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Zusammenfassung Hintergrund und Ziel In der moder-
nen Land- und Forstwirtschaft ist die Verwendung von
Pflanzenschutzmitteln (PSM) weit verbreitet. Thr Einsatz
birgt jedoch auch Risiken fiir die Umwelt, da im Rahmen
ihrer bestimmungsgemédBen Verwendung auch ein Eintrag
in Nichtzielflichen nicht auszuschliefen ist. So kann z.B.
durch Abdrift, durch Niederschlagswasser sowie durch
Runoff und Drinagen von behandelten Fldchen ein Eintrag
in Oberflaichengewésser erfolgen.

Obwohl wurzelnde dikotyle Makrophyten einen wichti-
gen Bestandteil des Okosystems darstellen, werden sie bei
der Bewertung des Risikos von PSM-Anwendungen fiir
Wasserorganismen im Rahmen der Eingangsuntersuchung
standardmédBig nicht beriicksichtigt. Ziel der vorliegenden
Arbeit war die Entwicklung eines standardisierten Einpha-
sentestsystems mit dem zweikeimblittrigen Ahrigen Tau-
sendblatt Myriophyllum spicatum (Haloragaceae).

Methoden Um substanzspezifische Daten zur Okotoxi-
zitdt zu erhalten, wurde ein sedimentfreies Einphasentest-
system gewihlt, das Bedingungen bietet, die unabhéngig
vom Verteilungsverhalten der Testsubstanzen zwischen
der Sediment- und Wasserphase sind. Die ausschlieliche
Exposition der Pflanzen iiber die Wasserphase beschrinkt
den analytischen Aufwand und erleichtert die Modellierung
der Ergebnisse, da nur die Wasserphase beriicksichtigt wer-
den muss. Zudem ermdglicht diese Methode den direkten
Vergleich mit Testergebnissen mit der monokotyledonen
Wasserlinse Lemna sp. (OECD-Priifrichtlinie 221, OECD
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2006); Studien zur Toxizitdt gegeniiber Lemna stellen eine
Standardtestanforderung fiir Herbizide dar.

Ergebnisse, Diskussion, Schlussfolgerungen Die Exposi-
tion von Myriophyllum spicatum erfolgt iiber 14 Tage unter
axenischen Bedingungen im Klimaschrank. Mit dem Test
wird die Okotoxizitit gegeniiber Myriophyllum spicatum
bezogen auf die Wachstumshemmung in Form einer Dosis-
Wirkungs-Beziehung ermittelt. Zur Auswertung werden die
Endpunkte Zunahme der Hauptsprossldnge, Wachstum der
Seitentriebe, Zunahme der Gesamtsprosslange (Summe aus
Hauptsprossldnge und Seitentrieben) und Wachstum der
Wurzeln sowie die Zunahme des Frisch- und Trockenge-
wichtes der Pflanzen herangezogen. In dieser Arbeit werden
das Testdesign beschrieben und Ergebnisse mit 3,5-Dichlor-
phenol vorgestellt.

Schliisselworter Myriophyllum spicatum -
Risikobewertung von Pflanzenschutzmitteln -
Sedimentfreies Testsystem - Submerse Makrophyten

Mpyriophyllum spicatum as a test organism:
development of a sediment free test system
and first results with 3,5-Dichlorophenol

Abstract Background, aim, and scope The use of plant
protection products is common practice in modern agricul-
ture and forestry. Their use, however, may result in risks
for the environment because even correct application can
not always prevent a possible contamination of the off-field
environment. A contamination of surface waters may occur
through driftage, precipitation, run-off and drainage from
treated surfaces. Dicotyledonous macrophytes are not part
of the initial risk assessment of plant protection products
in the aquatic environment although they are an important
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part of the ecosystem. This paper presents a standardised
single-phase test system with the dicotyledonous water mil-
foil Myriophyllum spicatum (Haloragaceae).

Methods In order to obtain substance-specific ecotoxic-
ity data, a single-phase test system without sediment was
chosen, in order to obtain results that are independent of the
distribution of the test substances between water and sedi-
ment. The exposure of the test-plants only in the water phase
reduces time and effort for analytics and facilitates model-
ling of the results. Also, a direct comparison with results
from investigations with the monocotyledonous duckweed
Lemna spec. (OECD Guideline 221) is possible: Ecotoxic-
ity tests on Lemna spec. represent a standard test system for
herbicides.

Results, discussion, conclusions Myriophyllum spicatum
is exposed for 14 days under axenic conditions in a clima-
tised incubator. Ecotoxicity in terms of growth inhibition in
Myriophyllum spicatum is determined as a dose-response-
curve.

Growth inhibition is determined by measuring the length
of the main shoots, the side shoots and the roots as well as
determining the plants’ fresh and dry weight.

This paper describes the design of the Myriophyllum spi-
catum test system and includes results with 3,5-Dichloro-
phenol.

