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Eine der Ursachen fiir den weltweit zu verzeichnenden
zahlen- und flachenmé&Bigen Rickgang der Amphi-
bienpopulationen ist die Belastung der Reproduktions-
gewasser mit Pestiziden. Aufgrund der rdumlichen und
zeitlichen Koinzidenz der Applikation von Pflanzen-
schutzmitteln im Frihjahr mit der Laich- und Larval-
entwicklung der Amphibien wird vermutet, dass die —
wahrend oder nach der Applikation - in die Gewasser
gelangten Pestizide die Reproduktion der Amphibien be-
eintrachtigen. Zur Untersuchung der Effekte von Pesti-
ziden auf die friihen Larvalstadien von Amphibien wur-
den drei der am haufigsten angewandten Wirkstoffe
(aus der Gruppe der Herbizide Isoproturon und aus der
der Insektizide Cypermethrin sowie a-Cypermethrin)
ausgewahlt und an 3 einheimischen Amphibienarten —
Rotbauchunke (Bombina bombina), Gelbbauchunke
(Bombina variegata) und Moorfrosch (Rana arvalis) -
getestet.

Um den Expositionen im Labor umweltrelevante Daten
zugrunde legen zu kdnnen, wurde der Wirkstoffeintrag
in ein Reproduktionsgewésser von Amphibien in einem
intensiv landwirtschaftlich genutzten Gebiet im Land
Brandenburg analysiert, wobei Maximalkonzentrationen
von 22 ug/l Isoproturon (IPU) bzw. 0,09 pg/l a-Cyper-
methrin gemessen wurden.

Die Aufnahmestudien mit Hilfe der radioaktiv markier-
ten Wirkstoffe belegten, dass sowohl IPU als auch Cy-
permethrin von Laich und Larven der Amphibien ab-
sorbiert wurden. Die Kinetik der Wirkstoffaufnahme
zeigte artspezifische und stoffbezogene Unterschiede.

Umweltrelevante IPU-Konzentrationen beeintrachtig-
ten den Schlupferfolg von R. arvalis und riefen bei Lar-
ven von B. variegata morphologische Schadigungen
und Verhaltensanderungen hervor. Die beeintrachtigten
Larven regenerierten sich nach der IPU-Exposition im
Laufe ihrer weiteren Entwicklung und metamorpho-
sierten. Auch wenn die Effekte reversibel waren, ist zu
vermuten, dass sie dennoch einen erhohten Energie-
verbrauch im Organismus zur Folge hatten.

Zusammenfassung

Deformationen und Verhaltensabnormitéten der Larven
sowie verminderte Schlupfraten des Laiches von R. ar-
valis traten erst bei Uberschreitung umweltrelevanter
Cypermethrin-Konzentrationen auf. Von den Schédi-
gungen infolge der Cypermethrin-Behandlungen konn-
ten sich die meisten Larven nicht erholen.

Auf Schadstoffkonzentrationen, die wahrend kurzzeiti-
ger Belastungen keine toxischen Wirkungen bei den
Larven hervorriefen, reagierten die Kaulquappen
wahrend Langzeitexpositionen mit deutlichen morpho-
logischen Veranderungen und abnormen Verhaltens-
mustern.

Langzeitexpositionen, sowohl in IPU als auch in Cy-
permethrin, bewirkten eine schnellere Entwicklung der
Amphibienlarven, sie metamorphosierten im Vergleich
zur Kontrolle 5-7 d friiher. Diese Reaktion auf die
ungunstigen Lebensbedingungen ermdglicht den Am-
phibien im Freiland, die kontaminierten aquatischen Ha-
bitate vorzeitig zu verlassen. Allerdings waren im Fall
der Pyrethroidbelastung die metamorphosierten Jung-
tiere signifikant kleiner als die unbeeintrachtigten juve-
nilen Amphibien der Kontrollen. Inwiefern diese
zundchst zu konstatierenden physischen Beeintréchti-
gungen und Vitalitatsminderungen im Laufe der Wachs-
tumsphase bis zur ersten Uberwinterung ausgeglichen
werden kénnen, hangt stark von den jeweils herr-
schenden Umweltfaktoren wie Nahrungsangebot, Pra-
datorenspektrum, Vegetation und Witterungsbedin-
gungen ab.

Méglicherweise wurde die fiir die Wachstumsvorgange
bendtigte Energie zur Biotransformation der Schad-
stoffe verwendet. Biotransformationsprozesse von Xe-
nobiotika verbrauchen im Organismus grolke Mengen
an Stoffwechselenergie.

Die Aktivierung der GST-Isoenzyme der Larven infolge
der Pestizidbelastungen weist auf die Biotransformation
der Xenobiotika hin, da das GST-System in den Meta-
bolismus der untersuchten Wirkstoffe involviert ist. So
reagierte das GST-System der Amphibienlarven bereits
signifikant auf Schadstoff-Konzentrationen bzw. Expo-
sitionszeiten, die noch keine akut toxischen Wirkungen
hervorriefen.

ZUSAMMENFASSUNG
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Im Vergleich der Amphibienspezies wiesen Larven von
B. variegata im unbelasteten Ausgangszustand der
Kontrollen bereits meist hdhere GST-Aktivitaten auf als
R. arvalis. Zudem bewirkten identische Belastungen vor
allem von Cypermethrin aber auch von IPU bei B. va-
riegata eine deutlich starkere Aktivierung der GST als
bei Larven von R. arvalis, was den intensiveren Bio-
transformationsprozess der Gelbbauchunken belegt.

Im Vergleich der beiden getesteten Pyrethroidwirkstof-
fe (a-Cypermethrin und Cypermethrin) bewirkte a-Cy-
permethrin, das auch stérkere insektizide Effekte her-
vorruft, eine stérkere Aktivierung der GST-Isoenzyme.

Neben der Untersuchung der dkotoxischen Effekte der
Wirkstoffe ist es notwendig, auch die handelsiblichen
Pflanzenschutzmittel zu testen, da diese Mixturen aus
Wirkstoffen und Formulierungssubstanzen die eigent-
lich umweltrelevanten Stoffgemische sind. Hinsichtlich
der Effekte auf die GST-Isoenzyme zeigten die reinen
Wirkstoffe Isoproturon bzw. a-Cypermethrin eine star-
kere Reaktion in den Amphibienlarven als die entspre-
chenden Handelsprodukte TOLKAN FLO® und FASTAC
SC®. Im Gegensatz dazu bewirkte das Phenylharn-
stoffherbizid FENIKAN® starkere Aktivierungen des
GST-System der Larven als das reine Isoproturon. Da
der Zusatz von Emulgatoren in den Handelspraparaten
den Effekt des eigentlichen Wirkstoffes offensichtlich be-
einflusst und die Mechanismen chemischer und toxi-
scher Wechselwirkungen in Stoffgemischen noch weit-
gehend ungeklart sind, ist es zur Abschatzung der
okotoxischen Folgen notwendig, die Wirkung dieser
Substanzgemische auf Nichtzielorganismen zu testen.

Verknlpft man die im Freiland gemessenen Pestizid-
konzentrationen mit den Ergebnissen der Untersu-
chungen zur enzymatischen und toxischen Wirkung der
Pestizide wird deutlich, dass bei umweltrelevanten
Schadstoffkonzentrationen ein Gefahrdungspotential
fir Amphibien besteht. Um eine erfolgreiche Repro-
duktion der Amphibien — insbesondere der bedrohten
Arten — zu gewahrleisten und damit negative Effekte auf
Populationsebene zu vermindern, ist es notwendig, die
Art und Weise der Bewirtschaftung von Agrarflachen in
den Verbreitungszentren dieser Amphibienspezies um-
weltvertraglicher zu gestalten.

ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Summary

One of the causes of the worldwide decline of amphi-
bian populations in terms of both number and range is
the pollution of their reproduction ponds by pesticides.
The application of pesticides in the springtime coinci-
des spatially and temporally with the development of
amphibian spawn and tadpoles and it is assumed that
pesticides, which reach the ponds during or after ap-
plication, impair amphibian reproduction. Three of the
most frequently applied substances (isoproturon from
the group of herbicides and cypermethrin and a-cy-
permethrin from insecticides) and three indigenous am-
phibian species — the fire-bellied toad (Bombina bom-
bina), the yellow-bellied toad (Bombina variegata) and
the moorfrog (Rana arvalis) were chosen to investigate
the effects of pesticides on the early life stages of am-
phibians.

To ensure that the laboratory experiments were based
on environmentally relevant data, the entry of pesticides
into the reproduction ponds of amphibians was analysed
in an intensively used agricultural area of the German
state of Brandenburg. The maximum concentrations
measured were 22 pg/L isoproturon (IPU) and 0.09 ug/L
a-cypermethrin.

The uptake studies using radioactively labelled sub-
stances demonstrated that IPU and cypermethrin were
absorbed by the spawn and tadpoles of amphibians.
The uptake kinetic showed differences between tested
species and substances.

Environmentally relevant concentrations of IPU dimi-
nished the hatching success of R. arvalis and evoked
morphological damage and behavioural aberrations in
B. variegata tadpoles. After exposure to IPU the im-
paired tadpoles were able to recover during their fur-
ther development, and they metamorphosed success-
fully. Although the effects were reversible, it is supposed
that they were accompanied by higher energy con-
sumption in the organism.

Deformities and behavioural abnormities of the tadpoles
as well as a diminished hatching rate of R. arvalis
spawn occurred only at cypermethrin concentrations ex-
ceeding the environmentally relevant range. Most of the
tadpoles were unable to recuperate from damage cau-
sed by cypermethrin treatment at this level.



Long-term exposure to concentrations of the active
substances that had no toxic effects during brief expo-
sure resulted in morphological alterations and aberrant
behaviour in the tadpoles. Chronic exposure to IPU as
well as cypermethrin accelerated the development of the
larvae; they metamorphosed 5-7 days earlier than the
corresponding control. This reaction to the unfavoura-
ble living conditions allowed the amphibians in the field
to leave the contaminated aquatic habitats sooner.
However, after pyrethroid treatment the metamorphosed
juveniles were significantly smaller than the unaffected
amphibians of the corresponding control. Whether these
physical impairments and reductions of vitality will be
compensated for during the growth period up to the first
hibernation depends strongly on several environmental
factors such as food conditions, predators, vegetation,
and weather.

It is possible that the energy required for the amphibi-
ans’ growth was used for detoxication of the active sub-
stances. Organisms need a lot of energy to metabolise
xenobiotics in their detoxication processes.

The fact that pesticide treatment leads to activation of
the tadpoles’ enzyme system of glutathione S-trans-
ferases (GST) points to detoxication of the xenobiotics
since the GST-system is involved in the metabolism of
tested substances. The GST-isoenzymes of the am-
phibian larvae reacted significantly to pesticide con-
centrations and exposure times even before the ap-
pearance of toxic effects.

Higher basic GST-activities were measured in tadpoles
of B. variegata compared to R. arvalis in the unpollu-
ted situation of controls. Identical concentrations of IPU
and also cypermethrin evoked a significantly stronger
GST-activation in B. variegata compared to R. arvalis.
This is proof of the more intensive detoxication process
of the yellow-bellied toads.

The active substance a-cypermethrin, that causes
stronger insecticidal effects, also induced a stronger ac-
tivation of the GST-isoenzymes than cypermethrin.

Itis necessary to investigate the ecotoxic effects of the
formulated commercial products as well as the active
compounds of pesticides because the former are the
environmentally relevant mixtures. In comparison with
effects of the commercial products TOLKAN FLO® and
FASTAC SC® on GST-isoenzymes, pure active sub-
stances isoproturon and a-cypermethrin provoked a
stronger enzymatic response in the tadpoles. In con-
trast, the phenyl urea herbicide FENIKAN® evoked
stronger activation of the tadpoles’ GST system than
pure IPU. The effects of the active substances in the
commercial products were obviously influenced by the
addition of emulsifiers. Furthermore, the mechanisms
of chemical and toxic interactions in mixtures are not
fully understood. The effects of the mixtures on non-tar-
get organisms must be investigated in order to assess
their ecotoxic effects.

The results of enzymatic and toxic studies connected
with pesticide concentrations measured in the field
show that environmentally relevant concentrations of
pollutants pose a risk for amphibians. In order to sup-
port the successful reproduction of amphibians — es-
pecially of the endangered species — the management
of agricultural areas in the ranges of distribution of these
amphibian species must be made more environmentally
compatible.

ZUSAMMENFASSUNG
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Im vergangenen Jahrzehnt wurden in vielen Teilen der
Welt drastische Bestandsriickgange, Arealeinbufien
und das Verschwinden ganzer Populationen von Am-
phibien verzeichnet und eine Vielzahl von Ursachen fiir
diese Entwicklung untersucht. In Europa sind Amphi-
bienpopulationen nachweisbar aufgrund anthropogener
Einflisse im Rickgang begriffen (HALLEY et al., 1996;

o

_:.;;st:.fir.

.

