat Professional
(Version 3.3.0, 2015, ToxRat Solutions GmbH & Co. KG,
Alsdorf, Germany)] im Konzentrationsbereich 2,50 mg/L
Imidacloprid fur die Flachennutzung und die rdumliche Orien-
tierung beobachtet werden. Verglichen mit den NOEC-Werten
(No Observed Effect Concentration) fur Imidacloprid im Range
Finder mit D. magna nach OECD TG 202 (OECD, 2004) sind
die NOEC-Werte fur die Verhaltensendpunkte bis zu 20-fach
niedriger und liegen naher am Bereich von umweltrelevanten
Imidaclopridkonzentrationen (Main et al., 2014).
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Abb. 1: Ergebnisse der Verhaltensendpunkte von D. magna
nach 48 Stunden Inkubation unter Imidacloprid-Exposition. K1
bis K6: eingestellte Imidaclopridkonzentrationen (s.0.). A.
Aktivitatszeit in Prozent (n= 96 pro Konzentration, Mittelwert £
SEM). B. Flachennutzung in mm? (n= 96 pro Konzentration,
Mittelwert £ SEM). C. Raumliche Orientierung in Prozent
(Anzahl der Tiere, die sich ausschlieflich im beleuchteten
Bereich aufhalten, n = 36 pro Konzentration, Mittelwert £ SEM).
D. Pradatorvermeidungsverhalten in Prozent (n = 36 pro
Konzentration, Mittelwert + SEM). Die Daten wurden mittels
nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-ANOVA statistisch ausge-
wertet. Statistisch signifikante Abweichungen von der Kontroll-
gruppe sind mit einem Sternchen gekennzeichnet (p < 0,05).

2.1.2 Asellus aquaticus

Im Gegensatz zu D. magna hat A. aquaticus eine benthische
Lebensweise. In der Literatur konnten kaum Studien mit A.
aquaticus im oOkotoxikologischen Zusammenhang sowie fir
Verhaltensendpunkte gefunden werden. In Abb. 2 sind Ergeb-
nisse der Verhaltensassays von A. aquaticus nach 72-stln-
diger Imidacloprid-Exposition [0,13; 0,25; 0,5; 1,0 mg/L
Imidacloprid (K1 — K4, nominale Konzentrationen)] in aufbe-
reitetem Leitungswasser dargestellt. Es wurden Aktivitatszeit,
Flachennutzung und die Schreckreaktion auf einen Lichtreiz
bzw. einen Vibrationsreiz untersucht. Es wurden statistisch
signifikante Effekte (Dunnett-Test; p < 0,05) im getesteten
Konzentrationsbereich fir alle Parameter, ausgenommen der
Aktivitatszeit, beobachtet.
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Abb. 2: Ergebnisse der Verhaltensendpunkte von A. aquaticus
nach 72 Stunden Inkubation unter Imidacloprid-Exposition. A.
Aktivitatszeit in Prozent (n= 36 pro Konzentration, Mittelwert +
SEM). B. Flachennutzung in mm? (n= 36 pro Konzentration,
Mittelwert £+ SEM). C. Reaktion auf Vibration in Amm (zu-
rickgelegte Distanz nach abzgl. der zurlickgelegten Distanz
vor dem Vibrationsreiz, n = 36 pro Konzentration, Mittelwert +
SEM). D. Reaktion auf einen Lichtreiz (zuriickgelegte Distanz
in mm, n = 36 pro Konzentration, Mittelwert + SEM). Die Daten
wurden mittels Dunnett-Test statistisch ausgewertet. Statis-
tisch signifikante Abweichungen von der Kontrollgruppe sind
mit einem Sternchen gekennzeichnet (p < 0,05).

2.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Vergleich der Verhaltensendpunkte von D. magna und A.
aquaticus lasst folgende Rickschliisse zu. Der sensitivste End-
punkt fir D. magna scheinen hier die Phototaxis und die
Flachennutzung zu sein, fir A. aquaticus hingegen die Reak-
tion auf Vibrationsreize und die Reaktion auf Lichtreize. Fir A.
aquaticus konnten Verhaltensendpunkte etabliert werden, die
fur weitere Verhaltensassays herangezogen werden kdnnten.
Daten aus Verhaltensassays mit A. aquaticus kdnnen zum
einen die Informationslage zu Effekten auf Nicht-Zielorga-
nismen, zum anderen auch die Datenlage bezogen auf Nicht-
Standardorganismen verbessern. Insgesamt liefern diese
Daten erste Hinweise darauf, dass A. aquaticus eine hohere
Sensitivitat gegeniber Imidacloprid aufweist als D. magna.