Keywords Myriophyllum spicatum - Risk assessment
of plant protection agents - Sediment free test system -
Submerse macrophytes

1 Einleitung

Dikotyle Makrophyten stellen eine wichtige funktionelle
Komponente aquatischer Okosysteme dar (Wetzel 2001), fin-
den aber im Rahmen der Risikobewertung zum Beispiel von
Pflanzenschutzmitteln in der Eingangsuntersuchung keine
Berticksichtigung (SANCO 2002). Lediglich einzellige Algen
und die monokotylen Wasserlinsen Lemna sp. reprasentieren
die aquatische Flora in den Standarddatenanforderungen. Erst
in hoherstufigen Tests wie z.B. Mesokosmenstudien, einer
verfeinerten (,,higher tier*) Risikobewertung, werden dikoty-
le Makrophyten betrachtet. Durch einen standardisierten Mo-
nospeziestest mit dikotylen, submersen Makrophyten konnte
diese Unsicherheit bei der Extrapolation der Wirkung auf die
gesamte aquatische Flora im Rahmen der Risikobewertung
erheblich vermindert werden (Maltby et al. 2010).

Fiir Makrophyten existiert zurzeit nur eine standardisier-
te Guideline fiir Myriophyllum sp. (ASTM 2004), nach der
Tests unter Verwendung von kiinstlichem Sediment durch-
gefiihrt werden. In diesem Zweiphasentestsystem (Wasser—
Sediment) beeinflussen jedoch Verteilungsvorginge zwi-
schen der Sediment- und der Wasserphase die Exposition

der zu testenden Stoffe. So konnen zwar moglicherweise
wichtige Zusatzinformationen gewonnen werden, aber die
Auswertung und Analytik wird komplexer, was durch ein
sedimentfreies Einphasentestsystem ausgeschlossen wer-
den kann. Ein sedimentfreier Test ermdglicht zudem einen
direkten Vergleich der ermittelten Wirkwerte mit Ergebnis-
sen, die mit Lemna sp. entsprechend der OECD-Priifricht-
linie 221 gewonnen werden.

Ziel der vorliegenden Versuche war die Entwicklung einer
sedimentfreien Methode als zusétzliche standardisierte Test-
methode fiir die Eingangsuntersuchung der Stufe 1 der Risi-
kobewertung von Pflanzenschutzmitteln auf die aquatische
Umwelt. Als Testorganismus wird Myriophyllum spicatum
(L.) (Haloragaceae) gewahlt. M. spicatum ist eine zweikeim-
blattrige, submers wachsende Pflanze, die auf der Nordhalb-
kugel zirkumpolar verbreitet ist. Sie wichst in nicht belaste-
ten, eher kalkhaltigen, stehenden Gewéssern mit schlickigem
Untergrund. Besonders haufig ist M. spicatum im SiiBwasser
anzutreffen, tritt aber auch im Brackwasser auf (Aiken et al.
1979; Couch und Nelson 1985; Thomé 1885). Mit dieser Ar-
beit werden die Testmethode und die Ergebnisse der Unter-
suchungen mit 3,5-Dichlorphenol vorgestellt.

2 Methode
2.1 Testdesign

Die Tests werden in Anlehnung an den ASTM-Standard E
1913-04 durchgefiihrt. Fiir die Kultivierung wird Andrews
Medium verwendet, das mit 3 % Saccharose als Kohlen-
stoffquelle angereichert wird (Roshon et al. 1996). Aufgrund
der Verwendung von Saccharose erfolgt die Kultivierung
der Pflanzen unter axenischen Bedingungen, um ein Wachs-
tum von Mikroorganismen zu verhindern. Abweichend vom
ASTM-Standard E 1913-04 wird kein kiinstliches Sediment
verwendet. Dadurch erfolgen die Nahrstoffversorgung und
die Exposition der Pflanzen mit der zu testenden Substanz
ausschlieBlich iiber die Wasserphase.

Die Haltung der Stammkultur von M. spicatum erfolgt in
Erlenmeyer-, bzw. Fernbachkolben bei 20 + 2 °C mit Beleuch-
tung von oben bei ca. 50 uE m?s'. Hierfiir werden sowohl
Sprossspitzen als auch mittlere Sprossabschnitte der Pflanzen
verwendet. Bei einem 3-wochigen Wechsel des Nahrmedi-
ums werden gleichzeitig alle bewurzelten, blithenden und ab-
gestorbenen Pflanzenteile aus der Stammbhaltung entfernt.

