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Zusammenfassung Hintergrund und Ziel Berichte iiber
Fischriickgéinge bzw. Fischpopulationen mit ungew6hnli-
cher Populationszusammensetzung in zahlreichen Fluss-
systemen in Europa und Nordamerika stehen in scharfem
Kontrast zu Analysen der Gewdssergiite, die fiir die letzten
Jahre ecindeutig eine Verbesserung belegen. Als ehemals
recht stark kontaminierter Fluss in Siiddeutschland erfuhr
auch der Neckar tiber viele Jahre eine kontinuierliche, deut-
liche Verbesserung seines dkologischen Zustands. Dennoch
sind gerade am Unteren Neckar Defizite in den Fischbe-
stinden zu beobachten, die mit konventionellen chemisch-
analytischen, hydromorphologischen und limnologischen
Methoden nicht erklédrt werden kdnnen. Aus diesem Grund
wurden tiber einen Zeitraum von mehreren Jahren dkoto-
xikologische Untersuchungen am Unteren Neckar durchge-
fiihrt, die sich zunehmend auf Schwebstoffe und Sedimente
als Reservoire fiir Schadstoffe konzentrierten. Parallel zu
direkten Untersuchungen zur Toxizitit der Sedimente wur-
den Fische aus dem Unteren Neckar wiederholt hinsichtlich
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spezifischer Endpunkte wie Gentoxizitét, mutagener Verdn-
derungen sowie histo- und cytopathologischer Verdnderun-
gen in zentralen Monitororganen untersucht, um Hinweise
auf Mechanismen zu finden, die den Defiziten in der Zu-
sammensetzung der Fischpopulationen zugrunde liegen
konnten.

Material und Methoden Rotaugen (Rutilus rutilus) und
Griindlinge (Gobio gobio) aus dem Unteren Neckar wur-
den hinsichtlich histo- und cytopathologischer Verdnderun-
gen in der Leber sowie der Induktion gentoxischer Effekte
in Leber-, Darm-, Kiemen- und Blutzellen mit Hilfe von
Comet- und Mikrokern-Assay untersucht. Parallel wurden
Sedimente aus Aue-dhnlichen Randbereichen am Unteren
Neckar in nativem Zustand sowie nach acetonischer Extrak-
tion auf teratogene Wirkungen im Fischembryotest mit dem
Zebrabarbling (Danio rerio) gepriift. Als Ergdnzung wurden
die Sedimente schlieBlich hinsichtlich ihrer (cyto-)toxischen
Wirkung auf permanente Fischzelllinien untersucht.
Ergebnisse Massive Storungen der Ultrastruktur der Leber
zeigen eine starke Stresssituation der Fische im Unteren
Neckar (trotz guter Nahrstoffversorgung) an. Sowohl Cyto-
als auch Fischembryotoxizititstests dokumentieren eine
erhebliche Toxizitdt der Sedimente vom Unteren Neckar,
und die Befunde von Comet- und Mikrokernassay belegen
nicht nur ein deutliches gentoxisches Belastungspotenzial
der Sedimente, sondern auch direkte gentoxische Wirkun-
gen in Fischen. Ein Riickgang der gentoxischen Effekte in
Fischen seit dem Jahr 1998 konnte bisher nicht nachgewie-
sen werden.

Diskussion Cytopathologie, allgemeine Cyto- und Embryo-
toxizitét, Teratogenitit und Gentoxizitdt im Unteren Neckar
erginzen sich zu einem Syndrom, das bei der Interpreta-
tion von Artenfehlbetrdgen in der Zusammensetzung der
Fischfauna zu beriicksichtigen ist. Im Vergleich mit Weight-
of-Evidence-Studien an anderen groferen siiddeutschen
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FlieBgewissern zeigt der Neckar ein relativ hohes embryo-
toxisches, aber ein nur moderates gentoxisches Schadi-
gungspotenzial.

Schlussfolgerungen Die Sedimente am Unteren Neckar wei-
sen ein erhebliches dkotoxikologisches Schidigungspoten-
zial auf, das sich im Zustand der nativen Fischpopulationen
widerspiegelt. Ein Beitrag einer Belastung durch chemische
Stoffe zum Phénomen ,,Fischriickgang® in FlieBgewéssern
ist nicht auszuschlieBen.

Empfehlungen und Perspektiven Die in den letzten Jahr-
zehnten erreichte Verbesserung des 6kologischen Zustands
von Gewidssern darf nicht als Argument fiir ein Aussetzen
regelmifiger biologischer Untersuchungen herangezogen
werden. Fortgesetzte Umweltbeobachtung und kontinuierli-
ches Monitoring sind weiterhin unabdingbar. Fiir eine ange-
messene Bewertung subletaler und/oder spezifischer biolo-
gischer Effekte in Organismen ist deren Populationsrelevanz
zu kléren. Zur Identifikation der chemischen Grundlage fiir
die beobachteten biologischen Wirkungen bieten sich inte-
grierte Ansdtze wie etwa Effekt-dirigierte Analyse an.

Schliisselworter Comet-Assay - Cytopathologie
Cytotoxizititstest - Fischembryotest - Fischriickgang -
Gentoxizitdt - Mikrokerntest - Teratogenitét
Weight-of-Evidence

Fish populations under stress —
the example of the Lower Neckar River

Abstract Background, aim, and scope Reports about de-
clines or unusual structures of fish populations in native
aquatic systems in Central Europe and North America are
in sharp contrast to an obvious improvement of general
water quality. The Neckar River may serve as an example
of a formerly severely contaminated freshwater system in
Southern Germany, the ecological situation of which could
be substantially improved over the last three decades. Nev-
ertheless, there are still deficits in the composition of the
fish fauna, which cannot be explained by conventional
chemical-analytical, hydromorphological and limnologi-
cal methodologies. Therefore, in search of explanations
for ecological deficits, ecotoxicological investigations with
an increasing focus on sediment contamination have been
performed along the Lower Neckar River over a period of
10 years. In addition to sediment tests, fish populations were
screened for genotoxic and embryotoxic effects as well as
alterations in the structure of central metabolic organs such
as the liver.

Materials and methods Roach (Rutilus rutilus) and gudgeon
(Gobio gobio) from the Lower Neckar River were studied
with respect to histo- and cytological alterations of the liver
as well as the induction of genotoxicity in liver, gut, gills

@ Springer

and blood cells by means of the comet and micronucleus
assays. At the same time, both native sediments and ace-
tonic sediment extracts were tested for toxicity to zebrafish
(Danio rerio) embryos and permanent fish cell cultures.
Results Massive disturbances of the liver ultrastructure in-
dicate severe stress in the fish from the Lower Neckar River
despite good supply of nutrition. Both cyto- and embryotox-
icity tests document a considerable toxic potential of sedi-
ments from the Lower Neckar River, and results of both the
comet assay and the micronucleus test provide evidence of
the presence of genotoxic agents in the sediments and their
effects in fish. There has been no decrease of genotoxicity
over the last 10 years.