1960-1989 : = i

aﬁ"

Abb. 1: Vorkommen der Rotbauchunke (Bombina bombina) im
Land Brandenburg.(Darstellung der Fundmeldungen im Zeitraum
1960-1989 und 1990-1995 im Messtischblattquadrantenraster)
Quelle: Atlas Herpetofauna 2000 ~ www.herpetopia.de

Dabei ist neben der Zerstérung und Fragmentierung der
Habitate vor allem die Beeintrachtigung der Laichge-
wasser ein bedeutender Faktor. Die aquatischen Ha-
bitate der Amphibien sind durch die land- und forst-
wirtschaftliche Nutzung der Landschaft stark geprégt
(SCHAFER & KNEITZ, 1993). Amphibienpopulationen
reagieren auf die Belastung ihrer Reproduktionsge-
wasser mit Pestiziden und Stickstoffdiingemitteln be-
sonders empfindlich (HALL & HENRY, 1992; HECNAR,
1995). So ist aufgrund der raumlichen und zeitlichen Ko-
inzidenz der Friihjahrsapplikationen der Pestizide mit
der Laich- und Larvalentwicklung der Amphibien zu ver-
muten, dass die Reproduktion der Amphibien durch den
Eintrag von Pestiziden in die Laichgewasser beein-
trachtigt wird. In Abhangigkeit von den Chemikalienei-
genschaften, den Witterungsbedingungen und Appli-
kationstechniken geht ein mehr oder minder grofier

Einleitung

BAKER, 1997). So sind in Brandenburg z.B. die Be-
stande der Rotbauchunke — einer Amphibienart, die
noch vor wenigen Jahrzehnten zu den charakteristi-
schen und haufigen Arten im Nordostdeutschen Tiefland
zahlte — vom Aussterben bedroht (SCHNEEWEISS,
1996; Abb. 1).
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Anteil wahrend oder nach der Ausbringung von Pflan-
zenschutzmitteln in die angrenzenden Okosystem-
komponenten verloren. Bedeutende Eintragswege sind
dabei der Oberflachenabfluss sowie Spriihabtrift und
Eintrdge Uber Drainagen (LIER & SCHULZ, 1995).
Etwa ein Promille der Aufwandmenge — das sind ca.
30 t Pflanzenschutzmittelwirkstoffe — gelangt jahrlich in
Deutschland in die Oberflachengewasser (UBA, 2000).

31 Untersuchte Pestizidwirkstoffe und
deren Freilandkonzentrationen

Isoproturon — 3-(4-Isopropylphenyl)-1,1-dimethylharn-
stoff — (Abb. 2) gehdrt zu den Phenylharnstoftherbiziden,
die im Vor- und Nachauflauf zur Kontrolle von Gréasern
und Ackerkrautern in Weizen, Gerste, Roggen und
Triticale eingesetzt werden. Isoproturon (IPU) ist ein se-
lektiv wirkendes systemisches Herbizid, das von den

EINLEITUNG
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Wurzeln der Pflanzen absorbiert und dann schnell iber
das Xylem zu den Blattern transportiert wird. Dort inhi-
biert es den Elektronentransport der Photosynthese
(BERGER & HEITEFUSS, 1991).

CH,;

N N
Wr e
H;C 0

- Cypermethrin | a-Cypermethrin

Schmelz-
bereich

Dampfdruck

Loslichkeit
in Wasser

log Po/w

10

CH;

Abb. 2: Chemische Struktur von Isoproturon

Mit 165.000 kg/a ist IPU der im Land Brandenburg der-
zeit meistverwendete Herbizidwirkstoff (LUA BRAN-
DENBURG, 2001). Aufgrund der weit verbreiteten An-
wendung und spezifischer Stoffeigenschaften — wie
moderate Persistenz und relativ geringes Adsoptions-
vermdgen (Tab.1) — wurde IPU zu einem bedeutenden
Wasserschadstoff in vielen agrarisch genutzten Ge-
bieten. In Deutschland gelangen jahrlich ca. 2 t IPU in
die Oberflachengewésser (UBA, 2000).

Tab. 1: Physiko-chemische Eigenschaften der
untersuchten Wirkstoffe

156 °C 20-40 °C 80,5 °C

32x108hPa 23x109hPa 1,7 x 109 hPa

65 mg/l 0,009 mgl/l 0,002 mgl/l

2,48 6,6 5,16
EINLEITUNG

In Abhéngigkeit von den Niederschlagen, den Boden-
bedingungen und dem Vorhandensein von Drainagen
kann die IPU-Konzentration im Oberflachenabfluss
(Runoff) bis zu 110 pg/l (PATTY & GRIL, 1995) und im
Drainagewasser bis zu 465 pg/l (HARRIS, 1995) be-
tragen. Auch wenn die Bewirtschafter den Regeln guter
landwirtschaftlicher Praxis folgen, kann IPU nach der
Applikation in Wintergetreide (auf drainierten lehmigen
Bdden) in betrachtlichen Konzentrationen in nahe ge-
legene Bé&che und Graben gelangen (JOHNSON et al.,
1996).

Eine sowohl in der Landwirtschaft (Baumwolle, Mais,
Getreide) als auch in der Forstwirtschaft (Waldbau)
sehr haufig angewandte Gruppe von Insektiziden ist die
der synthetischen Pyrethroide. Die insektizide Wirkung
beruht auf den neurotoxischen Eigenschaften der Py-
rethroide. Sie verzégern das Schliefen der Natrium-
kanéle in der Plasmamembran von Nervenzellen, was
zur Dauererregung der Nervenfasern und Reiz-
Uberempfindlichkeit flihrt (FENT, 1998).

Cypermethrin (RS-cyano-3-phenoxybenzyl(1RS)-cis,
trans-3(2,2-dichlorvinyl)-2,2-dimethyl-cyclopropancar-
boxylat) gehért zu den cyano-substituierten Pyrethro-
iden vom Typ Il und ist ein représentativer Vertreter der
Pyrethroid-Klasse insgesamt (SOLOMON et al., 2001)
(Tab.1). Die Toxizitat des Cypermethrins resultiert
hauptsachlich aus der Wirkung seiner cis-Isomere
(WHO, 1992). a-Cypermethrin ist ein Razemat zweier
cis-lsomere der 8 Stereoisomere des Cypermethrins
(Abb. 3), woraus sich die Ahnlichkeit der physiko-che-
mischen Eigenschaften erklart. Die biologisch aktivere
Substanz scheint a-Cypermethrin zu sein. Deshalb ist
die Applikationsrate von a-Cypermethrin mit 5-30 g
Wirkstoff/ha geringer als bei Cypermethrin mit 10—
200 g Wirkstoff/ha. Pyrethroide gelangen hauptséchlich
uber Runoff oder Spriihabdrift in die Gewésser (LIESS
& SCHULZ, 1995). In den Oberflachenschichten kon-
taminierter Kleingewésser wiesen GARFORTH &
WOODBRIDGE (1984) sowie PEARSON (1990) bis zu
30 % der applizierten Menge an a-Cypermethrin nach.
Im Land Brandenburg ist a-Cypermethrin mit 792 kg/a
der am haufigsten angewandte Pyrethroidwirkstoff (LUA
BRANDENBURG, 2001).



Cl (aR)

(18, trans)

cl/ (aS)

(1S, trans)

Abb. 3: Chemische Struktur der 8 Stereoisomere des Cyper-
methrins.

a-Cypermethrin ist ein Razemat der beiden eingerahmten cis-
Isomere.

Die hoheren Applikationsraten von Cypermethrin (100 g/
ha) bewirkten beispielsweise, dass 4 h nach dem Uber-
sprlihen von Kleingewassern in 2,5-10,0 cm Wasser-
tiefe eine Wirkstoffkonzentration von 100 pg/l gemes-
sen wurde (CROSSLAND, 1982). Im extrem diinnen
Oberflachenfilm (0,05 mm) wurden unmittelbar nach der
Applikation 24 mg/l Cypermethrin detektiert, binnen
einer Woche sanken die Werte auf 50 ug/l. Innerhalb
der ersten Stunde nach der terrestrischen Applikation
von Cypermethrin in einem Weinberg wurden in einem
angrenzenden Graben unmittelbar unter der Wasser-

oberflache 0,2 bis 1,7 pg/l Cypermethrin gefunden
(BENNETT et al., 1980). Dabei wurden keine Verhal-
tensabnormitaten und lethalen Effekte an Freilandpo-
pulationen von Fischen und Amphibien beobachtet.
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3.2 Toxizitat

Im Gegensatz zu den Freilanduntersuchungen von
BENNETT et al. (1980) haben Laborstudien gezeigt,
dass synthetische Pyrethroide auf Fische, Amphibien
und viele aquatische Invertebraten toxisch wirkten
(MAYER & ELLERSIECK, 1986, BRADBURY &
COATS, 1989). BERRILL & BERTRAM (1997) schluss-
folgerten aus den Ergebnissen ihrer Untersuchungen
zur Wirkung verschiedener synthetischer Pyrethroide
auf Embryonen und Larven von fiinf in Nordamerika be-
heimateten Amphibienarten, dass auch geringe Belas-
tungslevel ein Risiko fir die Amphibienlarven darstell-
ten. Bei geringen Pyrethroidkonzentrationen wiesen
die frisch geschllipften Larven Lahmungserscheinungen
auf, von denen sie sich im Laufe ihrer weiteren Ent-
wicklung nur allmahlich erholten. Bei hoheren Dosen
wurden auch tote Individuen beobachtet.

Cypermethrin ist als hoch toxisch in Bezug auf aqua-
tische Arthropoden, Fische und Bienen einzustufen,
Végel und Séuger kdnnen dieses Pyrethroid ver-
gleichsweise besser metabolisieren (WHO, 1989). Auf-
grund der LDsp-Werte nach subkutaner Applikation von
Cypermethrin bei zwei nordamerikanischen Amphi-
bienarten (Rana pipiens und Rana catesbeiana) pos-
tulierten COLE & CASIDA (1983), dass die Sensitivitat
von Fréschen eher denen von Insekten als denen von
Méusen und Ratten ahnelt. Die einzig verfligbaren To-
xizitatsdaten der Effekte von Cypermethrin auf in Eu-
ropa beheimatete Amphibienarten erstellite PAULOV
(1990). Er beschrieb beeintrachtigende Wirkungen von
Cypermethrin (z.B. Verhaltensabnormitaten und Wachs-
tumsverzdgerungen) fir Larven des Grasfrosches
(Rana temporaria), wobei signifikante Effekte meist
erst bei Konzentrationen auftraten, die oberhalb der
umweltrelevanten Bereiche lagen. Eine Vielzahl von Un-
tersuchungsergebnissen existiert zur Sensitivitat aqua-
tischer Invertebraten (Crustaceen, Insekten, Arachni-
den, Mollusken) gegeniiber Cypermethrinbelastungen
(WHO, 1989). Dabei erwiesen sich marine Crustaceen
mit 96-h LCso-Werten um 0,01 g/l Cypermethrin be-
sonders sensitiv. Fir verschiedene Fischarten (Forel-
len, Karpfen, Plotzen) wurden in Abhéngigkeit vom
Korpergewicht 96-h LCg5-Werte im Bereich zwischen
0,4 und 2,8 pg/l Cypermethrin ermittelt (WHO, 1989).
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Die Toxizitat von a-Cypermethrin unterschied sich bei
den meisten untersuchten Organismen kaum von der
des Cypermethrins (WHO, 1992). Hohere akute a-Cy-
permethrin-Toxizitdtswerte ergaben sich nur fir Kom-
postwlrmer (Eisenia foetida) (INGLESFIELD & SHER-
WOOD, 1983) und Dickkopfelritzen (Pimephales
promelas) (STEPHENSON, 1983). Fur zwei Amphi-
bienarten (Rana pipiens und Rana catesbeiana) be-
schrieben COLE & CASIDA (1983) eine stérkere toxi-
sche Wirkung der cis-Isomere im Vergleich zu den
trans-Isomeren des Cypermethrins. Weiterhin belegten
die Autoren fiir Cyano-Pyrethroide wie Cypermethrin
und Deltamethrin eine verstarkte Sensitivitat von Am-
phibienlarven im Vergleich zu adulten Tieren. Die Sen-
sitivitat einzelner Entwicklungsstadien der Amphibien
gegentiber Pestiziden differierte sehr stark in Abhan-
gigkeit von den geprtiften chemischen Substanzen und
den getesteten Arten.