Vor der eigentlichen Expositionsphase der Pflanzen wird
eine Vorkultur angelegt. Dafiir werden Sprossabschnitte mit
je zwei Blattwirteln aus der Stammhaltung kultiviert, aus de-
nen sich tiber 3 Wochen ein bis zwei neue Seitentriebe ent-
wickeln. Die Beleuchtung erfolgt im Hell/Dunkel-Rhythmus
von 16/8 Stunden bei einer Beleuchtungsintensitit von durch-
schnittlich 100 bis 150 pE m? s! (Leuchtstofflampen, Licht-
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Abb. 1 Vorbereitung von
Myriophyllum spicatum fir
die Tests

farbe weilB}). Die Temperatur betragt 25 °C wihrend der Hell-
phase und wird in der Dunkelphase auf 20 °C abgesenkt.

Vor Beginn der Expositionsphase werden die gebilde-
ten Seitentriebe der Vorkultur auf ca. 2,5 cm Lénge an ihrer
Basis gekiirzt, sodass die Pflanzen weder Seitentriebe noch
Waurzeln besitzen (Abb. 1). Fiir die eigentliche Exposition
der Pflanzen werden 10 Kontrollansétze (ohne Testsubstanz)
und je Konzentrationsstufe der zu testenden Substanz 5 Pa-
rallelansétze hergestellt. Als TestgefdBe dienen 20 cm lan-
ge Reagenzgldser mit einem Innendurchmesser von 2 cm.
Diese werden mit 50 ml Néhrmedium (Kontrollen) bzw.
50 ml Nahrmedium incl. der Testsubstanz in entsprechender
Konzentration befiillt. AnschlieBend werden die Reagenz-
gldser mit ca. 2,5 cm langen homogenen Sprossspitzen aus
der Vorkultur besetzt, mit Aluminiumkappen verschlossen
und iiber 14 Tage exponiert.

Die Lange der Hauptsprosse wird zu Beginn der Exposition,
alle 3 bis 4 Tage und zum Ende des Tests indirekt fotografisch
vermessen. Am Ende der Exposition erfolgen dariiber hinaus
direkte Messungen der Langen der Seitentriebe und der Wur-
zeln per Lineal. Die Biomasse (Frisch- und Trockengewicht)
wird zu Beginn der Exposition anhand von zehn représenta-
tiven Sprossspitzen und am Ende in allen Ansétzen erfasst.
Das Frischgewicht wird nach dem Abtupfen der Pflanzen mit
Zellstoff erhoben und das Trockengewicht nach Trocknung
iiber 48 h bei 60 °C. Dariiber hinaus werden auffallige Vergil-
bungen bzw. weille oder braune Verfarbungen die chlorotische
und nekrotische Verdnderungen der Pflanzen erkennen lassen,
sowie andere Wachstumsanomalien dokumentiert.

Von Juni 2008 bis Mérz 2010 wurden im Rahmen der Ent-
wicklung und Etablierung der Methode 13 unabhéngige Tests
mit M. spicatum durchgefiihrt. Seit Juli 2009 wurden neben
den Endpunkten der Zunahme der Hauptsprosslange und der
Zunahme des Frisch- und Trockengewichtes zusétzlich das
Wachstum der Seitentriebe und der Wurzeln (als Summe der
Lange aller Seitentriebe bzw. Wurzeln) aufgenommen und
ausgewertet. Dariiber hinaus wurden im Juli und im Novem-
ber/Dezember 2009 zwei unabhingige Okotoxizititstests
mit 3,5-Dichlorphenol in einem Konzentrationsbereich von
0,48 bis 64 mg/l durchgefiihrt (Stammlosung 80 mg/l ohne
Losungsvermittler tiber 24 h gertihrt). Bei den Tests erfolgte
nach 7 Tagen ein Wechsel der Medien (semistatischer Test).

@ Springer
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2.2 Auswertung

Zur Auswertung werden die Endpunkte Zunahme der
Hauptsprosslange, Wachstum der Seitentriebe, Zunahme
der Gesamtsprosslidnge (Summe aus Hauptsprosslange und
Seitentrieben) und Wachstum der Wurzeln sowie die Zunah-
me des Frisch- und Trockengewichtes der Pflanzen heran-
gezogen. Fiir alle betrachteten Endpunkte wird die absolute
Zunahme Y nach folgender Formel berechnet:

[1] Y = X, — Xo,

mit

X, = Wert des Endpunktes zum Zeitpunkt ¢ = 0 Tag (Beginn
des Tests) und

X, = Wert des Endpunktes zum Zeitpunkt ¢ = n Tag (Ende
des Tests).

Fir die Endpunkte der Zunahme der Hauptsprosslan-
ge sowie der Zunahme der Gesamtsprosslinge wird da-
riiber hinaus die Wachstumsrate u nach folgender Formel
berechnet:

B (InX, —1n Xo)

(2] (tn —10)

mit
t, = Zeitpunkt ¢t = 0 Tag (Beginn des Tests) und
t, = Zeitpunkt ¢ = n Tag (Ende des Tests).

Anhand der Wachstumsraten kénnen Ergebnisse aus ver-
schiedenen Untersuchungen und Publikationen zum Wachs-
tum der Pflanzen verglichen werden.