3. Diskussion: Chancen und Grenzen

Die Betrachtung von Verhaltensendpunkten aus 6kotoxiko-
logischer Sicht wurde in der Vergangenheit intensiv diskutiert.
Es finden sich viele Hinweise darauf, dass mithilfe der Ver-
haltensendpunkte sensitivere Effektkonzentrationen fiir Nicht-
Zielorganismen bestimmt werden koénnen (Bownik, 2017;
Soose et al., 2023; Saalmann et al., in preparation). Zwar ist
die Datenlage bzgl. der Extrapolation auf Populations- bzw.
Okosystemebene bisher unklar, jedoch kann davon ausge-
gangen werden, dass die Testkonzentrationen in Verhaltens-
assays naher an den umweltrelevanten Konzentrations-
bereichen liegen und damit realistischer die Umweltszenarien
abbilden kénnen. Zu diesen Zwecken waren weitere Tests
auch auf Mikro- und Makrokosmosebene nétig. Zudem finden
sich Hinweise darauf, dass die Dauer der Verhaltensassays im
Vergleich zu chronischen Expositionen verkirzt werden
kénnte. Z.B. fanden sich in verkiirzten Studien in Anlehnung an
der zeitintensiven OECD TG 211 bereits nach einer Testdauer
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von 7 Tagen statistisch signifikante Effekte fiir die betrachteten
Verhaltensendpunkte in Konzentrationsbereichen, die nicht zu
signifikanten Effekten auf die Reproduktion fuhrten (Saalmann
et al., in preparation). Wie flir den Einsatz bei verschiedenen
Fischarten kénnte auch flr Invertebraten ein Screening-Ansatz
mit Hochdurchsatz etabliert werden, z. B. durch die Nutzung
von Wellplatten und entsprechenden Messgeraten. Die Ver-
haltensmessung dauert je nach Endpunkt nur wenige Minuten
und ermdglicht damit einen hohen Durchsatz. Durch ver-
schiedene Verhaltensendpunkte werden unterschiedliche 6ko-
logisch relevante Parameter betrachtet wie beispielsweise die
lokomotorische Aktivitat, die Phototaxis, die rdumliche Orien-
tierung, Schreckreaktionen oder Vermeidungsverhalten. Durch
das Versuchsdesign kdnnen auch Nicht-Standardorganismen,
wie z.B. A. aquaticus, gut untersucht werden. Dem ist gegen-
Uberzustellen, dass die Datenlage zu Verhaltensendpunkten
gerade flr Nicht-Standardorganismen wie z.B. A. aquaticus
mangelhaft ist. Zudem l&sst sich nicht zuverlassig ein sen-
sitivster Endpunkt fur jede Spezies festlegen, da sich in vor-
herigen Studien gezeigt hat, dass der sensitivste Parameter
von unterschiedlichen Faktoren, u.a. der Temperatur, dem
Fltterungszustand und der Testsubstanz, abhéngig sein kann
(Saalmann et al., in preparation). Aufgrund hoher Variabilititen
sowohl in den Verhaltensendpunkten als auch in den Kon-
trollen sind standardisierte Testbedingungen zwingend erfor-
derlich (Bertram et al., in review). In der Literatur finden sich
sowohl methodische Méngel bzw. mangelhafte Standards als
auch unstandardisierte Nomenklaturen (Soose et al., 2023;
Bownik, 2017; Faimali et al., 2017), welche die Vergleichbarkeit
verschiedener Verhaltensendpunkte und Studien erschwert.
Hinzu kommt, dass einige Verhaltensparameter keine klassi-
sche Konzentrations-Wirkungsbeziehung zeigen und daher
eine Interpretation der Daten erschwert wird und Experten-
wissen erfordert. Diese Problematiken werden mit den gerade
entwickelten EthoCRED Richtlinien (Bertram et al., in review)
adressiert.

4. Fazit

Bei Abwéagung der Chancen und Grenzen von Verhaltens-
assays kann der Schluss gezogen werden, dass Verhaltens-
endpunkte als zusatzlicher Endpunkt zu den klassischen End-
punkten der OECD Testrichtlinien in Betracht gezogen werden
sollten. Dabei sollen die klassischen Endpunkte keinesfalls er-
setzt werden, jedoch kénnen die Verhaltensendpunkte eine
sensitivere und realistischere Ableitung von Effekten gestatten
und erméglichen eine Extrapolation auf Populations- oder Oko-
systemebene. Eine breitere Datenlage ware in den Bereichen
Standardisierung von Testbedingungen, Auswertungen und
Interpretation, Variabilitat der Kontrollgruppe und Expositions-
gruppen sowie den Méglichkeiten zur Extrapolation der Daten
und Mode of Action-Spezifitat der Effekte ndtig. Um die Repro-
duzierbarkeit der Endpunkte unter verschiedenen Bedin-
gungen, mit verschiedenen Messgeraten bzw. in ver-
schiedenen Laboratorien zu Uberpriifen, kénnten in Zukunft
bspw. Ringversuche durchgefuhrt werden. Insgesamt kénnen
die Verhaltensendpunkte als vielversprechender zukinftiger
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Endpunkt, zusatzlich zu den klassischen Endpunkten der 6ko-
toxikologischen Tests, betrachtet werden.
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