Auf der Grundlage der Ergebnisse der Wirkung ande-
rer Pyrethroide vom Typ Il (Deltamethrin, Esfenvalerat)
auf Amphibienlarven wurde in der Literatur auf das Ge-
fahrenpotential dieser Stoffe in naturlichen FlieR- und
Standgewassern hingewiesen (SALIBAN, 1992; MA-
TERNAet al., 1995). Besonders Esfenvalerat konnte in
aquatischen Habitaten Konzentrationen erreichen, die
Verhaltensabnormitaten, Gewichtsverlust und Entwick-
lungsverzdgerungen bei Amphibienlarven verursachten
(MATERNA et al., 1995). Auf indirekte Effekte fiir adul-
te Amphibien (z.B. Bufo fowleri) durch Aufnahme von
Fenvalerat-kontaminierter Nahrung (Grashtipfer, Kéfer)
wiesen BENNETT et al. (1983) hin. Infolge einer Fen-
valeratkontamination (bis zu 6,2 g/l Fenvalerat im
Freiwasser) eines Baches nach Runoff-Eintrag von
einer anliegender Agrarflache beschrieb LIER (1993) be-
eintrachtigende Effekte auf die Makroinvertebratenge-
meinschaft des FlieRgewassers wie Verénderung der
Dominanzstrukturen in bestimmten Gewasserab-
schnitten durch erhohte Mortalitadt und verminderte
Schlupfraten z.B. bei Limnephilus lunatus bzw. Drift bei
Gammarus pulex.

Da in der Agrarlandschaft eine Vielzahl von Stressfak-
toren Entwicklung und Wachstum der Anurenlarven
beeinflussen kénnen (BISHOP et al., 1999), ist es not-
wendig, die Wirkung der einzelnen Faktoren mit Hilfe
von Freiland- und Laborexperimenten zu trennen. Um
die umweltrelevanten Effekte der Pestizide auf die



aquatischen Lebensstadien von Amphibien abzu-
schatzen, miissen neben den Wirkstoffen auch die
Handelsprodukte getestet werden (MANN & BIDWELL,
1999).

33 Biotransformation

Der Anteil der Pestizide an der Gesamtheit der in die
Umwelt eingetragenen anthropogenen Stoffe ist auf-
grund der Vielzahl von Substanzen und ihrer weit ver-
breiteten Anwendung betrachtlich. Pro Jahr werden al-
lein in Deutschland ca. 30000 t Pestizidwirkstoffe
appliziert (UBA, 2000). Da die Akkumulation dieser Xe-
nobiotika (griech: xenos bios = der Natur fremd) im Or-
ganismus sowohl auf DNA-Ebene als auch im Stoff-
wechsel der Zellen zu Schadigungen fihren kann
(KAUFMAN et al., 1976; KEITH & DIRHEIMER, 1995),
mussten die Organismen im Laufe der Evolution ge-
eignete Schutzmechanismen gegeniiber schadlichen
Fremdstoffen entwickeln. Mit Hilfe der phylogenetisch
sehr alten Biotransformationsenzyme sind die Orga-
nismen in der Lage, die meist lipophilen Xenobiotika in
polare, gut wasserldsliche Verbindungen umzuwan-
deln. Biotransformationsenzyme sind in allen Zellen der
Organismen anzutreffen, bei Tieren ist die katalytische
Aktivitat in den Leberzellen besonders hoch. Viele Bio-
transformationsenzyme weisen eine breite Substratak-
zeptanz auf. So kénnen Enzymsysteme, die im endo-
genen Stoffwechsel der Zellen eine Rolle spielen, neben
Naturstoffen auch Xenobiotika umsetzen.

Zur Beschreibung der Biotransformationsprozesse dient
ein 3-Phasen Modell:

Phase |

umfasst die Aktivierung der Xenobiotika durch Reduk-
tionen, Hydrolysen und vor allem Oxidationen. Letzte-
re werden insbesondere durch Cytochrom P-450 ab-
hangige Monooxygenasen katalysiert, die speziell in der
Leber von Vertebraten, aber auch in Invertebraten,
Pflanzenzellen, Hefepilzen und Bakterien vorkommen.

Phase Il

beschreibt Konjugationsreaktionen der aktivierten Xe-
nobiotika mit unterschiedlichen endogenen Substraten
(z.B. Glutathion, Glucoronsaure), die durch spezifische
Transferasen katalysiert werden.

Phase llI

schlieBt Exkretions- und Depositionsvorgénge der in
den Phasen | und Il transformierten Xenobiotika ein, die
nun meist wasserldslicher sind.

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollten neben der
Dokumentation der toxischen Wirkungen der Pestizide
auch deren Effekte auf die Biotransformationsenzyme
der Amphibienlarven untersucht werden, um abzu-
schatzen, inwieweit die Organismen in der Lage sind,
die Pestizide zu metabolisieren. Eine Mdglichkeit der
Biotransformation der untersuchten Pestizide ist die
Konjugation an das Tripeptid Glutathion (GSH - be-
stehend aus y-Glutaminséure, Cystein und Glycin), die
von der Glutathion-S-Transferase (GST) katalysiert
wird. Die Aktivitat der GST ist also ein Mal} dafir, in-
wieweit die Organismen in der Lage sind, die Xeno-
biotika auf diesem Wege zu metabolisieren. Dabei er-
maglicht die hdhere Hydrophilie des Konjugates dessen
Exkretion aus dem Organismus und somit eine Entgif-
tung.

Nachweise der Metabolisierung und Biotransformation
von IPU mittels des GSH/GST-Systems wurden in
Pflanzen (Alopecurus myosuroides) (READE & COBB,
2002) und in Lebergewebe von Ratten (HAZARIKA &
SARKAR, 2001) erbracht. Auch Cytochrom P-450 ab-
hangige Monooxygenasen (Phase |-Enzyme) sind in
den IPU-Metabolismus involviert (HAAS, 1997), indem
sie die elektrophilen Bindungsstellen im Molekill als Vor-
aussetzung fir die GSH-Konjugation schaffen.

Die Konjugation von Glutathion an Cypermethrin direkt
oder an die nach Spaltung der Esterbindung vorhan-
denen Metaboliten Phenoxybenzoe-Séure (PBA) und
Cyclopropancarboxylsaure (CPA) (Abb. 4) iiber Additi-
ons- und Substitutionsreaktionen beschrieben GOW-
LAND et al. (2002) fiir die Strandkrabbe Carcinus mae-
nas. Sie bestatigten die verbesserte Wasserldslichkeit
des Cypermethrins bzw. seiner Metaboliten, was deren
Exkretion forderte.
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Abb. 4: Mdglicher erster Schritt des Metabolismus’ von
Cypermethrin durch Spaltung der Esterbindung

Auch fiir die Regenbogenforelle existieren Hinweise der
Biotransformation des Cypermethrins (ber die Konju-
gation an Glutathion (Phase Il) nach vorheriger Oxida-
tion durch Cytochrom P-450 abhangige Monooxyge-
nasen — Enzymgruppen der Phase | (DAVIES et al.,
1994).

Die ubiquitare GST ist in der Lage fiir eine Vielzahl elek-
trophiler Komponenten, einschliellich Herbiziden und
Insektiziden, die Konjugation an Glutathion zu kataly-
sieren (HAYES & WOLF, 1988; BUCCIARELLI et al.,
1999; GLARGEN et al., 1999), was die Vielfalt der
Isoenzyme verdeutlicht. Die meisten GST-Isoenzyme
liegen im Cytosol geldst vor (sGST). Eine membran-
gebundene GST (mGST) konnte aus dem Lebergewe-
be verschiedener Saugetiere (z.B. Ratten; DEJONG et
al., 1988) und auch aus der Leber des Krallenfrosches
(SUN et al., 1998) isoliert werden. Die cytosolischen
Isoenzyme werden aufgrund &hnlicher Aminoséurese-
quenzen und Substratspezifitaten in mindestens sechs
unterschiedliche Klassen eingeteilt: a, p, 1, 6, {und
o (EATON & BAMMLER, 1999).
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Verglichen mit der GST von S&ugern ist iber die der
Amphibien relativ wenig bekannt (BUCCIARELLI et al.,
1999). Bisherige Untersuchungen zielten auf die Isola-
tion und Identifikation verschiedener GST-Isoenzyme in
Amphibien (DI ILIO et al., 1992; GRUNDY & STOREY,
1998). Eine Verénderung des GST-Musters bei Am-
phibien zwischen dem Embryonalstadium und den
Adulti wurde fiir Bufo bufo beschrieben, bestimmte — der
TeKlasse zugehdrige — Isoenzyme der spateren Ent-
wicklungsstadien (bbGST P2-2) schienen mit hoherer
Effizienz gegen toxische Effekte der reaktiven Meta-
boliten der Xenobiotika zu wirken (BUCCIARELLI et al.,
1999). Deshalb sollten im Rahmen der hier vorgeleg-
ten Arbeit die Effekte der Pestizidbelastung auf die
GST-Aktivitat in verschiedenen Entwicklungsstadien
der Amphibien untersucht werden.

34 Testorganismen

Gegenwartig wird der FETAX-Tests (Frog Embryo Te-
ratogenesis Assay-Xenopus Test; DAWSON & BANT-
LE, 1987) als standardisiertes Hilfsmittel zur Unter-
suchung einer Vielzahl biologischer Prozesse an



Amphibien genutzt. Der als Testspezies verwendete
Krallenfrosch (Xenopus laevis) bietet aufgrund artspe-
zifischer Eigenschaften wie aquatiler Lebensweise,
ganzjahriger Stimulierbarkeit der Reproduktion oder
rascher Embryonalentwicklung gute Voraussetzungen
sowohl teratogene Wirkungen als auch akute und chro-
nische Xenobiotikabelastungen zu untersuchen. Je-
doch scheint er gegeniiber verschiedenen Umwelt-
kontaminanten toleranter zu reagieren als viele
einheimische Amphibienarten (BIRGE et al., 2000).

Insbesondere in Hinsicht auf die im Rahmen dieser Stu-
die untersuchten Pestizidwirkstoffe bestand der Ver-
dacht, dass die einheimischen européischen Arten
(Abb. 5) empfindlicher auf die Xenobiotikabelastung rea-
gieren als der sudafrikanische Krallenfrosch. So be-
legten RUDEK & ROZEK (1992), dass das a-Cyper-
methrin-Praparat FASTAC 10 EC® im Vergleich zu
Xenopus laevis bei Larven des Grasfrosches (Rana
temporaria) weitaus starkere mutagene Effekte verur-
sachte.

Eine besonders sensitive einheimische Art scheint die
Rotbauchunke (Bombina bombina) zu sein (SCHIE-
MENZ, 1979; HERRMANN, 1988; SCHNEEWEISS,
1993). Nach dem Verlust ihrer urspriinglichen Habita-
te in den Flussauen nutzt sie die Kleingewasser der
Agrarlandschaft als Reproduktions- und Lebensraum
und ist dort den genannten Gefahrdungen ausgesetzt.
Die nordwestliche Arealgrenze des Verbreitungsgebie-
tes der Rotbauchunke hat sich schon bis zur nieder-
séchsischen Elbtalaue verschoben, die Bestande in
Siidschweden sind bereits erloschen, die Vorkommen
im stdlichen Dénemark sind erheblich reduziert, sodass
ohne MaRnahmen zum Bestandsschutz ein Uberleben
der Populationen nicht méglich ist. Im Land Branden-
burg erloschen seit Anfang der 1960er Jahre etwa 30 %
der Rotbauchunkenpopulationen (SCHNEEWEISS,
1996; Abb. 1). So wird Bombina bombina sowohl in der
Roten Liste des Landes Brandenburg als auch fiir das
gesamte Bundesgebiet als ,vom Aussterben bedrohte
Art* gefiihrt. Mit der Verabschiedung der Fauna-Flora-
Habitat-Richtlinie (FFH) der Européischen Union (Richt-
linie 92/43/EWG des Rates vom 21.05.1992 zur Er-
haltung der natirlichen Lebensrdume sowie der
wildlebenden Tiere und Pflanzen) wurden die Voraus-
setzungen geschaffen, die Uberregional gefahrdete
Rotbauchunke und deren Lebensraum adaquat zu
schitzen.

Abb. 5: Untersuchte Amphibienarten: Rotbauchunke (Bombina-
bombina), Moorfrosch (Rana arvalis), Gelbbauchunke (Bombina
variegata)

(Fotos: M. Bieszchadsky, K. Greulich, S. Timofejew)
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Eine der Rotbauchunke sehr nah verwandte Art ist die
Gelbbauchunke (Bombina variegata). In der langen
Kontaktzone ihrer Verbreitungsgebiete, die beidseitig
des Karpatenbogens und am Siidrand des Donau-
beckens verlauft, kommt es zur Hybridisierung beider
Unkenarten (GOLLMANN, 1987; SZYMURA, 1993).
Da auch die Gelbbauchunke urspriinglich die im Zuge
der Auendynamik der Fliisse und Béche entstandenen
temporéaren Kleingewéasser als Reproduktions- und Le-
bensraum nutzte, sind mit deren Verschwinden seit An-
fang des 20. Jahrhunderts auch die Bestande von B.
variegata rapide zurlickgegangen. Ehemals geschlos-
sene Verbreitungsgebiete entwickelten sich zu kleinen
Enklaven, sodass die Einzelpopulationen oftmals stark
isoliert sind. Deshalb wird die Gelbbauchunke in der
Roten Liste der Bundesrepublik Deutschland als stark
gefahrdete Art eingeordnet. Bereits FELDMANN (1979)
wies auf die mégliche Gefahrdung von B. variegata
durch Pestizidbelastung der Laich- und Aufenthaltsge-
wasser hin.