Discussion Cytopathology in conjunction with general cyto-
and embryotoxicity in fish from the Lower Neckar River
contribute to a syndrome which cannot be neglected in the
interpretation of abnormal compositions of fish populations.
In comparison to weight-of-evidence studies at other river
systems in Southern Germany, the Neckar is characterized
by an elevated embryotoxic but by a relatively moderate ge-
notoxic potential.

Conclusions The ecotoxicological burden of sediments at
the Lower Neckar River is mirrored in the condition of na-
tive fish populations. A potential contribution of chemical
contamination to the phenomenon of fish declines in aquatic
ecosystems cannot be ignored.

Recommendations and perspectives The improvement
of the ecological status of freshwater systems may not be
abused as an argument to discontinue biological monitoring
programs. Rather, continuous surveillance of the environ-
ment and in-depth investigations into the consequences of
chemical contamination are indispensible. For an adequate
appreciation of the ecological relevance of sublethal and/
or specific biological effects, their impact on population
structure and function remains to be elucidated further. For
the identification of the chemical basis of biological effects,
methodologies such as effect-directed analysis appear to be
promising approaches.

Keywords Comet-Assay - Cytopathology - Cytotoxicity -
Fish decline - Fish embryo test - Genotoxicity -
Micronucleus test - Teratogenicity - Weight-of-evidence

1 Problemstellung

Der Neckar kann in vielerlei Hinsicht als Modell fiir die
Belastung von Flielgewéssern in Mitteleuropa gelten, da
er einer Vielzahl anthropogener Nutzungen unterworfen
ist: Um der Hochwassergefahr zu begegnen und den Fluss
trotz stark schwankender Wasserfithrung als GrofBschift-
fahrtsstrasse (Transportvolumen: 8—10 Mio t/a; Weil3 2007)
nutzen zu konnen, wurde er von 1925 bis 1968 zwischen



Umweltwiss Schadst Forsch (2009) 21:197-211

199

Plochingen und Mannheim auf einer Lénge von 203 km
mit insgesamt 27 Staustufen reguliert (Kobus und Biirkle
1996; Miiller et al. 1993), so dass der Neckar heute den
Charakter eines natiirlichen FlieBgewédssers weitgehend
verloren hat. Gewdssermorphologisch sind insbesondere
die Uferbereiche infolge der wasserbaulichen MaBBnahmen
entlang des gesamten schiffbaren Abschnitts als naturfern
einzustufen.

Der Fluss hat ein Einzugsgebiet von 14.000 km?, in dem
ca. 5 Mio. Menschen leben. Er durchflieBt mit den Bal-
lungsraumen Stuttgart, Heilbronn und Rhein-Neckar wich-
tige wirtschaftliche Zentren. Dem stetig steigenden Ab-
wasseraufkommen wurde mit einem konsekutiven Ausbau
von Kldranlagen begegnet, so dass die Gewissergiite des
Neckars von der Giitestufe III-IV (sehr stark verschmutzt)
im Jahr 1975 auf II-III (kritisch belastet) bzw. II (maBig
belastet) im Jahr 1990 gesenkt werden konnte (Schaal
und Biirkle 1993). Entlang des Neckars sind 36 Kléranla-
gen (davon 9 GroBklaranlagen) in Betrieb; hinzu kommen
ca. 80 weitere Kldranlagen an den Nebenfliissen (Steidle
2007). Uber weite Abschnitte im Mittellauf besteht das
Wasser des Neckars bis zu 30% aus Abwasser; in regen-
armen Sommern diirfte dieser Wert deutlich iberschritten
werden. Unabhéngig davon unterliegt der Fluss auch wei-
terhin einer als kritisch einzustufenden thermischen Belas-
tung (ca. 3 °C), die allerdings seit den 1970er-Jahren trotz
einer Steigerung der Nennleistung der Kraftwerke von
2300 MW im Jahr 1970 (Ministerium fiir Erndhrung 1973)
auf nahezu 7000 MW im Jahr 2007 aufgrund des Baus von
Kiihltirmen nicht mehr weiter anstieg (Steidle 2007). Ne-
ben weiteren Belastungen in Form von unkontrolliertem
Oberflachenabfluss, Fischerei, Sand- und Kiesgewinnung
sowie Naherholung und Tourismus kommt schlieBlich als
,biologische Bedrohung® die stark zunechmende, jedoch
schwer einzuschitzende Einwanderung von Neozoen hin-
zu (Rey et al. 2005).

Fir die biologische Vielfalt von besonderer Bedeu-
tung ist schlieflich der Eintrag toxischer Substanzen, der
zusammen mit den anderen Belastungen zu einer deutli-
chen Verarmung der Besiedlung des Gewéssers und einem
signifikanten Riickgang der Fischpopulationen gefiihrt
hat (Steidle 2007). Nachdem der Neckar in der 1970er-
Jahren noch als einer der am stdrksten belasteten Fliisse
Stiddeutschlands (Forstner und Miiller 1974) galt, fiihr-
ten Verbesserungen in der Reinigung von Abwissern zu
einer deutlichen Reduktion der Verschmutzung (Hollert
et al. 2000a; LfU-Baden-Wiirttemberg 2002; Miiller et al.
1993; Pinter 1986). Wie an zahlreichen anderen Fliissen
in Mitteleuropa und Nordamerika (Burkhardt-Holm 2008;
Burkhardt-Holm et al. 2005; Cook et al. 2003; de Lafon-
taine et al. 2002; Faller et al. 2003; Keiter et al. 2006) hat
jedoch die Verbesserung der iiber klassische Parameter
definierten Gewdssergiite auch am Neckar nicht zu einer

