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Die Populationsdynamik von Rotatorien als Bioindikator fiir
subletale Schadstoffwirkungen am Beispiel von Pentachlorphenol (PCP)

Udo Halbach, Manfred Siebert, Joachim Klaus, Christian Wissel, Karl Beuter, Manuela Delion

The population dynamics of the rotifer Brachionus rubens is introduced as bio-assay for sub-
lethal toxicological effects in aquatic environments. Pentachlorophenol (PCP) is used as a
test substance. The most sensitive parameters, which can be used as indicators, are: 'intrinsic
rate of natural increase' r, 'carrying capacity' K, 'frequency of the oscillations' f as well
as 'exactness of periodicities' P. This P is measured as the distance between the levels of
first minimum and first maximum of the standardized time-corrected correlation function. The
optimal spreading power of the proposed parameters is located at different concentrations of
the toxic substance. Therefore this method can be used as a base for an ecotoxicological
standard-test.

Bioindication, Brachionus rubens, phenolics, population dynamics, rotifers, water pollution.

1. Einflihrung

Jahr fiir Jahr werden etwa 2000 chemische Substanzen neu entwickelt, von denen
ungefdhr 30% auf direktem oder indirektem Wege in aquatische Okosysteme gelangen.
Etliche dieser Chemikalien greifen in physiologische Prozesse ein, wobei ihr
metabolischer Weg noch weitgehend unbekannt ist. Die Gefahr besteht nicht nur in
der akuten Toxizitdt, sondern auch in mdglichen chronischen Effekten, die durch
Akkumulation verstédrkt werden k&nnen. Die letalen Schadwirkungen chemischer Sub-
stanzen sind aber hdufig die einzig bekannten Skotoxikologischen Bewertungs-
maRstdbe, wdhrend subletale Wirkungsweisen noch sehr unzureichend untersucht
worden sind. Uber akkumulative toxische Effekte gar, welche sich erst nach
mehreren Generationen bemerkbar machen, ist so gut wie nichts bekannt. Aber gerade
die Langzeitwirkung chemischer Substanzen ist hinsichtlich ihrer m&glichen Spé&at-
schdden von besonderer Bedeutung.

Das Ziel unserer Untersuchungen besteht darin, eine empfindliche Methode zu ent-
wickeln, welche es gestattet, in relativ kurzer Zeit subletale toxische Wirkungen
auf die Vitalitdt von Organismen nachzuweisen, auch wenn diese sich erst {liber
mehrere Generationen akkumulieren sollten. Hierflir eignen sich Rotatorien aus
der Gattung Brachionus (PALLAS) in besonderem MaRe (HALBACH 1970, 1972, 1973;
HALBACH, HALBACH-KEUP 1974). Diese Tiere, die zu den kleinsten Metazoen gehdren,
sind aus folgenden Griinden ideale Testorganismen: 1. Es handelt sich um Kosmo-
politen, die gewShnlich in fast jedem eutrophen Teich oder See vorkommen; sie
stehen also fiir diese Testmethode nahezu i{iberall zur Verfiigung. 2. Sie sind
leicht kultivierbar, sofern Laboratorien mit sterilen Arbeitsbedingungen zur
Verfiigung stehen. 3. Es lassen sich durch Klonen leicht genetisch reine Linien
fiir Experimente ziehen, da sie sich liberwiegend parthenogenetisch fortpflanzen.
4. Die Zellkonstanz - eine Folge der streng determinativen Ontogenese - hat
einen auBerordentlich schematischen Lebenslauf zur Folge, welche diese Tiere

fiir mathematische Modellstudien prddestiniert (HALBACH, BURKHARDT 1972; SEITZ,
HALBACH 1973; HALBACH 1974, 1979).