Als Mal fiir die Streuung der Daten zu den einzel-
nen Endpunkten kann neben der Standardabweichung
auch der Variationskoeffizient (VarK;) wie folgt berechnet
werden:

STABW: _ 1009%,
W

1

[3] Vark; =

mit
STABW, = Standardabweichung des Endpunktes im Ansatz i
und
MW, = Mittelwert des Endpunktes im Ansatz i.

Aus den Daten zu den einzelnen Endpunkten (sowohl
Wachstumsraten als auch Zunahmen) wird deren mittlere
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Tab. 1 Entwicklung der betrachteten Endpunkte in den Kontrollen und deren Streuungen (Mittelwerte aus jeweils zehn Parallelansitzen und

deren Standardabweichungen)

Durchfiihrung der Tests Zunahme der

Zunahme des
Hauptsprosslinge Frischgewichts

Zunahme des
Trockengewichts Seitentriebe (ST) Gesamtsprosslinge Wurzellinge

Wachstum der

Zunahme der

Wachstum der

(HSP) in mm (FG) in mg (TG) in mg in mm (GSP) in mm (W) in mm
Juni 2008 493 +6,2 464,6 £110,8 60,3+13,9 - - -
Juli 2008 52,0+4.4 322,7+49,6 37,0+6,5 - - -
Mairz 2009 413+64 300,0 + 46,8 41,0+6,3 - - -
Mirz/April 2009 448 +35 315,6 £55,6 40,4 +6,2 - - -
Mai 2009 49,6 +7,9 352,4+422 40,9 +5,2 - - -
Juni 2009 50,1 £6,9 279,8 +46,9 479+94 - - -
Juli 2009 482 +3,7 297,2+474 40,8 £ 11,3 84+7,8 56,6 £9,2 206,0 +41,8
Juli/August 2009 452+55 320,7 £ 55,9 479+ 13,5 12,1 £ 13,2 57,3+12,8 269,6 + 50,8
August/September 2009 47,7+5,5 373,3+49,0 50,1+7,5 17,9+ 143 65,6 £ 10,8 283,2 £ 100,0
Oktober/November 2009 50,7 +4,1 304,3 + 66,4 420+7,7 0,6+0,9 51,3+4,4 262,5+51,6
November/Dezember 2009 43,4+ 6,6 303,8+61,7 46,3+ 11,6 23,2+21,3 66,6 + 19,5 188,2 +76,3
Januar/Februar 2010 46,8 £4,0 2799 + 52,7 340+7.2 0,5+1,6 47,3+49 170,7 +£20,6
Mairz 2010 41,1 £ 5,1 243,5 + 45,7 35,0+6,6 13,1+ 14,3 54,2+10,9 164,2 £ 28,2
Variationskoeffizient tiber 7,7-18,5% 12,0-23,8% 12,8-28,3 % 80-316% 8,6-31,9% 12,1-40,5 %

alle Tests

Hemmung im Vergleich zur Kontrolle nach folgender For-
mel berechnet:
[4] Hi= % x100%,
mit
H, = mittlere Hemmung des Endpunktes im Ansatz i im Ver-
héltnis zur Kontrolle,
Z;= mittlerer Wert (Wachstumsrate oder Zunahme) des End-
punktes im Ansatz i und
Zy = mittlerer Wert (Wachstumsrate oder Zunahme) des
Endpunktes in der Kontrolle.

Aus den berechneten Hemmungen der einzelnen Kon-
zentrationsansédtze werden mithilfe von Interpolationsver-
fahren die Konzentration mit 50 % Wirkung (ECs,; negative

Hemmungen werden hierbei nicht Beriicksichtigt) bezogen
auf die beobachteten Endpunkte und bei Bedarf auch die
hochste Konzentration ohne beobachtete Wirkung (NOEC
mit Welch-Test bzw. Williams-Test) ermittelt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden diese Berechnungen mit dem Statis-
tik—Programm Tox Rat Professional XT Version 2.09 durch-
gefiihrt.

3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung der einzelnen Endpunkte in der Kontrolle

In Tab. 1 wird die Entwicklung der einzelnen Endpunkte
in den Kontrollansdtzen wahrend der Expositionsphase als

Tab. 2 Mittlere Hemmungen von 3,5-Dichlorphenol auf das Wachstum von Myriophyllum spicatum im Verhéltnis zur Kontrolle (Test I vom Juli

2009, Test I1 November/Dezember 2009)