Die Hauptverbreitungsgebiete des Moorfrosches (Rana
arvalis) liegen in Nord- und Ostdeutschland. Im restli-
chen Bundesgebiet ist er eher llickenhaft vertreten und
darum in der Roten Liste Deutschlands in die Katego-
rie ,stark gefahrdet® einzuordnen. Bevorzugt besiedelt
der Moorfrosch Habitate mit hohem Grundwasserstand
(Niedermoore, Bruchwalder, Nasswiesen). Wie die Rot-
bauchunke ist auch er in den intensiv ackerbaulich ge-
nutzten, kleingewasserreichen Grundmoranen des
Nordostdeutschen Tieflandes anzutreffen und dort den
beschriebenen Geféhrdungen ausgesetzt (BERGER
et al., 1999).

3.5 Ziele der Arbeit

Aufgrund der rdumlichen und zeitlichen Koinzidenz der
Applikation von Pestiziden im Nachauflauf im Frihjahr
mit der Laich- und Larvalentwicklung der Amphibien
wurde die Hypothese formuliert, dass der Reprodukti-
onserfolg durch den Eintrag von Pestiziden in die Ge-
wasser beeintrachtigt wird.

In Abhangigkeit vom Ertragspotential der Béden unter-
liegen die kleingewasserreichen Grundmoranenplatten
Nordostdeutschlands groRtenteils intensiver landwirt-
schaftlicher Nutzung. Gleichzeitig sind diese Acker-
baustandorte wesentliche Verbreitungszentren einhei-
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mischer Amphibienarten (SCHNEEWEIR, 1996). An
einem solchen, von intensiver agrarischer Nutzung um-
gebenen Gewasser soll das Arteninventar an Amphibien
aufgenommen werden. Im Rahmen dieser Studie wer-
den alle Untersuchungen mit drei einheimischen euro-
paischen Arten (Bombina bombina, Bombina variegata,
Rana arvalis) durchgefiihrt. In der Literatur liegen bis-
her meist nur Informationen zur Pestizidwirkung auf in
Nordamerika beheimatete Amphibienarten vor.

Da Angaben zu Freilandkonzentrationen der ausge-
wahlten Pestizidwirkstoffe (Isoproturon und Cyperme-
thrin) bisher meist nur fir spezielle Einzelfélle — z.B.
worst-case Situationen nach bewusstem Uberspriihen
von Kleingewassern oder Konzentrationsangaben aus
Weinbaugebieten mit den entsprechenden Hanglagen
—vorliegen, sollen in enger Zusammenarbeit mit einem
landwirtschaftlichen Betrieb die realen Freilandkon-
zentrationen in einem Kleingewasser inmitten intensi-
ver agrarischer Nutzung analysiert werden. Nach den
unter Einhaltung der Regeln guter landwirtschaftlicher
Praxis vorgenommenen Pestizidapplikationen werden
die umweltrelevanten Freilandkonzentrationen der Wirk-
stoffe ermittelt.

Basierend auf diesen Ergebnissen wird mit Hilfe von
14C-markierten Substanzen untersucht, ob Laich und
Larven der Amphibien die Pestizidwirkstoffe absorbie-
ren und wie die Kinetik der Aufnahme verlauft.

Da in der Literatur bisher keine Informationen zu Ef-
fekten von IPU auf Amphibien vorliegen und Untersu-
chungen zu toxischen Wirkungen von Pyrethroiden
(u.a. auch Cypermethrin) auf nordamerikanische Am-
phibienarten Effekte erst bei Uberschreitung umwelt-
relevanter Konzentrationsbereiche zeigten, soll im Rah-
men dieser Studie untersucht werden, ob IPU und
Cypermethrin die Larvalentwicklung einheimischer eu-
ropaischer Amphibienspezies beeintrachtigen. In Ab-
hangigkeit von Wirkstoffkonzentration und Expositi-
onszeit werden die Schlupfraten des Laichs,
morphologische Veranderungen und Verhaltensabnor-
mitaten der Larven in verschiedenen Entwicklungssta-
dien bis zur Metamorphose protokolliert und bewertet.

Da Cytochrom P-450 abhangige Monooxygenasen
(Phase I-Enzyme) in den IPU-Metabolismus involviert
sind, sollen (in begrenztem Umfang) die IPU-Metabo-
liten analysiert werden.



Aufgrund von Hinweisen in der Literatur, dass die un-
tersuchten Wirkstoffe mittels Glutathion-Konjugation
metabolisiert werden konnen (IPU z.B. in Lebergewe-
be von Ratten, Cypermethrin in der Regenbogenforel-
le), wird geprUft, ob die GST-Aktivitat der Amphibien in
Abhangigkeit von Dosis und Dauer der Pestizidbelas-
tung Verdnderungen aufweist. Dabei soll herausgear-
beitet werden, ob die GST die Funktion eines Biomar-
kers fiir Belastungen Gbernimmt, bei denen noch keine
toxischen Wirkungen auf Amphibien zu verzeichnen
sind. Die bisher vorliegende Datenbasis zur Nutzung
von Biotransformationsenzymen als Biomarker fir die
Belastung von Amphibien ist als sehr lickenhaft zu be-
urteilen (HENRY, 2000).

Neben der Untersuchung der Effekte der Wirkstoffe auf
Amphibien ist es notwendig auch die handelsublichen
Pflanzenschutzmittel zu testen, da diese Mixturen aus
Wirkstoffen und Formulierungssubstanzen die eigent-
lich umweltrelevanten Stoffgemische sind.

Im Zusammenspiel der toxischen Effekte und der Wir-
kungen auf das Phase II-Enzymsystem soll abgeschatzt
werden, ob umweltrelevante Konzentrationen von IPU
oder Cypermethrin ein Gefahrdungspotential fir die
erfolgreiche Entwicklung der Amphibienlarven darstel-
len. Damit soll einer der mdglichen Griinde fiir den
Rickgang der Amphibienpopulationen — die Sensitivitat
der Larvalstadien einheimischer Amphibienarten ge-
genliber haufig angewandten Pestiziden — gezielt durch
Experimente in umweltrelevanten Schadstoffkonzen-
trationen eingegrenzt werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen gilt es, Mdglichkei-
ten einer nachhaltigen Bewirtschaftung der Flachen in
Verbreitungszentren sensitiver Amphibienarten vorzu-
schlagen und Finanzierungsmdéglichkeiten aufzuzei-
gen, um Okologische und 6konomische Belange mit-
einander zu verknipfen.
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4 | Material und Methoden

41 Material
411 Gerate
HPLC Waters

mit 996 Dioden Array Detektor
LiChrospher 100 RP-18 Saule (250 x 4 mm; 5 um) Merck

Vorséule (4 x 4mm) Merck
Spherisorb ODS Saule (250 x 4,6 mm; 2,5 um) Sykam
HPLC Shimadzu
mit [14C] Yttrium-Glas Scintillationszahler Berthold
Spherisorb ODSII Saule (250 x 4,6 mm; 3 um ) Merck
Leitfahigkeitsmessgeréat WTW
pH-Meter WTW
Rotor 70.1 Beckman
Sauerstoffmessgerat WTW
Scintillationszahler LSC 1900 TR Packard
Scintillationszahler 1409 Wallac
Sep-Pak Extraktionssaulen Waters
Spektrophotometer Uvikon 922 Kontron
Ultrazentrifuge Optima L-60 Beckman
Photometer PT-3 Macherey & Nagel
Photometer Uvicon

Radiochemikalien

14C- IPU 3-(4-Isopropyl-[14C]-phenyl)- 3,965 MBqg/mg International Isotope
1,1-dimethylharnstoff Reinheit > 97% Germany

14C- Cypermethrin  R-cyano-3-phenoxybenzyl(1R)- 4,625 MBq/mg International Isotope
cis-3(2,2-dichlorvinyl)-2,2- Reinheit > 95% Germany

dimethyl-[14C]-cyclopropan-carboxylat

18 MATERIAL UND METHODEN



41.3 Chemikalien

a-Cypermethrin R-cyano-3-phenoxybenzyl(1R)-cis-3(2,2-dichlorvinyl)- Fluka
2,2-dimethylcyclopropancarboxylat

Bradford Reagenz Sigma
Brij-35 Polyoxyethylenlaurylether Fluka
CaCl, Kalziumchlorid Merck
CDNB 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol Fluka
CH;CN Acetonitril Roth
CH;0H Methanol Roth
Cypermethrin R-cyano-3-phenoxybenzyl(1R)-cis-3(2,2-dichlorvinyl)- Fluka
2,2-dimethylcyclopropancarboxylat
DCNB 2,4-Dichlor-1-nitrobenzol Fluka
Diflufenikan Fluka
DTE Dithioerythritol Sigma
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure Sigma
FASTAC SC® BASF
FENIKAN® Bayer
Fluorodifen 4-Nitrophenyl-2,2-nitrofluor-methylphenylether Fluka
Glycerol Sigma
GSH Glutathion Sigma
IPU 3-(4-Isopropylphenyl)-1,1-dimethylharnstoff Fluka
Meersalz Aquarienhandel
Na,HPO, Dinatriumhydrogenphosphat Sigma
NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat Sigma
NaHCO; Natriumhydrogencarbonat Merck
NAP-10 Sephadex G-25 Saulen Amersham-Pharmacia
TOLKAN FLO® Bayer
41.4  Puffer
Aufbruchpuffer: Natriumphosphatpuffer, 0,1 M, pH 6,5 20% Glycerol
1,4 mM DTE
1 mM EDTA
Mikrosomenpuffer: Natriumphosphatpuffer, 20 mM, pH 7,0 20% Glycerol
1,4 mM DTE

Cytosolpuffer: Natriumphosphatpuffer, 20 mM, pH 7,0
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14C-IPU

14C-Cypermethrin

sensitive Stadien

IPU

TOLKAN FLO®
FENIKAN®
Diflufenikan
Cypermethrin
FASTAC SC®

a-Cypermethrin
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41.5  Testorganismen

Im Rahmen dieser Studie wurden Laich und Larven der
Rotbauchunke (Bombina bombina), der ihr eng ver-
wandten, in Gefangenschaft aber leichter nachzu-
ziichtenden Gelbbauchunke (Bombina variegata) sowie
des Moorfrosches (Rana arvalis) untersucht (Tab.2).

Tab. 2: Expositionssubstanzen fiir die verschiede-
nen Amphibienspezies

m Rotbauchunke | Gelbbauchunke
X X

<X X X X

X X X X X X X X X

Den gesetzlichen Vorschriften entsprechend wurden vor
Beginn der Experimente Hélterungs- und Versuchsge-
nehmigungen (5.2/315 G 0090/00) sowie eine Erlaub-
nis zur limitierten Entnahme von Laich aus dem Frei-
land (4440-236-NF/030-2000) eingeholt.
4.1.5.1 Halterung von Laich und Larven
Zur Halterung von Laich und Larven der Amphibien wur-
den entionisiertem Wasser

100 mg/l Meersalz

200 mg/I CaCl,. 2 H,0

103 mg/l NaHCO4
zugesetzt. In jedem 10 I-Aquarium befanden sich 20
Larven oder ein Laichklimpchen, die bei einer Was-
sertemperatur von 20 °C und einem Tag/Nacht Rhyth-
mus von 14/10 h gehaltert wurden.
Vor den Expositionen konnten sich die Larven 24 h an
diese Bedingungen akklimatisieren und wurden mit fein
gemahlenem Trockenfutter (Tetramin AZ 40) gefittert.
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4.1.5.2 Beschreibung der untersuchten
Larvalstadien

Die Determinierung der Larvalstadien der Amphibien er-
folgte nach GOSNER (1960).

Um die - hinsichtlich der enzymatischen Reaktion auf
die Belastung mit Xenobiotika — empfindlichsten Pha-
sen der Larvalentwicklung zu ermitteln, wurden acht
Stadien mit folgenden Merkmalen ausgewahlt (Gosner
Stadien 20-27; Abb. 6): frisch geschllipfte Larven mit be-
ginnender Herztétigkeit (Stadium 20), die Entwicklung
der duReren Kiemen (Stadien 21-23), das Erscheinen
der Opercularfalte verbunden mit dem Uberwachsen
der &uleren Kiemen (Stadien 23-25) und schlieBlich die
Entwicklung der Hinterbeinknospen (Stadien 26-27).
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Abb. 6: Untersuchte Entwicklungsstadien der Amphibien
(GOSNER, 1960)



Die infolge der Pestizidwirkung verzeichneten adversen
morphologischen Effekte bei den Amphibien erforder-
ten genauere Untersuchungen der kritischen Phasen
der Embryonal- und Larvalentwicklung. Fiinf Entwick-
lungsstadien wurden nach BRIDGES (2000) gepriift:

+ das Ei-Stadium (EGG; definiert als komplett von der
Eihaut umgebener Embryo),

+ das Embryo-Stadium (EM; definiert als frisch ge-
schlipfter Embryo mit Dottervorrat),

+ die Kombination dieser beiden Stadien (EGG/EM),

+ das Kaulquappen-Stadium (TAD; definiert als frei
schwimmende Kaulquappe) und

+ die Gesamtheit der Entwicklungsstadien bis zur Me-
tamorphose (EGG/EM/TAD).