Wir verwenden die Populationsdynamik dieser Tiere als Bioindikator, weil bereits
geringfiligige Anderungen in Fertilit&dt und Mortalit&t infolge minimaler toxischer
Effekte, die bei der Beobachtung einzelner Tiere kaum erkennbar sind, bei der
Projektion auf die Integrationsebene der Populationen durch Registrierung
vieler Tausender von Individuen meBbar werden. Bei dieser Methode werden also
nicht nur dramatische Vergiftungserscheinungen sterbender Tiere aufgezeigt,
sondern auch kleinste Wirkungen einer l&ngere Zeit andauernden kontinuierlichen
Akkumulation dieser Schadstoffe.
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2. Material und Methode

Als Testorganismen verwenden wir Brachionus rubens (EHRENBG.), welche in Klimaschrédnken bei

20 °C (+1 ©°C) kultiviert wird. Als Versuchsgefadfe dienen Schnappdeckelgldser mit einem Volumen
von 15 ml. Diese sind auf einer Rotations-Apparatur mit 1 Umdrehung pro Minute befestigt, um
eine Sedimentation der Nahrungsalgen zu verhindern. Als Futter dient die einzellige chloro-
coccale Alge Kirchneriella lunaris MOEBIUS in einer Dosis von 1 x 10% Zellen/ml x 24 Std. Die
Algenkonzentration wird photometrisch bei einer Wellenldnge von 680 nm ermittelt (Spectronic 20).
Die Zusammensetzung und Herstellung der synthetischen anorganischen Medien einerseits fiir die
Algen und andererseits fir die Radertiere sind friher beschrieben worden (HALBACH, HALBACH-KEUP
1974). Da die Rotatorien empfindlich auf die Schwermetall-Ionen des Algen-Mediums reagieren,
werden die Algen vor dem Verfiittern zentrifugiert (5 min bei 1800 g) und nach Dekantieren in -
Rotatorien-Medium resuspendiert.

Als Test-Chemikalie wird Pentachlorphenol (PCP) appliziert. Die p.a.-reine Substanz wird von der
Firma Riedel de Haen bezogen. Die Bestimmung des PCP in den Vorratsldsungen (C = ca. 10 mg/l in
synthetischem StiBwasser) erfolgte durch Messung der Extinktion des alkalisierten Wasserdampf-
destillats der mit H2SO4 angesduerten Probe bei 320 nm (40 ml Wasserdampf/50 ml Probe). In den
Kulturmedien (Cpcp = 0.05 - 0.2 mg/1l) wurde PCP nach Wasserdampf-Destillation der angesduerten
Probe (80 ml Wasserdampf/100 ml Probe) nach Uberfiihrung in den Essigsiureester gaschromato-
graphisch an einer OV 17 Sdule (4% auf Chromosorb W; 1 = 3.6 m; § = /s 20ll; Trdgergas Helium
mit 40 ml/min; S&ulentemperatur 245 °C; Detektor FID) mit Anthracen als innerem Standard bestimmt.
Nachweisgrenze 3 x 10 '°g absolut. Nachweisgrenze der Methode: 2 ppB bei 1 1 Probevolumen (GEBE-
FUGI, PARLAR 1978). Inzwischen liegen aber auch Untersuchungen mit Phenol und 4-Nitrophenol vor
(HALBACH et al., in Vorb.).

In den nahrungslimitierten Situationen der Testliufe zeigen die Organismen unter den kontrollierten
konstanten Laborbedingungen sigmoides Wachstum mit anschlieBenden Oszillationen um eine mittlere
Gleichgewichtsdichte, wobei diese periodischen Dichteschwankungen Regelschwingungen sind, welche
durch die Zeitverzdgerung (T) hervorgerufen werden, die zwischen der Nahrungsaufnahme und der
daraus resultierenden Nachkommenproduktion liegt (HALBACH, BURKHARDT 1972). Diese Kurve ist
gekennzeichnet durch die drei Populationsparameter 'Potentielle Wachstumsrate' r, 'Kapazitédt' K
und 'Frequenz’' der Oszillationen f, mit deren Hilfe die Populationsdynamik auch unter Verwendung
deterministischer Computer-Modelle synthetisiert werden kann (HALBACH 1979a, b; KAISER 1979).
Hierzu wird die logistische Wachstumsfunktion mit zwei Zeitverzdgerungen (jeweils fiir Geburts-
und Sterberate) verwendet, wobei die Simulation mittels des auf FORTRAN basierenden Algorithmus
CSMP erfolgt. Das RUNGE-KUTTA-Verfahren mit automatischer Variation der Schrittweite minimiert
den Fehler der numerischen Integration.