3,5-Dichlor- Hemmung der Hemmung der

Hemmung der

Hemmung des Hemmung der Hemmung des

phenol Zunahme der Zunahme des Zunahme des Wachstums der ~ Zunahme der Wachstums der

in mg/l Hauptsprossliinge Frischgewichts Trockengewichts  Seitentriebe Gesamtsprossliinge Wurzellinge

in % in % in % in % in % in %

Test I 11 I I I I I 11 I I I I
0,48 -0,9 -7,0 -7,2 1,9 -7,0 83 26,2 9,5 3,1 -1,3 -93  -123
0,96 4,0 -39 -0,7 5,0 2,0 10,4 76,2 21,6 14,7 5,0 42  -18,0
1,92 -1,8 -5,2 -7,8 -3,3 0,8 6,1 38,1 37,9 4,1 9,8 2,7 2,9
4,00 6,7 2,2 21,0 14,2 26,4 20,3 64,3 20,7 15,2 5,8 41,2 38,4
8,00 60,6 54,8 79,9 83,0 88,3 94,5 54,8 98,3 59,7 69,9 100,0 100,0

16,00 93,2 91,4 96,2 101,0 98,4 103,8 95,2 100,0 93,5 94,4 100,0 100,0

32,00 100,0 98,3 97,8 102,7 97,3 106,1 100,0 100,0  100,0 98,9 100,0 100,0

64,00 100,8 99,5 98,2 102,0 97,9 104,2 100,0 100,0  100,6 99,6 100,0 100,0
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Mittelwert und deren Standardabweichung aus 13 unabhén-
gigen Tests von Juni 2008 bis Mérz 2010 zusammengefasst
dargestellt. Die Daten geben Auskunft tiber das Wachstum
bzw. die Zunahme der betrachteten Endpunkte ohne den
Einfluss einer 6kotoxischen Testsubstanz.

Wihrend der 14-tagigen Testdauer nahm die Hauptspross-
lainge im Mittel um 41,1 bis 52,0mm zu. Fiir die Ge-
samtsprossldnge (unter Einbeziehung der Seitentriebe) lag
die mittlere Langenzunahme bei 47,3 bis 66,6 mm. Es zeigte
sich, dass der Variationskoeffizient des Langenwachstums
des Hauptsprosses mit 7,7 bis 18,5 % wesentlich geringer
ausfiel als die der Seitentriebe mit 80 bis 316 % (Tab. 1). Die
sich daraus ergebenden Wachstumsraten der Hauptspross-
lange lagen zwischen 0,058 und 0,074 d' und die der Ge-
samtsprosslidnge zwischen 0,070 bis 0,087 d-'. Das Wurzel-
wachstum lag zwischen 164,2 bis 283,2 mm und zeigte mit
12,1 bis 40,5 % einen hoheren Variationskoeffizienten als die
Zunahme der Hauptsprosslidnge. Geringe Variationskoeffi-
zienten zeigten die betrachteten Endpunkte der Biomasse.
So nahm das Frischgewicht wihrend des Testzeitraums im
Mittel um 243,5 bis 464,6 mg zu (Variationskoeffizient 12,0
bis 23,8 %) und das Trockengewicht um 34,0 bis 60,3 mg
(Variationskoeffizient 12,8 bis 28,3 %) (Tab. 1). Zudem be-
legt der Vergleich zwischen den einzelnen Tests eine gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fiir diese Endpunkte.

3.2 Ergebnisse der Tests mit 3,5-Dichlorphenol

Im Juli und November/Dezember 2009 wurden zwei unab-
héngige Tests durchgefiihrt, in denen M. spicatum gegeniiber
3,5-Dichlorphenol (in einer geometrischen Reihe von 0,48
bis 64,00 mg/l mit dem Faktor 2) exponiert wurde. In den je-
weils zehn parallelen Kontrollansétzen pro Test erfolgte iiber
die 14-tdgige Kultivierung ein kontinuierliches Wachstum
der Pflanzen mit Wachstumsraten von 0,067 bis 0,072d™!
bezogen auf die Zunahme der Hauptsprosslidnge. Bereits
am dritten Tag der Exposition traten in beiden Tests ab einer
Konzentration von 16 mg/l 3,5-Dichlorphenol erste verein-
zelte Braunfarbungen der Pflanzen (Nekrosen) auf. Nach 14
Tagen Exposition konnten ab einer Konzentration von 8 mg/1
nekrotische Bereiche beobachtet werden und ab 16 mg/1 wa-
ren alle Pflanzen vollstédndig nekrotisch (Abb. 2).

Aus Tab. 2 und den Abb. 3 und 4 sind die mittleren Hem-
mungen von 3,5-Dichlorphenol auf das Wachstum von My-
riophyllum spicatum aus den beiden Tests zu entnehmen. Im
untersuchten Konzentrationsbereich traten fiir die Endpunk-
te Hauptspross-, Seitentrieb- und Wurzelwachstum Hem-
mungen im Vergleich zu den Kontrollen von bis zu 100 %
auf. Hemmungen von teilweise iiber 100 % fiir die End-
punkte Zunahme des Frisch- bzw. des Trockengewichtes
sind darauf zuriickzufiihren, dass zu Beginn der Tests diese
Endpunkte nur anhand von zehn reprisentativen Spross-
spitzen bestimmt wurden und nicht direkt an den im Test
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Abb. 2 Entwicklung von Myriophyllum spicatum tiber die 14-tidgige
Exposition in Abhdngigkeit von der Konzentration der Testsubstanz
3,5-Dichlorphenol