41.6  Untersuchungsgewasser

Die Freilanduntersuchungen erfolgten in einem land-

wirtschaftlich intensiv genutzten Jungmoranengebiet

norddstlich von Berlin, das sich durch eine Vielzahl

z.T. eiszeitlich geprégter Sélle und Kleingewasser

auszeichnet und elf Amphibienarten — u.a. auch der

Rotbauchunke — Lebensraum bietet. Eines dieser tem-
poraren Kleingewasser — der Thierpfuhl — mit einer Was-
serflache von 0,7 ha und einer maximalen Wassertiefe
von 1,8 m im Frihjahr 2000 wurde fiir die Untersu-
chungen ausgewahlt (Abb. 7).

In der Nahe des Gewassers (ca. 100 m) befindet sich
in einer ehemaligen Parkanlage eines der bevorzugten
Winterquartiere der Amphibien.

Das Untersuchungsgewasser verfligt iiber keinen Puf-
ferstreifen sondern ist unmittelbar von einem ca. 3 ha
groflen Versuchsfeld umgeben, auf dem im Nachauf-
lauf im Friihjahr folgende Pestizide appliziert wurden
(Tab. 3).
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Abb. 7: Untersuchungsgewdsser (Thierpfuhl), Winterquartier der
Amphibien und Migrationswege im Friihjahr
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Tab. 3: Fruchtfolge und Pestizidapplikation auf
dem Versuchsfeld wahrend des Untersuchungs-
zeitraumes

m Pestizid Wirkstoffgehalt applizierte Menge

Sommergerste TOLKAN FLO®

Winterraps FASTAC SC®

Die Auflagen zum Gewésserschutz, die bei der Aus-
bringung dieser Pestizide nach den Regeln guter land-
wirtschaftlicher Praxis zu beachten sind, wurden strikt
eingehalten. Die Entfernung des Spriihfahrzeugs vom
Uferbereich unterschritt zu keinem Zeitpunkt die Distanz
von 15 m bei der IPU-Anwendung bzw. 20 m bei der
Applikation von a-Cypermethrin.

4.2 Methoden

421  Untersuchungen im Freiland

4211 Ermittlung der Wirkstoffkonzentrationen
Zur Dokumentation der Ausgangssituation erfolgte be-
reits zwei Wochen vor dem Spriihtermin eine Entnah-
me von Wasserproben an flinf verschiedenen Stellen
im Gewasser (Publ. I). Weiterhin wurden 0,5; 1; 3; 6;
12; 24; 48 und 72 h nach der Pestizidapplikation, nach
dem ersten Starkregen, der sich 16 d nach der IPU-Ap-
plikation ereignete, und zehn Wochen nach dem Spriih-
termin Wasserproben aus einer Tiefe von ca. 30 cm ent-
nommen.

Zur Verbesserung der Léslichkeit des a-Cypermethrins
im Wasser und zur Vermeidung der Sorption wahrend
der Lagerung und Analyse der Proben wurde unmittel-
bar nach der Entnahme den Wasserproben 1x10-4 mol/l
des Ldésungsvermittlers Brij-35 (Polyoxyethylenlauryl-
ether) zugesetzt (BROUWER et al., 1994).

Die Anreicherung der Pestizidwirkstoffe aus den Was-
serproben erfolgte mit Hilfe einer Flissig/Fest-Phasen-
Extraktion (Sep-Pak, Waters) an mit C-18-Material ge-
fullten Saulen, die mit Methanol und destilliertem
Wasser bei schwachem Vakuum konditioniert wurden.
Jeweils 500 ml der Wasserprobe wurden auf die Saule
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500 g/l Isoproturon

100 g/l a-Cypermethrin

2,51/ha 04.05.2000

0,1 l/ha 01.05.2001

aufgetragen, mit 1 ml Methanol eluiert und anschlieRend
per HPLC (Waters) analysiert (Tab. 4). Dabei wurde ein
Volumen von 100 pl injiziert und mit einem 996 Dioden-
Array-Detektor gemessen. Als Laufmittel kamen Ace-
tonitril und Wasser als lineare Zweistufengradienten
(Tab. 5) zum Einsatz. Die Quantifizierung der Pestizid-
wirkstoffe in den Wasserproben erfolgte entsprechend
einer Kalibrierung.

Tab. 4: HPLC-Ausstattung

Saule LiChrospher 100 RP-18  Spherisorb ODS
(250 x 4 mm, 5 um) (250 x 4,6 mm; 2,5 pym)
Vorsaule (4 x 4mm)

Wellenldnge 240 nm 235 nm

Flussrate 1 ml/min 1 ml/min

Temperatur ~ 40°C 40°C

Tab. 5: Laufmittelgradienten

Isoproturon o-Cypermethrin
tg [min] Acetonitril [%] Wasser[%] | tg [min] Acetonitril [%] Wasser[%]

0 5 95 0 65
15 35 65 3 65
30 60 40 7 70
35 100 0 14 80
45 100 0 30 80
60 B 95 35 65

40 65

35
35
30
20
20
35
35



4.2.1.2 Amphibienspektrum

Zur Erfassung der Anwanderung der Amphibien zum
Reproduktionsgewasser im Frihjahr wurde in Rich-
tung der Winterquartiere ein Folienzaun mit einer L&nge
von ca. 250 m an der Uferlinie des Gewassers errich-
tet. Im Abstand von jeweils 15 m wurden 17 Eimer un-
mittelbar am Folienzaun ebenerdig eingegraben. Die
Kontrolle der Fangeimer erfolgte im Zeitraum vom 1. 3.
bis 23.5.2000 taglich in den Morgenstunden. Dabei
wurden Art, Anzahl, Alter und Geschlecht der Amphibien
erfasst.

4.21.3 Gewasserparameter

Im Zeitraum vom 14.3. bis 23.5.2000 wurden in 14t&-
gigem Rhythmus hydrochemische und -physikalische
Parameter einer Schopfprobe (Entnahme aus ca. 30 cm
Tiefe) des Untersuchungsgewéssers erfasst. Elektrische
Leitfahigkeit, pH-Wert, Wassertemperatur sowie Sau-
erstoffkonzentration und -sattigung wurden direkt vor Ort
mit Elektroden der Fa. WTW gemessen. Die Wasser-
proben wurden dunkel und gekihlt transportiert. Im
Labor erfolgte die quantitative Bestimmung der Nahr-
stoffe (NH4+-N, NO,-N, NOs-N, SRP, TP), von Chlo-
rid und Sulfat photometrisch (Photometer Nanocolor®
PT-3) mit standardisierten Kivettentests der Fa. Ma-
cherey & Nagel. Die Carbonathérte der Wasserproben
wurde titrimetrisch analysiert.

4.2.2  Exposition mit 14C-markierten
Wirkstoffen

Fur die Aufnahmestudien wurden Laich und Larven der
Amphibien mit 14C-markiertem Isoproturon bzw. Cy-
permethrin nach folgendem Schema mit jeweils drei
Parallelen exponiert (Tab. 6).

Nach Ablauf der Expositionszeit wurde der Laich griind-
lich gespiilt, anschlieBend Gallertmasse und Embryo in
einer Petri-Schale vorsichtig getrennt, in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und in Ethylacetat homoge-
nisiert. Mit Hilfe eines Szintillation-Counters (Packard
1900 TR) konnte anschlieBend der radioaktive Gehalt
in Gallert und Embryo gemessen werden. Zur Bestim-
mung der Wiederfindungsrate wurden die Mengen an
Radioaktivitat am Beginn und nach Beendigung der Un-
tersuchung im Medium sowie in den Spiilfliissigkeiten
der Expositionsgefalle und des Laichs analysiert.

Zur Klarung der Aufnahmekinetik und der Untersu-
chung der Isoproturonmetaboliten wurden Amphibien-
larven im Entwicklungsstadium 25 (GOSNER, 1960)
exponiert und anschlieRend — wie fir den Laich be-
schrieben — weiterbehandelt.

Tab. 6: Expositionsschema der 14C-markierten Substanzen

14C- IPU 1 pgll 24 h B. bombina 8 Eier
1 ugll 0,5,1;2;4;6;12; 24 und 48 h B.variegata 8 Larven
1 pgll 48 h B. bombina 8 Larven
B. variegata 8 Larven
14C- Cypermethrin 0,4 ugll 24 h B. variegata 8 Eier
R. arvalis 8 Eier
0,4 pgll 0,5; 1;2; 4; 6; 12; 24 und 48 h B. variegata 8 Larven
R. arvalis 8 Larven
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4221 HPLC-Analyse von 14C-markiertem

Isoproturon

Die Auftrennung und Bestimmung der IPU-Metaboliten
erfolgte an einer HPLC-Anlage (Shimadzu), die mit
einem [14C] Yttrium-Glas Scintillationszahler (Berthold)
ausgestattet war (Tab. 7). Als Laufmittel wurden Ace-
tonitril und Wasser als lineare Zweistufengradienten
nach HOQUE (1998) genutzt.

Tab. 7: HPLC-Ausstattung zur Bestimmung der
14C-markierten IPU-Metabolite

Saule Spherisorb ODS

(250 x 4,6 mm; 3 um)
Wellenlange 240 nm
Flussrate 0,6 ml/min
Temperatur 40°C

4.2.3  Exposition von Amphibienlarven in
Wirkstoffen und Handelsprodukten

Um die Abhangigkeit der Effekte von der Wirkstoffkon-
zentration und der Expositionsdauer zu untersuchen,
wurden Amphibienlarven (Stadium 25) den reinen Wirk-
stoffen (IPU, Diflufenikan, Cypermethrin, a-Cyperme-
thrin) sowie den handelstblichen Pestiziden (TOLKAN
FLO®, FENIKAN®, FASTAC SC®) ausgesetzt. Jeweils
drei parallele Ansétze mit acht Kaulquappen wurden bei
20°C nach folgendem Schema exponiert (Tab. 8).

Da die Cypermethrin-Stammldsung als Lésungsmittel
Acetonitril enthielt, war es notwendig parallel eine wei-
tere Kontrolle mit 100 l/l Acetonitril zu priifen. Nach Ab-
lauf der Expositionszeit wurden Mortalitat, Verhalten und
Deformationen der Kaulquappen protokolliert. An-
schlieend wurden die Larven aus dem Expositions-
medium entfernt, grindlich gewaschen, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Enzympraparation
bei - 80 °C gelagert.

Tab. 8: Expositionsschema der verschiedenen Wirkstoffe und Amphibienarten

m Wirkstoffkonzentration Expositionsdauer _

0; 0,1; 1; 10 und 100 pg/l
0; 0,1; 1; 10 und 100 pg/l

1 ugll
TOLKAN FLO® 0; 0,1; 1; 10; 100 und 1000 pg/l
0; 0,1; 1; 10 und 100 g/l
1 gl
FENIKAN® 0;0,1; 1; 10 und 100 pg/l
Diflufenikan 0; 0,0125;0,125;1,25;12,5 pgll
Cypermethrin 0; 0,001; 0,01; 0,1 und 1 pgl/l
0; 0,01; 0,1; 1 und 10 g/l
0,1 pg/l
0,1 pgll
FASTAC SC® 0; 0,001; 0,01; 0,1 und 1 pg/l

0; 0,01; 0,1; 1 und 10 g/l

o-Cypermethrin 0; 0,01; 0,1; 1 und 10 pgl/l

0,1 pgll
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24 h
24 h
0,5; 2; 6; 24 und 48 h

24 h
24 h
0,5; 2;6; 24 und 48 h

24 h
24 h
24 h
24 h
0,5; 2; 6; 24 und 48 h
0,5; 2; 6; 24 und 48 h

24h
24h

24 h
0,5; 2; 6; 24 und 48 h

Bombina variegata
Rana arvalis
Bombina variegata

Bombina variegata
Rana arvalis
Bombina variegata

Rana arvalis
Rana arvalis
Bombina variegata
Rana arvalis
Bombina variegata

Rana arvalis

Bombina variegata
Rana arvalis

Rana arvalis
Rana arvalis



424  Ermittlung der Schlupfraten

Nach der Entnahme von Laich des Moorfrosches (Rana
arvalis) im Entwicklungsstadium 12 aus einem Klein-
gewasser des Untersuchungsgebietes und einer
24stindigen Akklimatisationsphase im Labor wurden
Portionen des Laichs ber sechs Tage in Konzentra-
tionen von 0,1; 1 und 10 g/l IPU exponiert, fotogra-
fiert und die Schlupfrate protokolliert. In gleicher Weise
erfolgte die Exposition des Laichs in a-Cypermethrin-
Konzentrationen von 0,1; 1 und 10 pg/l iber 48 h.
4.2.5 Exposition verschiedener Entwickungs-
stadien

Um die sensitiven Entwicklungsstadien von Bombina va-
riegata zu ermitteln, wurden in drei parallelen Ansatzen
jeweils acht Larven in den Gosner-Stadien 20 — 27 iiber
24 hin 0,01 pg/l IPU exponiert und die Wirkung der Pes-
tizidbelastung auf die GST-Aktivitat gemessen.