entsprechenden Erholung der Fischpopulationen gefiihrt.
Von den urspriinglich 44 im Neckar nachgewiesenen
Fischarten (Giinther 1853; Lauterborn 1938; Wnuck 2000)
sind heute nur noch 34 nachzuweisen — allerdings in z.T.
noch immer sehr stark dezimierten Populationen, die zu-
dem einen sehr unnatiirlichen Aufbau zeigen (Marthaler
und Pawlowski 2005; vgl. auch Wurm 2001 fiir die Do-
nau). Dass vor allem rheophile Fischarten im Neckar stark
zuriickgedrangt wurden, ist durch den Ausbau zur Schiff-
fahrtsstrale noch relativ leicht zu erkldren. Ansonsten
wird zunehmend eine kontinuierliche Belastung mit einer
Vielzahl persistierender organischer Schadstoffe als Erkla-
rung fiir die Artendefizite herangezogen (Burkhardt-Holm
et al. 2005; Burkhardt-Holm und Segner 2002; Cook et al.
2003; de Lafontaine et al. 2002; Faller et al. 2003; Hollert
et al. 2000a; Keiter et al. 2008), wobei auch am Neckar in
gleicher Weise wie in anderen aquatischen Systemen (Ahlf
et al. 2002; Brack et al. 2005; Chen und White 2004; Po-
wer und Chapman 1992) neben dem freien Wasserkorper
vor allem auch Schwebstoffe und Sedimente als Quelle
fiir eine Kontamination von Organismen diskutiert werden
(Hollert et al. 2000a, 2002a,b; Kern und Westrich 1995).
Analog zu parallelen Weight-of-Evidence-Studien an der
Donau (Keiter et al. 2006, 2008; Seitz et al. 2008) und am
Rhein (Braunbeck et al. 2005; Kosmehl et al. 2004, 2006,
2007) wurden daher am Unteren Neckar nahe Heidelberg
wiederholt Rotaugen (Rutilus rutilus) und Griindlinge (Go-
bio gobio) aus dem Unteren Neckar hinsichtlich histo- und
cytopathologischer Verdnderungen in der Leber sowie der
Induktion gentoxischer Effekte in Leber-, Darm-, Kiemen-
und Blutzellen mit Hilfe von Comet- und Mikrokern-Assay
untersucht. Parallel wurden Sedimente aus Aue-dhnlichen
Randbereichen am Unteren Neckar in nativem Zustand so-
wie nach acetonischer Extraktion hinsichtlich teratogener
Wirkungen im Fischembryotest mit dem Zebrabarbling
(Danio rerio) gepriift. Als Ergédnzung wurden die Sedimen-
te schlieBlich hinsichtlich ihrer (cyto-)toxischen Wirkung
auf Fischzellen untersucht.

2 Material und Methoden

Die Untersuchung der Fische aus dem Neckar bzw. die Prii-
fung von Wasser-, Schwebstoff- und Sedimentproben erfolg-
ten im Rahmen einer Weight-of-Evidence-Studie (Hollert
et al. 2002a,b, 2003; Brack et al. 2005; Keiter et al. 2006)
zur Okotoxikologischen Belastung des Unteren Neckars
(Abb. 1). Im Rahmen einer groeren Testbatterie wurden
histo- und cytologische Verdnderungen in der Leber von Fi-
schen aus dem Neckar, cytotoxische Effekte in Fischzellen,
akut toxische und teratogene Wirkungen in Fischembryonen
sowie gentoxische und mutagene Wirkungen in Fischen und
Fischzellen untersucht.
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Abb. 1 Der Neckar miindet bei Mannheim in den Rhein. Die Probe-

nahmestellen ,,Heidelberg™ und ,,Krottenneckar/Edingen-Neckarhau-

sen” liegen am sog. ,,Unteren Neckar“ kurz vor seiner Miindung. Neu
gezeichnet auf der Basis von Hollert et al. (2003)

2.1 Probenahme und -aufarbeitung

Fische Mit Hilfe eines Senknetzes oder im Rahmen von
Elektrobefischungen (November 2004) wurden in den Jah-
ren zwischen 1998 und 2006 am Unteren Neckar (unterhalb
der Schleuse Heidelberg; s. Abb. 1) bzw. im Bereich des
Naturschutzgebiets ,,Krottenneckar bei Edingen-Neckar-
hausen; Abb. 2) wiederholt subadulte bzw. geschlechtsreife
Rotaugen (Rutilus rutilus) bzw. Griindlinge (Gobio gobio)
beiderlei Geschlechts mit einer Lange zwischen 15 und
20 cm bzw. 9 bis 13 cm gefangen. Die Tiere wurden unter
kontinuierlicher Beliiftung umgehend ins Labor transpor-

tiert und dort fiir die jeweiligen Untersuchungen direkt auf-
gearbeitet. Alternativ wurden die Tiere mehrere Monate als
sog. ,,Laborkontrolle® in chlorfreiem Trinkwasser (24°dH)
in einem Durchflusssystem bei einer jahreszeitlich ange-
passten Temperatur zwischen 12 und 18 °C und einem Tag-/
Nacht-Rhythmus von 12:12 Stunden gehalten und téglich
mit TetraMin Flockenfutter (max. 1% Korpergewicht; Tetra
Werke, Melle) gefiittert. Als zweite Kontrollgruppe wurden
Rotaugen von einer kommerziellen Fischzucht (Riegger, Et-
tenheim) unter gleichen Bedingungen wie die ehemaligen
Neckartiere als ,,Zuchtkontrolle® mehrere Monate gehéltert.

Sedimentproben Je nach Wassertiefe und Zugénglichkeit
wurden die Sedimentproben mit Hilfe eines Van-Veen-Sedi-
mentgreifers (Wildco, Wildlife Supply Company, Buffalo,
USA) oder einer Edelstahlschaufel entnommen. Um klein-
rdumige Varianzen (Ingersoll et al. 1997) zu kompensieren,
wurden von jeder Probestelle jeweils vier Einzelproben aus
den oberen 10—15 cm des Sediments auf einer Flidche von
etwa 4 m? homogenisiert, im Labor bei —30°C tiefgefroren
und bei 2,6 mbar gefriergetrocknet (Alpha 1-4, Christ, Os-
terode). Nach Sieben iiber ein 2 mm-Edelstahlgitter wurden
20 g trockenes Sediment in 350 ml Aceton p. a. mit 10 Zyklen
in 14 h extrahiert (Hollert und Braunbeck 1997). Nach Ein-
engen bei 39 °C und 400 mbar (Rotationsverdampfer Heidol-
ph, Kehlheim) und Evaporation mit N, fast bis zur Trockene
wurden die Extrakte in 1 ml Dimethylsulfoxid (DMSO; Sig-
ma, Deisenhofen) aufgenommen (Hollert et al. 2000a).

2.2 Elektronenmikroskopie
Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan wurde als ,,Spie-

gel der Umwelt® (Storch 1985) untersucht, um sowohl che-
mikalieninduzierte Verdnderungen in Fischen in der aqua-
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Abb. 2 Das Untersuchungsgebiet ,,Krottenneckar* bei Edingen-Neckarhausen am Unteren Neckar umfasst einen schmalen Wasserstreifen, der
sich zwischen den Flusskilometern 17,08 und 16,75 parallel zum Neckar erstreckt und entlang der Probenahmestellen P1 bis PS5 beprobt wurde.
Zwischen P1 und P2 fillt das Gerinne des ,,Krottenneckars* bei Niedrigwasser trocken. Die Sedimente an den Probenahmestellen P1n und P4n
wurden nur im Jahr 2008 untersucht. Als interne Referenzstellen dienten zwei Stellen am Ufer des Neckars (2004: PN; 2008: PNO)
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tischen Umwelt (Braunbeck 1998; Braunbeck und Volkl
1993) als auch allgemein mit einer Beeintrdchtigung der
Gesundheit der Fische einhergehende Symptome aufzuzei-
gen (Konradt und Braunbeck 2001; Strmac und Braunbeck
2001; Strmac et al. 2002; Triebskorn et al. 2001). Die Pro-
benahme, Fixierung und elektronenmikroskopische Unter-
suchung erfolgte wie bei Braunbeck et al. (1987), Hofer et
al. (1997) bzw. Oulmi et al. (1995) beschrieben.