Un aus den Parallelversuchen trotz der auch unter kontrollierten Laborbedingungen unvermeidlichen
Verzerrungen und Phasenverschiebungen charakteristische Generalisationen herausfiltern zu kénnen,
wurden Fourier-Analysen, Kreuz- und Autokorrelationen verwendet (HALBACH 1979b). Von den 12
getesteten Korrelationsfunktionen, welche zur Verdeutlichung der Periodizit&dten verwendet wurden
(BEUTER et al. 1981; WISSEL, HALBACH in Vorb.), ergab sich die beste Kompensation des stochasti-
schen Rauschens bei der 'zeit-korrigierten standardisierten Korrelationsfunktion' (vgl. HALBACH
et al. 1981) der Form

K() == ] kg, O 3 [1]
tq <10
k =<x(t) X (¢t +1) >
N
=% 'zl X4 () xj (t + 1) [2]
i=

Die einzelnen Parameter bedeuten:

K = standardisierte zeit-korrigierte Korrelationsfunktion

k = normale Korrelationsfunktion
L = Maximalzahl der Individuen

t = Zeit

T = Zeitverzdgerung

o = Fensterbreite

N

= Zahl der Parallelpopulationen
x;= Individuendichte

Umfangreiche Testserien haben ergeben, daB eine Fensterbreite von 9 Tagen optimal ist. Die
Mindestdauer der Testldufe betr&gt bei 20 °C drei Wochen. Sie 148t sich bei Versuchstemperaturen
von 25 °C auf 12 Tage verkiirzen.
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3. Ergebnisse

pDie gemittelten Populationskurven (Abb. 1) zeigen recht unregelm&Bige Fluktua-
tionen, welche in dieser Form weder periodische Oszillationen noch andere als
Bioindikator verwendbare Charakteristika erkennen lassen. Abb. 2 zeigt, daB im
Bereich niedriger PCP-Konzentrationen (0.05 und 0.1 mg/l), die unterhalb der

LC 50 von PCP (48 h) flir Brachionus rubens bei 0.13 mg/l liegen, kaum Auswirkungen
der Chemikalie auf die einzelnen Individuen erkennbar sind. Diese zeigen sich erst
bei h&heren Konzentrationen von 0.15 - 0.3 mg/l.

Abb. 1: Gemittelte Populationskurven von jeweils 6 Parallelen.
Abszisse: Zeit in Tagen, Ordinate (Auftragung logarithmisch): Individuen/15 ml.
r——o O ppm PCP, O- - - -O 0.05 ppm PCP, A+------ A 0.10 ppm PCP,
[ SEERERE W O.15 ppm PCP, O-------0 0.20 ppm PCP.

Wertet man dagegen die Populationskurven mittels der Korrelationsfunktion aus
(Abb. 3), dann zeigen sich deutliche 8kotoxikologische Effekte. So nimmt die
Exaktheit der Periodizit&dt der Mittelwert-Kurven offensichtlich mit zunehmender
Konzentration der toxischen Substanz ab. Wir haben hierfiir einen MeBSwert einge-
fihrt, die 'Prdgnanz' P der Oszillationen, welche gemessen wird als Niveau-Unter-
schied zwischen dem ersten Korrelationsminimum und dem ersten Korrelationsmaximum
(Abb. 3). Diese Prdgnanz P ist zusammen mit den iibrigen Populadtionsparametern r
(potentielle Wachstumsrate), K (Kapazit&dt) und f (Frequenz der Oszillationen)

als Bioindikator fiir subletale Okotoxikologische Effekte geeignet (Abb. 4). Die
MeBgenauigkeit (Spreizung der Skala) ist bei den einzelnen Parametern verschieden
und liegt zudem in unterschiedlichen Konzentrationsbereichen. P ist beispiels-
weise ein genauerer Indikator bei niederen, K bei hSheren Konzentrationen.
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Abb. 4: Vier Populationsparameter von Brachionus rubens als Bioindikatoren fiir

die Schadstoffwirkung am Beispiel von PCP in 6 verschiedenen Konzentra-
tionen.
r: 'Potentielle Wachstumsrate', K: 'Kapazitat', f: 'Frequenz der Oszillationen',