Zur Prifung der kritischen Phasen der Embryonal- und
Larvalentwicklung wurden in drei parallelen Ansatzen
je zehn Eier oder Laven von Rana arvalis im entspre-
chenden Teststadium (EGG; EM; EGG/EM; TAD;

Homogenisierung mit Ultrathorax
Zentrifugation (300 x g; 10 min)

Uberstand

Zentrifugation
(104.000 x g; 1 h)

Pellet
verwerfen
Zellbruchstlicke

EGG/EM/TAD) exponiert. Die Wirkstoffkonzentrationen
im Medium betrugen 0; 10 und 100 pg/l IPU bzw. 0; 0,1
und 1 ug/l a-Cypermethrin. Sobald die Larven das
nachstfolgende Teststadium erreichten (die im EGG-
Stadium exponierten Eier z. B. schllipften und damit das
EM-Stadium erreichten), wurden sie aus dem Exposi-
tionsmedium entfernt und bis zur Metamorphose unter
Bedingungen, wie in Kapitel 4.1.5.1. beschrieben, gehal-
tert. Nach der kompletten Schwanzresorption wurden
Lange und Gewicht der Amphibien gemessen.

4.2.6  Aktivitat der Biotransformationsenzyme

4.2.6.1 Praparation der Enzymextrakte

Die Préparation der mikrosomalen und I6slichen En-
zymextrakte erfolgte nach Methoden von PFLUGMA-
CHER & STEINBERG (1997) sowie WIEGAND et al.
(1999), die fir die Amphibienlarven dahingehend mo-
difiziert wurden, dass das gefrorene Probenmaterial in
25 ml Aufbruchpuffer homogenisiert wurde (Abb. 8).

Abb. 8: Vorgehensweise zur Gewinnung mikrosomaler
und léslicher Enzymextrakte

Pellet

in Mikrosomenpuffer aufnehmen
Homogenisierung

Ammoniumsulfatfallung 0-35%
Zentrifugation (30.000 x g; 20 min)

Uberstand

v

o .

mikrosomaler
Enzymextrakt

Pellet
verwerfen

Uberstand
Ammoniumsulfatfallung 35-80%
Zentrifugation (60.000 x g; 30 min)

o

in Cytosolpuffer aufnehmen
Entsalzung tGber NAP 10 Saule

Pellet Uberstand

verwerfen

|

I6slicher
Enzymextrakt

MATERIAL UND METHODEN

25



- CDNB DCNB Fluorodifen

4.2.6.2 Messung der Enzymaktivitaten

Die Bestimmung der Enzymaktivitaten erfolgte photo-
metrisch nach HABIG et al. (1974) und SCHRODER et
al. (1992) unter Verwendung der Modellsubstrate
1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB), 2,4-Dichlor-1-nitro-
benzol (DCNB) und Fluorodifen. Diese Modellsubstra-
te konjugieren enzymkatalysiert mit Glutathion (GSH).
Die entstandenen Konjugate weisen eine Eigenfarbung
auf und kénnen am Spektralphotometer bei bestimm-
ten Wellenlangen gemessen werden (Tab. 9).

Tab. 9: Testansatz zur Bestimmung der Enzym-
aktivitaten der GST mit verschiedenen Substraten

Substrat 1,0 mM 1,0 mM 0,3mM
NaP 0,1 M pH 6,5 pH 7,5 pH 7,5
GSH 2,0mM 20mM 2,0mM
Wellenlange 340 nm 345 nm 370 nm
Extinktionskoeffizient 9,6 /mmol cm 8,5 I/mmol cm 3,1 /mmol cm

26

Die Substrate wurden in Ethanol geldst und die Reak-
tion durch Zugabe des Enzymextraktes gestartet (Ge-
samtvolumen 1220 pl, Messdauer 5 min). Als Kontrol-
le wurde statt der Probe destilliertes Wasser zugesetzt.
Die Messung erfolgte in drei Parallelen.

4.2.6.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehaltes der Proben er-
folgte nach BRADFORD (1976) photometrisch bei einer
Wellenlange von 595 nm. Anhand der mit BSA-Losung
erstellten Kalibriergeraden konnte der Proteingehalt
der Proben in [mg Protein / ml Extrakt] bestimmt wer-
den. Die Messung erfolgte in drei Parallelen.
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4.2.6.4 Berechnung der Enzymaktivitaten

Die Aktivitat eines Enzyms ist durch die Geschwindig-
keit der katalysierten Reaktion bestimmt. Mit dem Lam-
bert-Beerschen Gesetzes kann die Enzymaktivitat fur
ein bestimmtes Volumen wie folgt berechnet werden:

Volumenaktivitat = (AE*V)/(Ateeed V)
[ukat/ml] = [umol / s * ml]
AE / At Extinktions@nderung pro Zeiteinheit
Vv Gesamtvolumen in der Kiivette [ul]
€ molarer Extinktionskoeffizient des Substrates
[/mmol « cm]
d Schichtdicke der Kiivette [cm]

<

Volumens des Enzymextraktes in der Kivette [pl]

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleis-
ten, wurde die spezifische Enzymaktivitat berechnet:

= Volumenakivitat /
Proteingehalt der Probe
= [ukat /ml] / [mg/ml]

Spezifische Aktivitat

[ukat /mg Protein]

4.2.7  Statistische Priifverfahren

Die statistische Auswertung der Signifikanz der durch
die Wirkung der Pestizide veranderten Enzymaktivita-
ten gegenuber den Werten der Kontrolle wurde mit Hilfe
einer einseitigen Varianzanalyse (ANOVA) und dem
Newman-Keuls-Test, p < 0,05 (SPSS 9.0 fiir Windows)
vorgenommen.

In den Untersuchungen zur Schlupfrate erlaubte die um-
fangreichere Stichprobengroe (n=33) die Signifikanz
der Gewichts- und Langenunterschiede der metamor-
phosierten Amphibien mit Hilfe des Student’s t-Test zu
beurteilen. Da die erhéhte Mortalitat bei den Exposi-
tionen verschiedener Entwicklungsstadien der Amphi-
bien die Anzahl der Stichproben reduzierte, wurden die
Daten mit Hilfe des Fisher-Tests p<0,05 analysiert, der
eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Be-
handlungen auch bei geringem Stichprobenumfang er-
méglicht (BRIDGES, 2000).



5.1 Freilanduntersuchungen

5.1.1  Wirkstoffkonzentrationen nach Freiland-
applikation
5.1.1.1 Isoproturon
Vor dem Spriihtermin des Herbizids TOLKAN FLO® war
an keiner der fiinf Probenahmepunkte IPU nachweis-
bar. Bereits 30 min nach der Applikation wurde in zwei
Wasserproben (Entnahmestellen 1 und 2) IPU gemes-
sen. Im weiteren Verlauf nahmen die IPU-Konzentra-
tionen an allen Probenahmepunkten zu und erreichten
nach dem ersten Starkregenereignis (16 d nach dem
Spriihtermin) ein Maximum von 22 ug/l IPU. Auch zehn
Wochen nach der Applikation war an der Probenah-
mestelle 1 noch 0,2 ug/l IPU nachweisbar (Publ. I, Tab.
10).

5.1.1.2 a-Cypermethrin

Vor der Applikation des Insektizids FASTAC SC® auf der
Versuchsflache war an keiner der fiinf Probenahme-
punkte a-Cypermethrin nachweisbar. In den Wasser-
proben, die 24 h nach der Applikation an den Probe-
nahmestellen 1, 2 und 4 entnommen wurden, konnten
0,094 pgll; 0,037 pg/l und 0,026 ug/l a-Cypermethrin
gemessen werden. Dies waren die einzigen Nachwei-
se (Tab. 10).

Tab. 10: Konzentrationen von Isoproturon bzw.
a-Cypermethrin [ug/l] an der Probenahmestelle 1
des Thierpfuhls zu bestimmten Zeiten vor und
nach der Applikation von TOLKAN FLO® bzw.
FASTAC SC® auf der umliegenden Versuchs-
flache

Ergebnisse

Auf den Ergebnissen der Freilandexperimente basier-
te die Auswahl der Konzentrationsbereiche fiir die in
vitro Tests, die die Wirkung der Pestizide auf Laich und
Larven der Amphibien klaren und umweltrelevante Be-
dingungen abbilden sollten.

51.2  Gewasserparameter

Unter Nutzung einer von SCHLUPMANN (1992) fiir
Kleingewésser vorgeschlagenen Gliederung nach dem
Grad der Eutrophierung war das Untersuchungsge-
wasser als schwach hypertroph einzuordnen. Es wur-
den hohe Leitfahigkeiten (bis 768 pS/cm) und hohe Sul-
fatkonzentrationen (bis 157 mg/l) gemessen. Mittlere
Carbonatharten (10,5 bis 12° dH) und pH-Werte im
Bereich zwischen 7,4 und 8,0 wiesen auf die gute Puf-
ferung des Gewassers hin. Die wahrend des betrach-
teten Friihjahrsaspektes gemessenen Nahrstoffkon-
zentrationen (Ammonium-N, Nitrit-N, Nitrat-N, SRP, TP)
waren fiir solch ein hypertrophes Kleingewésser ver-
gleichsweise gering. Parallel wurde eine starke Bio-
masseproduktion beobachtet, die sich in der Zunahme
des Phytoplanktons aber vor allem des Makrophy-
thenwachstums im Gewasser auBerte (Publ. I, Publ. 1I).

51.3  Amphibienspektrum

Am Folienzaun konnten wéhrend der Friihjahrsanwan-
derung insgesamt 2398 Amphibien (neun verschiede-
ne Arten) gefangen werden (Tab. 11). Moorfrosch (Rana
arvalis) und Knoblauchkréte (Pelobates fuscus) waren
deutlich haufiger vertreten als andere Arten. Uber den
gesamten Zeitraum konnten acht Rotbauchunken
(Bombina bombina) registriert werden.

Zeit vor bzw. nach der Applikation -14d  0,5h 3h 6h 24h 48h 72h 16d 70d
Isoproturon - 0,84 - 1,44 059 883 963 - 21,61 0,17
a-Cypermethrin - - - - - 0,094 - - - -
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Rote Liste Haufigkeit
BRD Brdbg [%]

Teichmolch
Kammmolch
Rotbauchunke
Knoblauchkréte
Erdkrote
Wechselkréte
Moorfrosch
Grasfrosch

Teichfrosch

ErwartungsgemaR war die Dynamik der Anwanderung
der Amphibien artspezifisch verschieden (Publ. I1).

Tab. 11: Abundanz und Dominanz der im Zeitraum
vom 1.3. bis 23.5.2000 am Thierpfuhl gefangenen
Amphibien und deren Einordnung in die Rote
Liste der gefahrdeten Amphibienarten

Triturus vulgaris 5,71
Triturus cristatus 3 2 161 6,71
Bombina bombina 1 1 8 0,33
Pelobates fuscus 2 3 704 29,36
Bufo bufo n 3 91 3,79
Bufo viridis 2 2 1 0,04
Rana arvalis 2 3 976 40,70
Rana temporaria V 3 1 0,04
Rana esculenta n n 319 13,30

1 vom Aussterben bedroht

2 stark gefahrde
3 gefahrdet

t

V Arten der Vorwarnliste
n nicht in der Roten Liste gefiihrt
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5.2 Aufnahme der 14C-markierten

Substanzen
5.2.1 Aufnahme in Laich
5.2.1.1 Isoproturon

Nach 24stlindiger Exposition von Laich der Rotbauch-
unke (B. bombina) in 14C-markiertem IPU war radio-
aktive Substanz sowohl in der umgebenden Gallert-
masse als auch im Embryo festzustellen. In der
Gallerthiille wurden 12 + 1,14 ng IPU/mg Frischgewicht
und im Embryo 35 £ 1,84 ng IPU/mg Frischgewicht de-
tektiert (Publ. 1, Abb. 9).

Isoproturon-Konzentration [pg/l]

250 -
4 Em Isoproturon B. bombina
= 1 I3 Cypermethrin B. variegata
§ 200 ] I Cypermethrin R arvalis 0
8
K=
C £ 1
E § 150 ]
g u ]
=2 ]
& § 100 b
L.
s ]
- 50 -
£ ]
0] d
T
Gallert Embryo

Abb. 9: Aufnahme der 14C-markierten Wirkstoffe in Gallert und
Embryo des Amphibienlaichs nach 24stiindiger Exposition.