2.3 Gentoxizitétstests

Comet-Assay Der Comet-Assay nach Belpaeme et al.
(1998) bzw. Singh et al. (1991) wurde in der Modifikation
von Schnurstein und Braunbeck (2001) bzw. Kosmehl et al.
(2004, 2008) auf die intakten Fische bzw. Fischzellkultu-
ren (RTL-W1; Lee et al. 1993; Nehls und Segner 2001) an-
gewandt. Die Auswertung erfolgte iiber ein automatisches
Bildanalysesystem (Optilas, Miinchen) und die Auswer-
tungssoftware Comet 3.0™ (Kinetic Imaging, Liverpool,
UK); die Ergebnisse wurden als Tail-Moment (Schnurstein
und Braunbeck 2001, Seitz et al. 2008) angegeben.

Mikrokerntest Der Mikrokerntest (Schmid 1975) wurde
analog zu Al-Sabti und Harding (1990), Ayllon und Garcia-
Vazquez (2000), Reifferscheid et al. (2008) bzw. Russo et al.
(2004) in den Erythrocyten aus Rotaugen aus dem Unteren
Neckar durchgefiihrt, wobei parallel auch Kerndeformatio-
nen erfasst wurden. Die Angabe der Ergebnisse erfolgte als
Mikrokernrate, d. h. dem Anteil der Zellen mit Mikrokernen
bzw. Deformationen an der Gesamtzahl von 1000 bzw. 2000
untersuchten Zellen (Kosmehl et al. 2008).

2.4 Fischembryotoxizititstests

Der Fischembryotoxizitétstest (Nagel 2002) wurde in Ab-
hangigkeit vom Jahr der Probenahme in den jeweils neuesten
Aktualisierungen nach Braunbeck et al. (2005) bzw. Lam-
mer et al. (2009) durchgefiihrt. Als Besonderheit schreibt
die letzte Aktualisierung eine Abséttigung der 6-Well-Plat-
ten vor Beginn der Exposition tiber mindestens 24 h vor und
erstreckt sich iiber eine Expositionsperiode von bis zu 108 h,
dem Zeitpunkt der ersten Nahrungsaufnahme bei Embryo-
nen des Zebrabdrblings (Lammer et al. 2009). Die Belastung
der Embryonen mit nativen Sedimenten bzw. acetonischen
Sedimentextrakten erfolgte nach der Beschreibung von Hol-
lert et al. (2003) bzw. Kosmehl et al. (2006, 2008).

2.5 Cytotoxizitétstests

Cytotoxizititstests wurden nach Segner und Lenz (1993) mit
den permanenten Fischzelllinien RTG-2 (Braunbeck 1995,
Castafio und Gomez-Lechon 2005, Kosmehl et al. 2004)
bzw. RTL-W1 (Keiter et al. 2008; Kosmehl et al. 2004; Lee
et al. 1993) nach einer Expositionsdauer von 48 bis 72h

mit der lysosomalen Retention von Neutralrot (2-Methyl-
3-amino-7-dimethylaminophenazin) als Endpunkt (Boren-
freund und Puerner 1985) bestimmt.

3 Ergebnisse

3.1 Elektronenmikroskopische Verdnderungen
in der Leber von Rotaugen aus dem Unteren Neckar

Nach einer zweimonatigen Halterung unter Laborbedingungen
in Heidelberger Trinkwasser entsprach die Ultrastruktur der Le-
ber der Rotaugen aus dem Unteren Neckar (Abb. 3) jener von
Cypriniden, wie sie in der Literatur nach Perfusionsfixierung
beschrieben wurde (Braunbeck und Appelbaum 1999; Braun-
beck et al. 1987, 1989; Segner und Braunbeck 1988, 1990):
Um einen zentralen Kern mit relativ wenig Heterochromatin
lagern sich mehrere konzentrische Stapel von rauem endoplas-
matischem Retikulum (RER), in das einige Mitochondrien und
ein Golgi-Apparat eingestreut sind, der bei weiblichen Tieren
ebenso wie das RER sehr viel stirker entwickelt ist als bei
méannlichen Fischen. Dieser zentrale organellenhaltige Teil des
Cytoplasmas ist streng von den peripheren Zellarealen getrennt
(,,intrazelluldre Kompartimentierung™; Braunbeck et al. 1990),
in denen neben umfangreichen Glykogenreserven auch Lipid-
tropfen zu finden sind. Unmittelbar unter dem Plasmalemma
finden sich einige wenige isolierte RER-Zisternen. Mit Ein-
schrankungen gilt diese Beschreibung auch fiir die Rotaugen

Abb. 3 Das ultrastrukturelle Erscheinungsbild der Leber von Rot-
augen, die iiber einen lidngeren Zeitraum als unbelastete Kontrollen
im Labor gehalten wurden, ist durch eine klare Trennung in einen
zentralen organellenhaltigen Cytoplasmaabschnitt, der vom rauen
endoplasmatischem Retikulum (ER) dominiert wird, und periphere
Glykogenareale gekennzeichnet
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Abb. 4 Die insgesamt deutlich kleineren Hepatocyten von Rotaugen
aus dem Unteren Neckar, die unmittelbar nach dem Fang fixiert wur-
den, sind vor allem durch eine starke Reduktion von endoplasmati-
schem Retikulum und Glykogen charakterisiert. Ga galleausleitendes
System, Li Lipid, Mi Mitochondrien

aus der Zucht. Im Gegensatz dazu erscheinen die Hepatocyten
von Rotaugen, die direkt nach Entnahme aus dem Unteren Ne-
ckar fixiert wurden, ungeordnet. Reservestoffe wie Glykogen
und Lipid sind deutlich vermindert, vor allem aber sind die um-
fangreichen Stapel des RER signifikant reduziert (Abb. 4).

3.2 Gentoxische Effekte in Rotaugen
und Griindlingen aus dem Unteren Neckar
nach Befunden im Comet- und Mikrokern-Assay

Seit 1998 wurden adulte Fische aus dem Unteren Neckar in
unregelméBiger Folge wiederholt hinsichtlich gentoxischer

Comet, 1998
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Abb. 5 Gentoxische Effekte in adulten Rotaugen (Rutilus rutilus)
aus dem Unteren Neckar im Comet-Assay: Drei von zehn Individuen
zeigten eine starke Zunahme des Tail-Moments (relative Intensitdt
der DNA im Kometen im Vergleich zur Kontrolle mal Kometenldnge)
gegeniiber den tliber drei Monate im Labor gehaltenen Kontrollen.
Daten aus zwei Replikaten, wobei jeweils 100 Zellen pro Individuum
ausgewertet wurden

Effekte untersucht, wobei sich bei jeder Probenahme zwi-
schen 20 und 30 % der untersuchten Rotaugen als stark po-
sitiv im Comet-Assay erwiesen; Abb. 5 zeigt drei Beispiele
im Vergleich zu Fischen, die iber drei Monate als Kontrolle
im Labor gehalten worden waren.