P: 'Pradgnanz' der Periodizitédten.
Weitere Erkldrungen im Text.
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4. Diskussion

Die Populationsdynamik von Brachionus rubens unter kontrollierten Laborbedingungen
hat sich als geeigneter Bioindikator filir toxische Effekte von chemischen Substanzen
im subletalen Bereich erwiesen. Uber die hier geschilderten Ergebnisse von Unter-
suchungen mit PCP hinaus liegen inzwischen Befunde mit Phenol und 4-Nitrophenol
vor, die nicht nur quantitative, sondern auch qualitative Unterschiede erkennen
lassen (HALBACH et al. in Vorb.). Hier wird ein entscheidender Vorteil der dar-
gestellten Methode erkennbar: Wir sind inzwischen in der Lage, aus den an einzelnen
Tieren in Individualzuchten gemessenen Lebensdaten die Populationsdynamik mittels
Computer-Modellen zu synthetisieren. Stimmen diese Simulationen mit den empiri-
schen Populationskurven {iberein, so lassen sich die beobachteten 8kotoxikologischen
Effekte kausal auf Beeinflussungen der Lebensdaten der einzelnen Tiere zurilick-
fihren. Sind die Simulationen indes schlechter (kleineres r und K!), so muB man
mit langfristigen physiologischen Adaptationen der Organismen an die Gifte rechnen
(z.B. bei Phenol); sind die Simulationen dagegen besser (grdBeres r und K!), so
sind Tradierungen der Schadstoffwirkung liber mehrere Generationen nicht auszu-
schlieBen (z.B. bei PCP). MSglicherweise erfolgt der Transfer iiber den Dotter;
Untersuchungen hierzu sind in Vorbereitung.

Der vorgeschlagene Test bietet somit deutliche Hinweise auf eine Spezifitdt, wo-
durch sich das Einsatzspektrum der Methode vergrdBert. V81llig ungekldrt ist die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser toxikologischen Untersuchungen auf andere
Organismen aus dem Bereich der Invertebraten und erst recht der Vertebraten. Wir
kénnen lediglich sagen, daB die untersuchten monogononten Rotatorien &duBerst
empfindlich auf chemische Verdnderungen des Milieus reagieren (vgl. auch HALBACH
1970; HALBACH, HALBACH-KEUP 1972). Dies hat sich auch fiir Schwermetall-Ionen nach-
weisen lassen.

-
Das hier geschilderte Verfahren bietet sich daher fiir einen Screening-Test neuer
chemischer Substanzen an. Allerdings muB der Test dazu so robust gestaltet werden,
daB er auch in Laboratorien ohne Personal mit langjdhriger planktologischer
Erfahrung eingesetzt werden kann; denn erst dann sollte man ihn als 'Standard-
test' einflihren. Unsere derzeitigen Untersuchungen dienen eben dieser Verein-
fachung des Testverfahrens, wobei insbesondere auch die Laufzeit auf ein Minimum
gedrosselt werden soll.

Nach der Vervollkommnung des Verfahrens in der geschilderten Weise haben wir
mbglicherweise einen idealen biologischen MeBfiihler, welcher indes noch keine
Schliisse hinsichtlich der &Skotoxikologischen Effekte neuer Substanzen auf die
pelagischen Lebensgemeinschaften aquatischer Okosysteme zul&dBt. Hierzu ist von
uns ein neues Forschungsprogramm begonnen worden, in dem auf der einen Seite
Mehr-Arten-Systeme einschlieBlich Kompetition und Predation in Chemostaten

unter kontrollierten Labor-Bedingungen untersucht werden. AuBerdem soll hier {liber
Aquarien in Klimakammern, Freilandbecken mit Gaze-Abdeckung und Plastiksack-
Exponaten in Seen der schrittweise Ubergang zu den &duBerst komplexen Feld-Bedin-
gungen erreicht werden.

Die Untersuchungen wurden vom Bundesministerium flir Forschung und Technologie unterstitzt.
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