5.21.2 Cypermethrin

Radioaktiv markiertes Cypermethrin war nach einer
Expositionszeit von 24 h bei beiden getesteten Amphi-
bienarten in Embryo und Gallerthiille nachweisbar. Die
Aufnahme von 14C-markiertem Cypermethrin in Laich
von B. variegata war mit 29,6 £ 0,02 ng Cyperme-
thrin/mg Frischgewicht im Gallert und 153,92 + 0,04 ng
Cypermethrin/mg Frischgewicht im Embryo deutlich
geringer als bei Laich von R. arvalis mit 79,44 £ 0,04 ng
Cypermethrin/mg Frischgewicht im Gallert und 235,53
+ 0,1 ng Cypermethrin/mg Frischgewicht im Embryo
(Publ. 1lI, Abb. 9).



5.2.2  Kinetik der Aufnahme in die Larven

5.2.2.1 Isoproturon

Bei der Untersuchung der zeitabhangigen Aufnahme
des 14C-markierten IPU in Larven von B. variegata
(Stadium 25) wurden nach 30 min 24,52 + 2,79 ng
IPU/mg Frischgewicht gemessen. Der nach 48 h er-
reichte maximale radioaktive Gehalt in den Larven mit
61,13 + 7,4 ng IPU/mg Frischgewicht unterschied sich
signifikant von allen anderen Ergebnissen. Die Wie-
derfindungsrate betrug 84,5% (Publ. I; Abb. 10).

Abb. 10: Aufnahmekinetik der 14C-markierten Wirkstoffe (IPU und
Cypermethrin) iiber 48 h in Larven von B. variegata bzw. R. arvalis
sowie Verdnderungen des Gehaltes an 14C-markiertem Material im
Medium wéhrend Exposition von R. arvalis (ber 48 h

* - signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle
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5.2.2.2 Cypermethrin

Bei der Messung der zeitabhangigen Aufnahme des
14C-markierten Cypermethrins in die Kaulquappen von
B. variegata wiesen die Radioaktivitdtswerte der Larven
nach 1- und 6stlindiger Exposition signifikante Unter-
schiede gegenlber der Kontrolle auf. Der Gehalt an
14C-markiertem Cypermethrin stieg nach 6 h auf ein
Maximum von 121,63 + 14,25 ng Cypermethrin/mg
Frischgewicht an. Nach 24 h Stunden stellten sich
konstante Bedingungen um 100 ng Cypermethrin/mg

Frischgewicht ein. Die Wiederfindungsrate der Radio-
aktivitat betrug im Durchschnitt 79,7 % (Publ. 11l; Abb.
10).

Bei Larven von R. arvalis wurde innerhalb der ersten
2 h ein rapider Anstieg der Radioaktivitat in den Larven
festgestellt. Dabei wurden Werte von 260,83 + 3,7 ng
Cypermethrin/mg Frischgewicht ermittelt, die sich sig-
nifikant von den Kontrollen unterschieden. Im weiteren
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Verlauf nahm der Gehalt an radioaktiver Substanz in
den Larven wieder deutlich ab, erreichte nach 24stlin-
diger Exposition mit 59,12 + 1,62 ng Cypermethrin/mg
Frischgewicht nahezu die Werte der Kontrolle (53,65 £
3,31 ng Cypermethrin/mg Frischgewicht) und blieb
konstant (Abb. 10). Bei Larven von R. arvalis war also
eine rasche Aufnahme und anschlieBende Elimination
des 14C-markierten Cypermethrins zu verzeichnen. In
der Eliminationsphase wurde parallel eine Zunahme des
Gehaltes radioaktiv markierter Kohlenstoffverbindungen
im Medium gemessen, wobei es sich um nicht umge-
setztes 14C-markiertes Cypermethrin und/oder dessen
Metaboliten handeln muss.

CH3

Y o

CH3  Isoproturon

}

N N
wr \CH3
H3 0

CH3 Monodesmethyl-IPU

}

ﬁ TN\

Didesmethyl-IPU

N

5.2.3  Metaboliten des Isoproturons

Uber den Vergleich der Retentionszeiten der 14C-mar-
kierten Metaboliten von B. bombina und B. variegata mit
denen der Originalstandards konnten in beiden Spezies
mehrere IPU-Metaboliten nachgewiesen werden, wie
das N-demethylierte Derivat MDM-IPU, die C-hydroxy-
lierten Derivate 1-OH-IPU, 2-OH-IPU, 1-OH-MDM-IPU
und 2-OH-MDM-IPU sowie der olefinische Metabolit Iso-
propenyl-IPU (Abb. 11, Publ. I).

Abb. 11: Metabolisierungsschema von Isoproturon nach
HAAS (1997)

Die eingerahmten Metaboliten wurden im Rahmen

der hier vorgelegten Studie nachgewiesen.
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5.3.1  Schlupfraten und Teratogenitat

5.3.1.1 Isoproturon

Mit zunehmender IPU-Konzentration nahm die
Schlupfrate des Laichs von R. arvalis ab. Signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle traten bei Be-
lastung mit 1 und 10 pg/l IPU auf; 95,4 % bzw. 88,3 %
der Larven schllipften (Abb. 12). Zusétzlich waren bei
Expositionskonzentrationen von 10 g/l IPU Verkriim-
mungen, Deformationen und Verhaltensanderungen
(z.B. Schwimmen in Seitenlage) bei einzelnen ge-
schliipften Larven zu verzeichnen.

Hi

* Hi

Kontrolle 0,1 1,0
Isoproturon-Konzentration [ug/l]

10,0

Abb. 12: Schlupfraten von R. arvalis bei verschiedenen
IPU-Konzentrationen
* - signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle

5.3.1.2 a-Cypermethrin

Sowohl die Individuen in den Kontrollen als auch die den
verschiedenen a-Cypermethrin-Konzentrationen aus-
gesetzten Larven schllipften 2 d nach Beendigung der
Exposition nahezu synchron. Im Vergleich zur Kontrol-
le waren die Schlupfraten der in 1 oder 10 pg/l a-Cy-
permethrin exponierten Eier signifikant erniedrigt. Lar-
ven die als Laich einer 48stindigen a-Cypermethrin
Exposition ausgesetzt waren, zeigten morphologische

Verdnderungen und ein abnormes Verhalten. Mit stei-
gender Belastungskonzentration nahm der Anteil von
Tieren mit Schwanzdeformationen und konvulsiven
Drehungen zu. Weiterhin waren die Kérperlangen der
metamorphosierten Amphibien, die wahrend ihrer Em-
bryonalentwicklung in umweltrelevanten Konzentratio-
nen von a-Cypermethrin exponiert wurden, im Ver-
gleich zur Kontrolle signifikant vermindert (Publ. V).

5.3.2  Beeintrachtigungen der Larven

5.3.2.1 Isoproturon und Handelsprodukt
TOLKAN FLO®

Neben reduzierter Mobilitat (seitliche Schwimmlage)
waren bei den Larven von B. variegata morphologische
Abnormitaten wie geknickte Schwanzspitzen, Korper-
schwellungen sowie Deformationen an Kopf und Darm-
system in allen Belastungsszenarien (sowohl ver-
schiedene IPU-Konzentration als auch unterschiedliche
Expositionsdauer) zu verzeichnen.

Deformationen und Verhaltensabnormitaten wurden bei
Larven von B. variegata bei Konzentrationen von
0,1 pg/l IPU und 24stiindiger Exposition festgestellt. Im
Vergleich zur Kontrolle stieg bei Konzentrationen von
1, 10 und 100 ug/l IPU die Zahl der gelahmten oder
toten Kaulquappen signifikant an. In Abhé&ngigkeit von
der Konzentration waren bis zu 50% der exponierten
Larven betroffen (Publ. 1).

Eine 24- bzw. 48stiindige Belastung mit 1 ug/l IPU rief
bei fast 40% der Larven von B. variegata Beeintrach-
tigungen hervor. Allerdings wiesen auch 10 % der nicht
exponierten Kaulquappen (Kontrolle tiber 48 h) Defor-
mationen oder Verhaltensabnormitaten auf (keine Abb.).

Zwolf Prozent der Larven von B. variegata, die iber
6 h in TOLKAN FLO® (1 ug/l IPU) exponiert wurden,
schwammen in Seitenlage. Wahrend der 24- bzw.
48stiindigen Herbizidbelastung nahm der Anteil der
beeintrachtigten Larven von B. variegata deutlich bis auf
34% zu (keine Abb.).
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Tote Individuen wurden bei Belastung mit TOLKAN FLO®
in Konzentrationen verzeichnet, die 10 und 100 pg/l IPU
entsprachen (Abb. 13). Die Anzahl der beeintrachtigten
Individuen stieg bei allen getesteten Belastungen mit
TOLKAN FLO® im Vergleich zur Kontrolle an, die Un-
terschiede waren jedoch nicht signifikant.

Abb. 13: Beeintrachtigung der Larven von B. variegata nach 24 h
Exposition im handelsiblichen Herbizid TOLKAN FLO®
* - signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle
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5.3.2.2 a-Cypermethrin

Larven von R. arvalis, die iber 48 h in 1 oder 10 g/l
a-Cypermethrin exponiert waren, zeigten morphologi-
sche Veranderungen und Verhaltensabnormitaten
(Spasmen). Bei Konzentrationen von 10 pg/l a-Cy-
permethrin wiesen 90 % der Larven so starke Beein-
trachtigungen auf, dass sie anschliefend starben (Publ.
V).

Diese Resultate flihrten zu einem modifizierten Expo-
sitionsschema fir die zu untersuchenden Entwick-
lungsphasen; Konzentrationen von 10 pg/l a-Cyper-
methrin wurden nicht getestet.

5.3.3  Sensitivitat bestimmter Entwicklungs-
phasen

5.3.3.1 Isoproturon

Die verschiedenen getesteten Larvalstadien (Gosner
Stadien 21 - 27) von B. variegata reagierten auf die Be-
lastung mit 0,01 pg/l IPU in den Stadien 24 und 25 be-
sonders sensitiv (Publ. 1).
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Bei den Untersuchungen der verschiedenen Entwick-
lungsphasen von R. arvalis schienen Konzentrationen
von 10 und 100 pg/l IPU den exponierten Laich (EGG;
EGG/EM; EGG/EM/TAD) kaum zu beeintréchtigen. Die
Schlupfraten betrugen 96 - 100 %.

In den Entwicklungsphasen TAD und EGG/EM/TAD
bewirkten die IPU-Belastungen im Vergleich zur Kon-
trolle eine erhdhte Mortalitét; die Uberlebensraten lagen
im Bereich zwischen 40 % und 87 %. Da alle IPU-Be-
lastungen im TAD-Stadium besonders hohe Mortalita-
ten (bis 60%) zur Folge hatten, konnten diese Daten kei-
ner statistischen Analyse unterzogen werden, die
Anzahl der Stichproben war zu gering.

Deformationen wurden nur bei Larven beobachtet, die
wahrend der EM-Phase in 10 pg/l IPU exponiert waren.
Knapp ein Drittel der Larven zeigten morphologische
Verénderungen (geknickte Schwanzspitzen) und/oder
abnorme Verhaltensmuster (seitliche Schwimmlage).
Die betroffenen Individuen regenerierten sich bis zum
Ende der Metamorphose.



In allen getesteten Entwicklungsphasen verkirzte die
IPU-Belastung die Metamorphosedauer im Vergleich
zur Kontrolle. Die wéhrend der EGG/EM/TAD-Phase in
100 pg/l IPU exponierten Kaulquappen metamorpho-
sierten signifikant friiher — 5 d eher als in der Kontrol-
le (Abb. 14).

Unabhéngig von der Belastungskonzentration und der
Entwicklungsphase waren alle exponierten Larven am
Ende der Metamorphose schwerer als die Tiere der
Kontrolle. Signifikante Gewichtsunterschiede traten z. B.
nach Exposition der Larven im EGG/EM-Stadium in 10
Mg/l IPU auf; die metamorphosierten Amphibien waren
im Mittel 31 mg schwerer als in der Kontrolle. Betrach-
tet man die lineare Beziehung zwischen Korperlange
und Gewicht der Amphibien am Ende der Metamor-
phose, ist am — im Vergleich zur Kontrolle — signifikant
(F-Test, p<0,05) flacheren Anstieg der Regressionsge-
raden die stérkere Gewichtszunahme der Amphibien
nach der Exposition der Larven im EM-Stadium in 100
Mg/l IPU zu erkennen (Abb. 15).

5.3.3.2 a-Cypermethrin

Die meisten der wahrend ihrer Laichphase Uber 24 h
in a-Cypermethrin exponierten Larven schliipften er-
folgreich. Lediglich die wahrend der EGG/EM-Phase in
1 pg/l a-Cypermethrin exponierten Embryonen wiesen
eine verminderte Schlupfrate von 82 % auf; 79% die-
ser geschllpften Larven metamorphosierten im weite-
ren Entwicklungsverlauf (Publ. IV).

Jede Behandlung mit a-Cypermethrin in den Entwick-
lungsphasen EM, TAD und EGG/EM/TAD reduzierte die
Uberlebensrate auf 30-87 %. Die Expositionen mit a-
Cypermethrin riefen bei den Larven Lahmungen und
verzogerte Reaktionen hervor oder filhrten zu standi-
gen Drehbewegungen und unkoordiniertem Schwimm-
verhalten. Im EM-Stadium wiesen 40% der Larven
nach der Exposition Deformationen auf (Publ. IV).