eingesetzten Pflanzen. Die damit berechneten Hemmungen
resultieren aus Ungenauigkeiten aufgrund geringfiigiger
Biomasseunterschiede zwischen den einzelnen Pflanzen
und der fast vollstindigen Hemmung dieser Endpunkte in
Konzentrationen >16,0 mg/1. Vereinzelte Wachstumssteige-
rungen in den unteren Konzentrationen gegeniiber den Kon-
trollen konnen hingegen ursdchlich auf Messungenauigkei-
ten und hormetische Effekte zuriickgefiihrt werden.

Fiir die statistische Ableitung der EC;,- und NOEC-Werte
fiir 3,5-Dichlorphenol wurden die Einzelwerte aller Testan-
sdtze (zehn Kontrollen und jeweils fiinf parallele Ansétze je
Konzentrationsstufe der zu testenden Substanz) herangezo-
gen (Tab. 3). Fiir die Seitentriebe und Wurzeln waren jedoch
aufgrund der grofen Streuung im Wachstum (Abschn. 3.1)
die Vertrauensbereiche der ECs,-Werte mathematisch nicht
bestimmbar.

Als empfindlichster Endpunkt dieser Untersuchungen er-
wies sich die Hemmung des Wachstums der Wurzeln (ECs-
Werte von 4,4 bzw. 4,2 mg/1), gefolgt von der Hemmung
der Zunahme des Trockengewichts (ECs,-Werte von 5,1
bzw. 4,9 mg/l) und der Hemmung der Zunahme des Frisch-
gewichtes (ECs,-Werte von 5,6 bzw. 5,8 mg/l). Fiir diese
Endpunkte wurde der NOEC-Wert mit jeweils 1,92 mg/1 be-
stimmt. Geringfiigig unempfindlicher waren die Endpunkte,
die als MaB die Sprosslénge beriicksichtigen (Zunahme der
Hauptsprosslange mit 7,2 bzw. 7,5 mg/l und die Zunahme
Gesamtsprossldnge mit 6,9 bzw. 6,7 mg/l). Fiir diese End-
punkte wurde der NOEC-Wert mit 4,0 mg/l bestimmt.
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Tab. 3 ECsy- und NOEC-Werte fiir 3,5-Dichlorphenol fiir die ausgewerteten Endpunkte

Test I vom Juli 2009 Test II vom November/Dezember 2009

Endpunkt ECs-Wert NOEC-Wert EC;s-Wert NOEC-Wert
Zunahme der Hauptsprosslinge 7,2 mg/1 (5,6-9,0 mg/1) 4,0mg/1 7,5 mg/1(6,9-7,9 mg/l) 4,0mg/1
Wachstum der Seitentriebe 1,3 mg/l (n.d.) >64,0 mg/1 3,6 mg/l (n.d.) >64,0 mg/1
Zunahme der Gesamtsprosslidnge 6,9 mg/1 (5,0-9,6 mg/l) 4,0 mg/1 6,7mg/1 (5,4-7,6 mg/1) 4,0mg/1
Wachstum der Wurzeln 4,4mg/l (n.d.) 1,92 mg/1 4,2mg/1 (n.d.) 1,92 mg/1
Zunahme des Frischgewichtes 5,6 mg/1 (5,2-6,1 mg/1) 1,92 mg/1 5,8 mg/1 (4,8-6,9 mg/1) 1,92 mg/1
Zunahme der Trockenmasse 5,1 mg/1 (4,8-5,3 mg/1) 1,92 mg/1 4,9 mg/1 (2,6-15,4 mg/1) 1,92 mg/1

n.d.: statistisch nicht bestimmbar.

1,3 mg/1 bzw. 3,6 mg/1 berechnet wurden. Bedingt durch die
starke Streuung ist dieser Endpunkt fiir die Auswertung der
Tests nicht geeignet und die berechneten ECy,-Werte nicht
gesichert, sodass dieser Endpunkt fiir die Auswertung der
Tests nicht berticksichtigt werden kann.