Die Befunde an Rotaugen konnten durch Untersuchun-
gen an Griindlingen (Gobio gobio) bestitigt werden, die
ebenfalls im Jahr 1998 im Neckar gefangen worden waren
(Tabelle 1): Vor allem in den Kiemenzellen, aber auch in
Darm- und Leberzellen der Neckar-Griindlinge konnten
signifikante Zunahmen der Kometenbildung nachgewiesen
werden.

Da der Comet-Assay echer den Charakter eines Indi-
katortests besitzt, wurden bei einigen Probenahmen parallel
Untersuchungen zur Bildung von Mikrokernen bei Rotau-

Tabelle 1 Gentoxizitdt in Griindlingen (Gobio gobio) direkt aus dem Neckar bei Heidelberg bzw. aus dem Neckar nach einer dreimonatigen

Hélterung unter Laborbedingungen im Trinkwasser (,,Kontrolle*) nach Befunden im Comet-Assay im Jahr 1998

Datum Hepatocyten Kiemenzellen Darmzellen
14.7.1998 Kontrolle 0,707 £ 0,054 0,505 + 0,023 0234 + 0,034
Neckar 0,746 = 0,077 2,072 + 0,086 *** 5,056 £ 0,069 ***
23.7.1998 Kontrolle 0,398 £+ 0,040 0,367 + 0,051 0,418 £ 0,069
Neckar 1,414+0,101 * 1,967 £ 0,143 ** 3,049 £0,201 ***
4.8.1998 Kontrolle 0,282 + 0,042 0,411 £ 0,063 0,315 £ 0,025
Neckar 1,062 £ 0,088 *** 9,636 = 1,103 *** 7,014 £ 0,887 ***
18.8.1998 Kontrolle 0,960 = 0,099 0,769 + 0,077 1,106 + 0,134
Neckar 1,310+ 0,112 1,427 4+ 0,088 *** 1,624 £ 0,089 **
8.10.1998 Kontrolle 0,326 £ 0,045 0,407 £ 0,065 1,025+ 0,117
Neckar 0,777 £ 0,037 ** 8,290 £ 1,456%** 2,894 £ 0,176 ***

Daten als Tail-Moment + Standardabweichung; Signifikanz der Abweichungen der Neckarfische von den jeweiligen Laborkontrollen nach One-
Way ANOVA-on-Ranks in Kombination mit Dunnett’s Test (* p < 0,05; ** p <0,01; p <0,001; SigmaStat 3.01; n=6—8 Fische)
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gen und Griindlingen durchgefiihrt, die die Ergebnisse der
Comet-Assays allerdings eindeutig bestdtigten; die Mikro-
kernrate bei Rotaugen erwies sich dabei als grundsatzlich
hoher als beim Griindling (Abb. 6). Eine Wiederholung der
Untersuchungen an adulten Rotaugen vom Unteren Neckar
im Bereich des Naturschutzgebiets ,,Krottenneckar* auf der
Gemarkung der Gemeinde Edingen-Neckarhausen im Jahr
2004 (Abb. 7) ergab sogar deutlich hohere Mikrokernraten
als im Jahr 1998.
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Abb. 6 Mikrokernrate in Erythrocyten aus Griindlingen (Gobio
gobio) und Rotaugen (Rutilus rutilus) aus dem Unteren Neckar bei
Heidelberg bzw. in Kontrollen aus dem Neckar nach dreimonatiger
Halterung im Labor (Trinkwasser) im Jahr 1998. Daten als Mittelwer-
te aus n = 12 Fischen (jeweils 2000 Zellen)
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Abb. 7 Mikrokernrate in Erythrocyten aus Rotaugen (Rutilus rutilus)
direkt aus dem Unteren Neckar bzw. in Kontrollen aus dem Ne-

ckar nach dreimonatiger Halterung im Labor (Trinkwasser) sowie
Kontrollen aus einer Fischzucht im Jahr 2004. Die Zahlen neben den
Fehlerbalken geben den Bereich der Werte an; Daten als Mittelwert
aus n = 10 Fischen (jeweils 1000 Zellen)

Auch Zellen der permanenten Fischzelllinie RTL-W1
zeigten nach Belastung mit acetonischen Extrakten von Se-
dimentproben, die dem Naturschutzgebiet ,,Krottenneckar*
am Unteren Neckar auf der Gemarkung der Gemeinde Edin-
gen-Nackarhausen entnommen worden waren, eine eindeu-
tige Induktion der Schweife im Comet-Assay (Abb. 8: Jahr
2004), wobei die gentoxischen Effekte durch jene Proben
am stirksten waren, die an Stellen mit sehr geringer Wasser-
bewegung und daher starker Sedimentation gezogen wor-
den waren und folglich vor allem durch sehr feine Partikel
charakterisiert waren (P3 bis P5).

3.3 Toxizitdt nativer Sedimentproben
und acetonischer Sedimentextrakte im Fischembryotest
mit dem Zebrabirbling (Danio rerio)

In der Regel korrespondierte die Starke der gentoxischen Ef-
fekte in RTL-W1-Zellen sehr gut mit der akuten Toxizitét der
nativen gefriergetrockneten Sedimente gegeniiber befruchte-
ten Eiern und Embryonen des Zebrabérblings (Danio rerio),
d.h. die feinkérnigen Sedimente von Probenahmestellen mit
relativ schwacher Durchstromung iibten auch eine starke em-
bryotoxische Wirkung aus (Abb. 9: Jahr 2004). Ein direkter
Effekt einer Sauerstoffzehrung konnte weitgehend ausge-
schlossen werden, da der Sauerstoffgehalt in der Wasserpha-
se praktisch stets iiber 3 mg/L lag. Die embryonale Mortalitdt
ging einher mit einer signifikanten Reduktion der Schliipfrate
nach einer Belastungsdauer von 72 und 96 h (Abb. 10, 11).
Nach Durchfiihrung einer Sanierungsmafinahme im Jahr
2007 war die Tendenz, dass vor allem feinkdrnige Sedimen-
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Abb. 8 Gentoxische Effekte in der permanenten Zelllinie RTL-W1
aus der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), die im Jahr 2004
Sedimenten an verschiedenen Standorten (P bis P5) aus dem Na-
turschutzgebiet ,,Krottenneckar” am Unteren Neckar bzw. Sediment-
proben direkt aus dem Neckar bei Edingen-Neckarhausen exponiert
worden waren, im Comet-Assay. Daten als Mittelwerte der maxima-
len Induktionsfaktoren fiir das Tail-Moment aus n = 2 unabhéngigen
Testansitzen (jeweils 100 Zellen)
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Abb. 9 Toxizitdt von nativen Sedimenten aus dem Naturschutzgebiet
~Krottenneckar am Unteren Neckar im Fischembryotest mit dem
Zebrabirbling (Danio rerio) nach einer Belastung tiber 48 Stunden.
Daten als Mittelwerte aus 2 unabhdngigen Experimenten im Jahr
2004 mit jeweils 20 Embryonen