4 Diskussion

Fiir Tests mit dikotylen submersen Makrophyten werden
in der Literatur Testdesigns fiir Zweiphasentestsysteme mit
Sediment beschrieben (Roshon 1997; ASTM 2004; Maltby
et al. 2010). Fiir einen Test in einem Einphasentestsystem
ohne Sediment existiert bisher eine Methodenbeschreibung
von Knauer et al. (2006, 2008). Wesentlicher Unterschied
zwischen den beiden Testdesigns ist, dass mit einem Einpha-
sensystem die reine substanzspezifische aquatische Okoto-
xizitat ermittelt wird, ohne den Einfluss von Verteilungspro-
zessen zu beriicksichtigen. Gleichzeitig muss die Kinetik
der Aufnahme einer Testsubstanz durch im Sediment wur-
zelnde Pflanzen im Laufe der relativ kurzen Expositionszeit
von 14 Tagen nicht beriicksichtigt werden. Dariiber hinaus
ist der methodische Aufwand der Tests in einem Einpha-
sentestsystem ohne Sediment wesentlich geringer. Da die
Exposition der Pflanzen ausschlieBlich iiber die Wasserpha-
se erfolgt, minimiert sich der analytische Aufwand und die
Interpretation der Ergebnisse wird vereinfacht. Ein derarti-
ges Einphasentestsystem ist demnach vorteilhaft fiir die Ri-
sikobewertung zum Beispiel von Pflanzenschutzmitteln im
Rahmen der Eingangsuntersuchung. Davon unberiihrt bleibt
der Bedarf von Testverfahren mit Sediment (Zweiphasen-
testsystem) in hoherstufigen Priifungen bei entsprechenden
Eigenschaften der Testsubstanzen (z. B. Testsubstanzen mit
starkem Adsorptionspotenzial).

Das Néhrmedium nach Andrews mit 3 % Saccharose wird
bereits im Rahmen von Zweiphasentestsystemen (Wasser—
Sediment) eingesetzt (Roshon 1997; ASTM 2004). Wie Er-
gebnisse von Roshon et al. (1996) zeigen, kann durch Saccha-
rose ein kontinuierliches Pflanzenwachstum erzielt werden,
was auch durch unsere Ergebnisse bestétigt wird (Tab. 1).

@ Springer

Durch die sterile Arbeitsweise konnte das Wachstum von
Mikroorganismen im saccharosehaltigen Ndhrmedium aus-
geschlossen werden. Andrerseits haben Untersuchungen von
Ashton et al. (1966) an Griinalgen (Chlorella vulgaris) ge-
zeigt, dass 2% Glukose im Nahrmedium die Wirkung des
Fotosynthesehemmers Atrazin deutlich kompensieren kon-
nen. In wieweit dieser Effekt von Zuckern auf die Empfind-
lichkeit von M. spicatum gegeniiber die Fotosynthese hem-
menden Substanzen iibertragbar ist, ist noch zu klaren.

Mit dem modifizierten Andrews-Medium konnten
Wachstumsraten, bezogen auf die Gesamtsprosslidnge der
Pflanzen, von 0,070 bis 0,087 d! erzielt werden, was einer
Zunahme bis >200 % entspricht. Die Zunahme der Biomasse
als Trockengewicht lag bei bis zu 300 % und mehr (Abschn.
3.1). Knauer et al. (2006) fiihrten Untersuchungen mit M.
spicatum in einem anderen sedimentfreien Testdesign (M4
Priifmedium ohne Saccharose, 1000 ml Bechergléser) durch.
Uber einen Zeitraum von 20 Tagen wurde eine Zunahme
der Gesamtsprossldnge um 70 bis 80 % und der Biomasse
um ca. 100 % erzielt, was fiir die Gesamtsprossldnge einer
Wachstumsrate von 0,028 d! entspricht. Entgegen diesen
Ergebnissen konnte mit dem Andrews-Medium ein mehr als
doppelt so hohes Wachstum der Pflanzen erreicht werden.
Besonders im Hinblick auf ein optimiertes Wachstum der
Pflanzen scheint die Zugabe von Saccharose forderlich zu
sein.

Unter den erfassten Endpunkten haben sich die Zunahme
der Hauptsprossldnge, die Zunahme der Gesamtsprosslan-
ge sowie die Zunahme des Frisch- und Trockengewichtes
der Pflanzen als Endpunkte mit den geringsten Streuungen
in den Kontrollen (Variationskoeffizient zwischen 8 und
<32%) erwiesen (Tab. 1). Die geringen Variationskoeffi-
zienten verweisen auf statistisch gesicherte Endpunkte, die
fiir die Auswertung geeignet sind. Geringfiigig hoher fielen
die Streuungen des Wachstums der Wurzeln aus (Variations-
koeffizient 12 bis 40 %). Der Endpunkt des Wachstums der
Seitentriebe ergab die grofften Streuungen (Variationskoef-
fizient 80 bis >300 %).

Neben der Streuung der betrachteten Endpunkte spielt
aber auch dessen Empfindlichkeit gegentiber der Testsub-
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stanz eine wesentliche Rolle bei deren Auswahl (Arts et al.
2008), was durch die Tests mit 3,5-Dichlorphenol unter-
sucht werden sollte. 3,5-Dichlorphenol gilt im Rahmen von
akuten Tests als polar narkotisch wirksam (Schultz et al.
1989) und wird in Tests mit Lemna sp. entsprechend der
OECD-Priifrichtlinie 221 als Referenzsubstanz empfohlen.
Unsere Ergebnisse mit 3,5-Dichlorphenol zeigen eine deut-
liche Dosis-Wirkungs-Beziehung mit der entwickelten se-
dimentfreien Testmethode fiir M. spicatum (Tab. 2, Abb. 3
und 4). Der Endpunkt der Hemmung des Wachstums der
Seitentriebe zeigte eine hohe Empfindlichkeit. Bedingt
durch die duBlerst hohe Streuung des Endpunktes erweist
sich dieser aber als nicht stabil (Streuungen in den Kontrol-
len 80 bis 316 %) und ist fiir die Auswertung der Untersu-
chungen nicht geeignet.