40 -
Schlupfrate nach 96 h

ECgq (Sedimentkonzentration in %)

20 1
10 4 I
0 T T T T T T
P1 P2 P3 P4 P5 PN
Probestelle

Abb. 10 Schlupfrate im Fischembryotest mit dem Zebrabérbling
(Danio rerio) nach Exposition gegeniiber nativen Sedimenten vom
Unteren Neckar (Jahr 2004, Naturschutzgebiet ,,Krottenneckar) nach
96 h Belastung in Abhéngigkeit von der Sedimentkonzentration in
der Sediment-Quarzmehlmischung (%). Daten als Mittelwerte der
maximalen Induktionsfaktoren fiir das Tail-Moment aus n = 2 unab-
héngigen Testansétzen (jeweils 100 Zellen)

te ein hohes Belastungspotential aufwiesen, nicht mehr so
deutlich ausgeprégt, d. h., die acetonischen Extrakte von Se-
dimenten, die unmittelbar am Eingang zu dem Naturschutz-
gebiet genommen worden waren, erwiesen sich als toxischer
als die Sedimentextrakte von tiefer in dem Auebereich lie-
genden Probenahmestellen (Abb. 12). Insgesamt waren die
Sedimentproben aus dem wenig durchflossenen Naturschutz-
gebiet jedoch stets deutlich toxischer als die Sedimentproben
direkt aus dem Unteren Neckar, die stindig umgelagert wer-
den. Die Sedimentprobe aus dem Neckar selbst war im Ver-
gleich zur Prozesskontrolle mindestens doppelt so toxisch.
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Abb. 11 Schlupfrate im Fischeitest mit dem Zebrabirbling (Danio
rerio) nach Exposition gegeniiber nativen Sedimenten vom Unteren
Neckar (nahe Naturschutzgebiet ,,Krottenneckar; Jahr 2004) nach

72,96 und 168 h Belastung in Abhéngigkeit von der Sedimentkon-
zentration in der Sediment-Quarzmehlmischung

60 -
40 - ]
30 A

20 -

10 4 ﬂ
o L1 I

Pk PNO P1 P2 P3 P4 P5 P6
Probestellen

Embryonale Mortalitat [%)]

Abb. 12 Toxizitdt acetonischer Extrakte von Sedimenten aus dem
Naturschutzgebiet ,,Krottenneckar am Unteren Neckar im Fischem-
bryotest mit dem Zebrabérbling (Danio rerio) nach einer Belastung
iiber 48 Stunden im Jahr 2008. Daten als Mittelwerte aus 2 unab-
héngigen Experimenten im Jahr 2008 mit jeweils 20 Embryonen.
Aquivalent-Konzentration der Sedimentprobenextrakte: 40 mg/

ml SEQ in Kunstwasser. Pk Prozesskontrolle (Extrakt aus leerer
Extraktionshiilse); PNO Probenahmestelle Unterer Neckar; P/ bis P5
Probenahmestellen im Naturschutzgebiet ,, Krottenneckar*

3.4 Cytotoxizitét acetonischer Sedimentextrakte
vom Unteren Neckar

Im Vergleich zum Fischembryotoxizititstest stellt der Cyto-
toxizitdtstest mit permanenten Fischzelllinien einen echten
In-vitro-Test dar; im Zusammenhang mit der vorliegenden
Studie wurde er jedoch vor allem zum Ausschluss einer In-
terferenz zwischen Cytotoxizitdt und Gentoxizitit durch-
gefiihrt. Die Gentoxizititstests erfolgten stets nur bis zu
Sedimentkonzentrationen, die sich im entsprechenden Cy-
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Abb. 13 Cytotoxizitdt acetonischer Extrakte von Sedimenten aus
dem Naturschutzgebiet ,,Krottenneckar* am Unteren Neckar im
Cytotoxizitdtstest mit der permanenten Zelllinie RTL-W1 nach einer
Belastung tiber 48 Stunden (Jahr 2008): Das toxische Potenzial der
in den Krottenneckar eingeschwemmten Sedimente ist deutlich hoher
als das der Sedimente im Neckar selbst. PNO Probenahmestelle
Unterer Neckar; P/n bis P5 Probenahmestellen im Naturschutzgebiet
,,Krottenneckar*

totoxizititstest als untoxisch erwiesen hatten. Im Jahr 2008
war die Sedimentprobe, die direkt am Neckar in der Nihe
des Naturschutzgebiets ,,Krottenneckar” gezogen worden
war, relativ wenig toxisch, wéihrend die Sedimentproben in-
nerhalb des Naturschutzgebiets ,,Krottenneckar* selbst ein
relativ hohes toxisches Potenzial aufwiesen (Brauns 2008;
Abb. 13).

4 Diskussion

Die vorliegenden Daten belegen, dass in Fischen und Sedi-
menten aus dem Neckar trotz einer deutlichen Verbesserung
der allgemeinen Gewissergiite (LfU-Baden-Wiirttemberg
2002; Steidle 2007) weiterhin eine 6kotoxikologische Be-
lastung nachgewiesen werden kann. Es kam zwar durchaus
zu einer partiellen Erholung der Fischbestdnde im Neckar
(Steidle 2007), und es werden keine akuten Fischsterben
mehr beobachtet. Vor allem die teratogenen und gentoxi-
schen Effekte geben jedoch nach wie vor Anlass zur Be-
sorgnis, da beide Endpunkte eine erhohte Relevanz fiir die
Entwicklung von Fischpopulationen haben kénnen (White
et al. 1998, 1999).

Methodisch gesehen ergab sich parallel zur Verbesserung
der Wasserqualitdt auch die Notwendigkeit zu einem Wan-
del in der Methodik der Umweltiiberwachung: (1) Die rou-
tinemiBige Uberwachung der Gewisserbelastung durch ein
rein chemisch-analytisches Monitoring auf prioritire Stof-
fe ist grundsitzlich zu iiberdenken, da sich das Spektrum
der relevanten Stoffe nicht nur verdndert, sondern auch be-

trichtlich erweitert haben diirfte. (2) Der Ubergang von ei-
ner offensichtlichen Belastung durch eine limitierte Anzahl
prioritirer Stoffe in relativ hohen Konzentrationen hin zu
einer Belastung mit einer Vielzahl von sehr diversen Stoffen
mit z. T. sehr spezifischer biologischer Wirkung in sehr nied-
rigen Konzentrationen bedingt eine Abkehr von klassischen
okotoxikologischen Verfahren, die sich im wesentlichen auf
die Bestimmung akuter Toxizitdt beschrankten und eine Zu-
wendung zu weit subtileren Methoden, die nicht nur aku-
te Mortalitit, sondern eine ganze Palette von spezifischen
Wirkungen anzeigen (Segner und Braunbeck 1998). Eine
Kombination verschiedener Testverfahren mit unterschied-
lichen Endpunkten auf verschiedenen Ebenen biologischer
Organisation wird dadurch unabdingbar (Braunbeck 1996;
Castano et al. 2003; Escher et al. 2005; Hinton et al. 2001;
Keiter et al. 2006, 2008; Navas et al. 2006; Scheil et al.
2008; Segner und Braunbeck 1998; Zahn et al. 1996) — eine
» Lestbatterie also, die nicht verschiedene Organismen (vgl.
z.B. Davoren et al. 2005), sondern verschiedene funktionel-
le und strukturelle Endpunkte vereint.

In der vorliegenden Studie wurde eine Auswahl von Pa-
rametern untersucht, die fiir Fische als Zielorganismen von
Bedeutung sein konnen: (1) cytopathologische Verdnderun-
gen inder Leber als genereller Indikator fiir den Gesundheits-
zustand der Fische im Unteren Neckar; (2) akute Cyto- und
Embryotoxizitdt als Spiegel allgemeiner akuter Toxizitit;
(3) Embryotoxizitit zusitzlich als Ausdruck teratogener
Wirkungen; (4) Gentoxizitit als potenzieller Anzeiger einer
generationeniibergreifenden Schédigung. Eine vollstindige
Weight-of-Evidence-Studie sollte natiirlich deutlich mehr
Verfahren vereinigen (Keiter et al. 20006); weitere dkotoxi-
kologische Untersuchungen wurden von Duerr et al. (1996)
sowie Hollert et al. (1996; 2000a,b; 2002a,b) publiziert.

Das elektronenmikroskopische Erscheinungsbild der Le-
ber der Rotaugen aus dem Unteren Neckar belegt eindeutig
eine erhebliche Stresssituation der Fische (Braunbeck 1989,
1994, 1998; Hinton et al. 2001; Segner und Braunbeck
1998). Insbesondere die schwache Entwicklung des Prote-
insyntheseapparates (endoplasmatisches Retikulum, Golgi-
Apparat) deutet auf eine Stérung von Protein-, Lipid- und
Lipoproteinsynthese hin (Segner und Braunbeck 1998); das
fast vollstdndige Fehlen zelluldrer Reservestoffe ist in An-
betracht des generell guten Nahrungsangebots im Unteren
Neckar (gute Entwicklung des Makrozoobenthos) ebenfalls
sicher nicht als Normalzustand zu interpretieren (Braunbeck
1992).

Die Mortalitdt im Fischembryotest infolge einer Belas-
tung mit nativen Sedimenten vom Unteren Neckar ist im
Vergleich mit analogen, z.T. frilheren Untersuchungen
am Neckar (Hollert et al. 2000a), im Neckar-Einzugsge-
biet (Hollert et al. 2003), an der Donau (Seitz 2005) und
am Oberrhein (Konig 2002) als relativ hoch einzustufen
(Abb. 14). Wihrend in den genannten Vergleichsstudien
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meist eine breite Streuung der EC,-Werte und nur fiir ein-
zelne Probenahmestellen Werte herunter bis unter 10 % der
nativen Sedimentkonzentration gemessen wurden, ergaben
die Untersuchungen im Naturschutzgebiet ,,Krottenneckar*
im Jahr 2004 durchgehend EC,,-Werte zwischen 10 und
20%. Diese nicht unerhebliche Toxizitédt der Sedimente ge-
rade gegeniiber frithen Entwicklungsstadien von Fischen
kann durchaus als einer der Griinde fiir die Beobachtung he-
rangezogen werden, dass vor allem iiber das Winterhalbjahr
auch am Unteren Neckar betréchtliche Anteile der Jahrlinge
verschwinden.

Die Befunde zur Embryotoxizitit decken sich hierbei
weitgehend mit den Erkenntnissen zur Cytotoxizitit, d.h.,
die Schadstoffe, die offensichtlich an die Sedimentpartikel
adsorbiert sind, tiben keine toxische Wirkungen auf spe-
zielle Mechanismen in intakten Organismen aus, sondern
wirken generell zelltoxisch. Von Bedeutung ist in diesem
Zusammenhang, dass die Untersuchungen zumeist mit na-
tiven Sedimenten durchgefiihrt wurden, also durchaus ein
okologisch sehr relevantes Expositionsszenario gewéhlt
wurde (Hollert et al. 2003). Die Tatsache, dass die relativ
feinen Sedimente, die sich im Bereich des Naturschutzge-
biets ,,Krottenneckar™ ablagern, deutlich toxischer wirken
als Sedimente direkt aus dem Neckar, die vor allem durch
die Schifffahrt kontinuierlich relativ starker Wasserbewe-
gung und daher Umlagerung ausgesetzt sind, spricht dafiir,
dass die Schadstoffe vor allem tiber sehr feine Schwebstoff-
partikel mit hohem Gehalt an organischen Komponenten
verfrachtet werden.

Im Gegensatz dazu ist das Ausmal} der Induktion von
Kometen durch Sedimente vom Unteren Neckar im Comet-
Assay mit permanenten Fischzelllinien im Vergleich zu Se-

LI

Krottenneckar Donau Neckar Neckar Einzug. Rhein
Untersuchungsgewasser

58

EC5( (Sedimentkonzentration in %)

Abb. 14 Vergleich der Mortalitét (48 h) im Fischembryotest mit dem
Zebrabirbling (Danio rerio) mit nativen Sedimenten von ,,Krottenne-
ckar®, Donau (Seitz 2005), Neckar (Hollert et al. 2000b), Neckar-Ein-
zugsgebiet (Hollert et al. 2003) und Oberrhein (Konig et al. 2002);
jeweils mehrere Probestellen
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Abb. 15 Vergleich der maximalen Induktionsfaktoren (/F,,,,) im
Comet-Assay mit acetonischen Sedimentextrakten und RTL-W1-
Zellen vom ,,Krottenneckar* sowie von Donau (Béttcher 2005) und
Rhein (Kosmehl et al. 2004); jeweils mehrere Probestellen

dimentproben von Rhein und Donau (Béttcher 2005; Seitz
et al. 2008) als eher gering einzustufen (Abb. 15). Gemal
einer Einschéitzung von Schnurstein (2000) sind Tail-Mo-
ments iiber 5, die sowohl von Rotaugen als auch Griind-
lingen aus dem Unteren Neckar sehr wohl erreicht werden,
jedoch ebenfalls als Indikatoren fiir eine deutliche Schadi-
gung der DNA zu interpretieren (Tabelle 2). Obwohl der
Comet-Assay inzwischen in zahlreichen Studien erfolgreich
eingesetzt wurde (Cotelle und Ferard 1999; Fairbairn et al.
1995; Kosmehl et al. 2004; McKelvey-Martin et al. 1993;
Mitchelmore und Chipman 1998), ist doch zu bedenken,
dass er nur eine Indikatorfunktion fiir eine Schadigung be-
sitzt, jedoch nicht notwendigerweise mit einer permanenten
Schédigung der DNA einhergehen muss (Braunbeck et al.
2003).