Unter den anderen ausgewerteten Endpunkten ist die
Hemmung des Wachstums der Wurzelldnge der empfind-
lichste Endpunkt (Tab. 2). Die Hemmung der Zunahme
des Trockengewichtes und die Hemmung der Zunahme des
Frischgewichtes liegen in derselben Grofenordnung. Fiir
diese drei Endpunkte wurde der NOEC-Wert mit jeweils
1,92 mg/1 bestimmt (Tab. 3). Damit liegen drei dkotoxiko-
logisch relevante Endpunkte mit einer akzeptablen Streuung
vor, die fiir die Auswertung von Tests mit M. spicatum her-
angezogen werden kdnnen.

Fiir die Hemmung der Zunahme der Hauptsprosslange
und fiir die Hemmung der Zunahme Gesamtsprossldnge
wurde ein NOEC-Wert von 4,0 mg/l bestimmt (Tab. 3). Die
beiden Endpunkte, die als Maf} die Sprosslénge beriicksich-
tigen, sind geringfiigig (um den Faktor 2) unempfindlicher
als die zuvor genannten drei Endpunkte, weisen aber gerin-
gere Streuungen auf und sind ebenfalls fiir die Auswertung
von Tests mit M. spicatum geeignet.

Vergleicht man die Ergebnisse der Okotoxizitit von
3,5-Dichlorphenol auf M. spicatum mit denen von Unter-
suchungen mit Lemna minor, zeigen sich vergleichbare
Empfindlichkeiten. So wurden im Rahmen von acht Refe-
renzpriifungen mit Lemna minor entsprechend der OECD-
Priifrichtlinie 221 ECy-Werte fiir die Hemmung der Bio-
massezunahme (Zunahme des Trockengewichtes) von
2,4 mg/l und fiir die Hemmung der Ablegerbildung (Blatter)
von 2,6 mg/l ermittelt (eigene unverdffentlichte Daten der
Autoren). Die EC,-Werte beider Testsysteme fiir 3,5-Di-
chlorphenol liegen im Bereich von 1-10mg/l. Das legt
nahe, 3,5-Dichlorphenol zukiinftig auch als Referenzsubs-
tanz fir M. spicatum in dem sedimentfreien Testsystem zu
verwenden.

Trotz dieser vergleichbaren Ergebnisse fiir die Okotoxi-
zitdt des narkotisch wirksamen 3,5-Dichlorphenol, kénnen
zwischen monokotylen und dikotylen Makrophyten deutli-
che Unterschiede in der Okotoxizitit bestehen, wenn Test-
substanzen spezifische Wirkungen (z. B. Wuchsstoffherbizi-
de) aufweisen (Grossmann und Hansen 2003).

5 Schlussfolgerungen

Mit der entwickelten sedimentfreien Testmethode mit M.
spicatum liegt ein Testsystem vor, um fiir Testsubstanzen
einen direkten Vergleich zu Tests mit einkeimblittrigen
Wasserpflanzen wie Lemna sp. entsprechend OECD-Priif-
richtlinie 221 durchzufiihren. Durch die reproduzierbaren
Ergebnisse fiir das Wachstum von M. spicatum in den Kon-
trollen und die starke Ubereinstimmung der Ergebnisse bei
den Tests mit 3,5-Dichlorphenol hat sich die beschriebene
Testmethode als reproduzierbarer und standardisierbarer
Monospeziestest mit dikotylen, submersen Makrophyten
erwiesen. Weitere Tests mit Wuchsstoftherbiziden sollen
Aufschluss iiber artspezifische Sensitivitdten zwischen
Lemna minor und M. spicatum unter sedimentfreien Test-
bedingungen geben. Durch Tests mit Fotosynthese hem-
menden Substanzen soll dariiber hinaus der Einfluss von
Saccharose auf die Empfindlichkeit von M. spicatum
untersucht werden. Zudem soll ein Vergleich mit Ergeb-
nissen aus einem Zweiphasentestsystem mit kiinstlichem
Sediment dazu dienen, den Einfluss von Sediment im
Priifsystem auf die Okotoxizitit von Testsubstanzen zu
verifizieren.

Danksagung Unser Dank gilt den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern
fiir die Durchfithrung der Untersuchungen im Rahmen der Methoden-
entwicklung und der Etablierung der Testmethode im Okotoxikologie-
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