Im Gegensatz zu dem ,,Durchgangsphdanomen* DNA-
Strangbruch als Endpunkt im Comet-Assay stellt der Ver-
lust von Chromosomenbruchstiicken oder ganzen Chromo-
somen, wie er im Mikrokerntest nachgewiesen wird, einen
irreparablen genetischen Schaden dar, der entweder auf
Chromosomenbriiche zuriickzufiihren ist (clastogene Wir-

Tabelle 2 Charakterisierung der DNA-Fragmentierung
(verdndert nach Schnurstein 2001)

Tail-Moment Grad der DNA-Schidigung

0,1-1,0 Kontrolle

1,0-1,9 Nachweisgrenze fiir gentoxische Effekte
2,0-5,9 Leichte DNA-Schéadigung

6,0-15,0 Deutliche DNA-Schidigung

15,0-45,0 Starke DNA-Schédigung

>45,0 Sehr starke DNA-Schédigung
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kung; vgl. z. B. Amdao et al. 2006) oder aber auf Stérungen
der Funktion des Spindelapparats (aneugene Wirkung; vgl.
z.B. Digue et al. 1999) beruht. Im Vergleich mit Barben
(Barbus barbus) aus der Donau (Béttcher 2005) weisen so-
wohl Rotaugen als auch Griindlinge aus dem Unteren Ne-
ckar durchgehend geringere Mikrokernraten auf (Abb. 16);
ob dies jedoch auf artspezifische oder ortsspezifische Un-
terschiede zuriickzufiihren ist, kann derzeit nicht geklart
werden (vgl. Grisolia und Cordeiro 2000). Freilandstudien
an Barben (Barbus plebejus) und Moskitofischen (Gam-
busia spec.) von unterschiedlich kontaminierten Fliissen
in Italien (Minissi et al. 1996; Russo et al. 1999, 2004)
belegen, dass Mikrokernraten zwischen 0,15 und 0,32 %o
gegeniiber Kontrollwerten von 0,05 %o bereits sehr gut mit
dem Belastungsgrad der Gewdsser in Einklang gebracht
werden konnen. Auch eine Exposition von Tilapien (Oreo-
chromis niloticus) gegeniiber stark kontaminierten Stand-
orten in Brasilien (Tiete River) fithrt zu einer Zunahme
von Mikrokernraten in Erythrocyten von 1 %o bei Kontroll-
fischen auf Raten von bis zu 6 %o (Rocha et al. 2009). Zahl-
reiche weitere Studien belegen die grundsitzliche Eignung
des Mikrokerntests fiir die Identifikation gentoxischer und
mutagener Effekte in Fischen im Freiland (Al-Sabti und
Harding 1990; Al-Sabti und Metcalfe 1995; Balch et al.
1995; Carrasco et al. 1990; Das und Nanda 1986; De Flora
et al. 1993; Devaux et al. 1998; Hose et al. 1987; Hughes
und Hebert 1991; Maccubin et al. 1991; Metcalfe et al.
1990).

Grundsitzlich ist festzuhalten, dass die Untersuchung
gentoxischer und mutagener Effekte wie auch anderer toxi-
scher Effekte mit Hilfe von Sedimentextrakten ein ,, Worst-
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Abb. 16 Mikrokernrate im Erythrocyten von Rotaugen (Rutilus
rutilus) aus dem ,,Krottenneckar, Barben (Barbus barbus) aus
der Donau (Béttcher 2005; Standorte 1 bis 4) und Rotaugen sowie
Griindlingen (Gobio gobio) aus dem Neckar (Schnurstein 2000);
K Kontrollgruppe, W Wildfange

Case-Szenario®“ darstellen, d.h., es wird das maximale
Schadigungspotenzial erfasst, ohne die tatséchliche Bio-
verfligbarkeit zu berticksichtigen. Dennoch konnte generell
bereits in mehreren Studien eine Korrelation zwischen der
Induktion gentoxischer Effekte und populationsrelevanten
Verdnderungen gezeigt werden (Chen und White 2004;
Diekmann et al. 2004a,b; White et al. 1999). Ein schliissi-
ger Beweis der 6kologischen Relevanz mutagener und vor
allem gentoxischer Effekte steht jedoch aus, solange keine
tiberzeugenden Studien zur Gentoxizitidt und Mutagenitit in
Reproduktionsorganen vorliegen.

5 Schlussfolgerungen

Trotz einer deutlichen Verbesserung der allgemeinen Ge-
wassergiite zeigen zahlreiche mitteleuropdische und nord-
amerikanische Gewdsser keine entsprechende Erholung der
Fischpopulationen. Okotoxikologische Untersuchungen lie-
fern fiir zahlreiche Endpunkte Befunde, die neben anderen
Faktoren als Griinde fiir die Erkldrung der beobachteten Ar-
tenfehlbetrdge herangezogen werden kdnnen.

Untersuchungen zur biologischen Wirksamkeit von
Schadstoffeintragen sind keinesfalls durch chemisch-ana-
lytische Methoden zu ersetzen. Mit Hilfe der biologischen
Tests ist es zwar nicht moglich, die chemische Natur der
Substanzen zu identifizieren, die die Effekte auslosen; die
Biotests belegen jedoch, dass auch der Neckar wie ande-
re Flusssysteme nach wie vor anthropogenen Belastungen
ausgesetzt sind, sei es durch unvollstindige Kldrung von
Abwissern (Ahel et al. 1996; Garcia-Reyero et al. 2001;
Hollert et al. 2005; Lee et al. 2004; Murk et al. 2002), durch
atmosphirische Deposition (Erdinger et al. 2005) oder durch
Oberflachenabfluss von landwirtschaftlichen Nutzflichen
(Pedersen et al. 2003, Schulz und Liess 1999) oder versie-
gelten Siedlungsflichen (Fries und Puttmann 2003; Malt-
by et al. 1995). Dabei diirfte neben typischen prioritiren
Schadstoffen eine zunehmende Anzahl weiterer Substanzen
(z.B. endokrin und gentoxisch wirksame Verbindungen)
eine Rolle spielen (Faller et al. 2003; Vos et al. 2000; White
etal. 1998).

Die in den letzten Jahrzehnten erreichte Verbesserung der
Wasserqualitdt darf also nicht als Argument fiir ein Ausset-
zen regelméBiger biologischer Untersuchungen (,,Umwelt-
beobachtung®) herangezogen werden. Fiir eine angemesse-
ne Bewertung subletaler und/oder spezifischer biologischer
Effekte in Organismen (z.B. gentoxische oder endokri-
ne Wirkungen) ist deren Relevanz fiir Verdnderungen der
Strukturen von Populationen allerdings dringend zu kldren.
Zur Identifikation der chemischen Grundlage fiir die beob-
achteten biologischen Wirkungen bieten sich integrierte An-
sitze wie etwa Effekt-dirigierte Analysen an (Brack et al.
1999, 2005).
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