Expositionen wahrend der EGG, EGG/EM und EM-Pha-
sen bewirkten eine Verkirzung der Metamorphose im
Vergleich zur Kontrolle. Larven, die im EM-Stadium mit
1 pgll a-Cypermethrin behandelt wurden, metamor-
phosierten 7 d friiher und unterschieden sich damit sig-
nifikant von den unbelasteten Tieren. Expositionen iber
die gesamte Embryonal- und Larvalentwicklung (EGG/
EM/TAD) verzégerten die Metamorphose (Publ. IV).
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Abb. 14: Wirkung der Exposition verschiedener Entwicklungsstadien von R. arvalis
in 100 ug/l IPU auf die Dauer der Metamorphose
* - signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle (F-Test, p<0,05; n=17)
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Abb. 15: Korrelation von Lange und Gewicht der metamorphosierten Jungtiere nach
Exposition im Embryonalstadium in 100 ug/l IPU im Vergleich zur Kontrolle

Im Vergleich zur Kontrolle war nach der Behandlung von
R. arvalis mit 1 pg/l a-Cypermethrin wahrend der
EGG/EM/TAD-Phase die Kérperlange der Amphibien
am Ende der Metamorphose signifikant vermindert.
Dies veranderte den Anstieg der Regressionsgeraden
— der linearen Beziehung zwischen Kérperldnge und
Gewicht der Amphibien, der sich signifikant von der Kon-
trolle und der Exposition in 0,1 pg/l a-Cypermethrin un-
terschied (Publ. V).
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sGST-Aktivitat [nkat/mg Protein]

Veranderung der sGST-Aktivitat [%]

54 Biotransformation

541  Isoproturon

5.4.1.1 Reiner Wirkstoff

In Bezug auf das Modellsubstrat CDNB wurden bei 1, 10
und 100 pg/l IPU im Vergleich zur Kontrolle signifikant
erhohte GST-Aktivitaten in der cytosolischen Enzymfrak-
tion (SGST) der Larven von B. variegata gemessen (bis
zu 22,7 nkat/mg Protein; Abb. 16a), wahrend die Aktivitat
der mikrosomalen Fraktion (mGST) bei jeder IPU-Belas-
tung signifikant emiedrigt war. Gegeniber Fluorodifen
stieg die Aktivitdtt der mGST bei 0,1 pg/l IPU bis auf
22 nkat/mg Protein an und fiel bei héheren Konzentratio-
nen deutlich unter die Werte der Kontrolle. Die sGST wies
keine signifikanten Veranderungen auf. Verglichen mit
den beiden anderen getesteten Modellsubstraten wurden
unter Nutzung von DCNB generell deutlich geringere

Aktivitaten gemessen, jedoch flihrte jegliche IPU-Belas-
tung im Vergleich zur zugehdrigen Kontrolle zu signifikant
erhohten GST-Aktivitaten (Publ. 1).

Untersuchungen zur Zeitabhangigkeit der Enzymant-
wort der Larven von B. variegata auf die Belastung mit IPU
belegten, dass die GST-Aktivitaten bei allen Modellsub-
straten mit zunehmender Expositionsdauer anstiegen. Sie
unterschieden sich bereits nach einer Expositionszeit von
0,5 h signifikant von den Werten der Kontrolle (Publ. 1).

Betrachtet man das Modellsubstrat CDNB, so verur-
sachte eine Belastung der Larven von R. arvalis mit
0,1 pgll IPU eine signifikante Erhéhung der Enzymaktivitat
im Vergleich zur Kontrolle sowohl in der mikrosomalen als
auch in der cytosolischen Fraktion (maximale sGST
2,0 nkat/mg Protein). Bei Konzentrationen von 1, 10 und
100 pg/l IPU waren die Enzymantworten der sGST signi-
fikant geringer als die Werte der Kontrolle (Abb. 16a, b).
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Im Vergleich der Amphibienspezies stieg die sGST der
Larven von B. variegata bei IPU-Konzentration 21,0 ug/l
signifikant an, wahrend sie bei Larven von R. arvalis sig-
nifikant abnahm. Da die GST-Aktivitat der unbelasteten
Larven bei B. variegata deutlich héher war als bei R.
arvalis (Abb. 16a), erlaubt die Darstellung der relativen
Verénderungen der sGST-Aktivitat gegentiber den Kon-
trollen einen Vergleich der unterschiedlichen Reaktio-
nen der Amphibienspezies auf die Belastung mit IPU.
Bei Konzentrationen von 0,1 ug/l IPU war die sGST bei
R. arvalis starker aktiviert als bei B. variegata. Kon-
zentrationen von 1, 10 und 100 pg/l IPU steigerten die
sGST von B. variegata um bis zu 140 %, wahrend bei
R. arvalis Aktivitatsminderungen um bis zu 57 % ver-
zeichnet wurden (Abb. 16b).

5.4.1.2 Handelsprodukte
5.4.1.2.1 TOLKAN FLO®

Mit zunehmender IPU-Konzentration im TOLKAN FLO®
stiegen die GST-Aktivitaten der Larven von B. variegata
bei allen getesteten Modellsubstraten im Vergleich zur Kon-
trolle signifikant an. Sie erreichten Maximalwerte bei 10 ug/!
IPU (CDNB) bzw. bei 100 g/l IPU (DCNB, Fluorodifen).
Nach der Belastung der Larven mit 1000 pg/l IPU im TOL-
KAN FLO® waren bei allen Modellsubstraten deutlich ge-
ringere Enzymaktivitdtten messbar (Publ. I; Abb. 17a).

Die mit CDNB getesteten Isoenzyme der Larven von R.
arvalis reagierten auf jegliche TOLKAN FLO®-Belastung
mit signifikant verminderten Aktivitaten sowohl der mikro-
somalen als auch der cytosolischen Fraktion (Abb. 17a,
b) im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen.
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Vergleicht man die Veranderungen der sGST-Aktivita-
ten die einerseits der reine Wirkstoff und andererseits
das Handelsprodukt TOLKAN FLO® hervorriefen, so
waren bei R. arvalis mit Ausnahme der Belastungs-
konzentration von 0,1 g/l IPU nur geringe Differenzen
festzustellen (Abb. 16b, 17b). Bei den Larven von B. va-
riegata bewirkte das Handelsprodukt TOLKAN FLO®
nur bei Konzentrationen von 0,1 pg/l IPU eine starke-
re sGST-Aktivierung als der reine Wirkstoff. Bei allen
weiteren getesteten Konzentrationen wurde die sGST
der Larven durch den reinen Wirkstoff starker aktiviert.
Das bedeutet, dass die Emulgatoren im TOLKAN FLO®
eine inhibierende Wirkung auf die sGST-Aktivitat der
Larven von B. variegata austibten.

Abb. 18a: Aktivierung der sGST der Larven von R. arvalis infolge
der 24 h-Belastung mit Diflufenikan (DF), Isoproturon (IPU) und
dem handelsiiblichen Herbizid FENIKAN®, das aus DF, IPU und
Emulgatoren (E) besteht

* — signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle; Modell-
substrat Fluorodifen

5.4.1.2.2 FENIKAN®

Da 11 des handelsiiblichen Herbizids FENIKAN® neben
500 g IPU als weiteren Wirkstoff 62,5 g Diflufenikan ent-
halt, wurden die Effekte beider Wirkstoffe auf die GST-
Isoenzyme der Larven von R. arvalis entsprechend
ihrer Dosierung im FENIKAN® separat gepriift. Be-
trachtete man die mit dem Modellsubstrat Fluorodifen
gemessenen Enzymaktivitaten, so stieg die sGST bei
einer Belastung mit 0,0125 pg/l Diflufenikan im Ver-
gleich zur Kontrolle um 100 % bis auf maximal
16,7 nkat/mg Protein. Bei hdheren Belastungskonzen-
trationen nahm die Enzymaktivitat ab, so dass sie bei
12,5 pg/l Diflufenikan signifikant unter den Werten der
Kontrolle lag (Abb. 18a, b).

Bei Konzentrationen von 0,1 pg/l IPU reagierte die
sGST zunachst mit signifikant erhdhter Aktivitat auf die
Belastung, wobei das Maximum von 19,4 nkat/mg Pro-
tein einer Zunahme um 27 % gegeniiber der Kontrolle
entsprach. Hingegen hatten Konzentrationen von =
1,0 pg/l IPU eine Verminderung der sGST der Larven
zur Folge. Bei 100 pg/l IPU lagen die Werte dann sig-
nifikant unter denen der Kontrolle (Abb. 18a, b).
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Jede Belastung mit FENIKAN®, d.h. mit einer Mischung
aus den auch einzeln getesteten Wirkstoffen Diflufeni-
kan und Isoproturon sowie Emulgatoren, verursachte
einen signifikanten Anstieg der sGST-Aktivitat im Ver-
gleich zur Kontrolle. Eine maximale Enzymaktivitat von
32,7 nkat/mg Protein, die eine Steigerung um 300 % ge-
genlber der Kontrolle beschrieb, wurde bei FENIKAN®-
Konzentrationen gemessen, die 0,0125 ug/l Diflufeni-
kan und 0,1 ug/l IPU beinhalteten. Bei hoheren
Wirkstoffkonzentrationen im FENIKAN® nahm die
sGST-Aktivitdt wieder ab, blieb aber gegentiber dem
Kontrollansatz signifikant erhoht (Abb. 18a, b).

54.2  Cypermethrin

Neben den im Folgenden beschriebenen Wirkungen
des Cypermethrins auf die mit CDNB bestimmten GST-
Isoenzyme waren auch gegeniber dem Modellsubstrat
Fluorodifen Verdnderungen der GST-Aktivitaten messbar.

Abb. 18b: Relative Aktivierung der sGST der Larven von R. arvalis
infolge der 24 h-Belastung mit Diflufenikan (DF),

Isoproturon (IPU) und dem handelsiiblichen Herbizid FENIKAN®,
das aus DF, IPU und Emulgatoren (E) besteht

* — signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle; Modell-
substrat Fluorodifen

5.4.21 Wirkstoffe

5.4.2.1.1 Cypermethrin

Jede Cypermethrin-Exposition der Larven von B. va-
riegata rief sowohl in der mikrosomalen als auch in der
cytosolischen Enzymfraktion signifikant erhdhte GST-
Aktivitdten im Vergleich zu den entsprechenden Kon-
trollen hervor. Konzentrationen von 0,1 ug/l Cyperme-
thrin bewirkten einen maximalen Anstieg der sGST auf
9,6 nkat/mg Protein, das entsprach einer Steigerung um
251% gegeniiber der Kontrolle. Bei hdheren Konzen-
trationen nahm die sGST wieder ab, lag aber weiterhin
deutlich tiber den Werten der Kontrolle. Nach der Be-
handlung von R. arvalis Larven mit 0,01 und 0,1 ug/l
Cypermethrin waren die GST-Aktivitaten beider Enzym-
fraktionen im Vergleich zur Kontrolle signifikant erh6ht.
Die sGST stieg bis auf 2,7 nkat/mg Protein bei einer
Konzentration von 0,1 pg/l Cypermethrin und war ge-
gentiber der Kontrolle um 54 % erhoht. Bei Konzentra-
tionen von 1 g/l Cypermethrin wurden wahrend der
Exposition die typischen cypermethrin-induzierten Ver-
haltensanderungen beobachtet, die GST-Aktivitaten
sanken bis etwa auf das Niveau der Kontrolle. Bei
10 pgll Cypermethrin war eine weitere drastische Ab-
nahme der Enzymakivitat zu verzeichnen (Publ. lll).
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sGST-Aktivitat [nkat/mg Protein]

Veranderung der sGST-Aktivitat [%]

Die Untersuchungen zur Zeitabhangigkeit der Enzym-
antwort auf die Belastung der Larven von B. variegata
mit Cypermethrin ergaben, dass die sGST-Aktivitat mit
der Zeit kontinuierlich bis auf 15,4 nkat/mg Protein
nach 6 h zunahm. Dies entsprach einer Steigerung um
388 % gegenliber der Kontrolle. Nach 24stiindiger Ex-
position sank die sGST-Aktivitat deutlich auf 10,6 nkat/mg
Protein (Abb. 19a, Publ. Ill). Die Aktivitdt der mGST war
durch geringere Veranderungen gekennzeichnet, je-
doch gegeniber der Kontrolle meist signifikant erhoht
(Publ. 111).

Die sGST-Aktivitat der Larven von R. arvalis stieg nach
2stlindiger Belastung mit 0,1 pg/l Cypermethrin signi-
fikant auf 3,5 nkat/mg Protein, was gegen(iber der Kon-
trolle eine Zunahme um 66 % bedeutete (Abb. 19a, b).

Im weiteren Verlauf nahm die sGST drastisch ab, so-
dass nach 48 h nur noch 1/4 des Wertes der Kontrolle
erreicht wurde (Abb. 19a). Die mGST nahm mit zu-
nehmender Belastungsdauer ab und war nach 48 h
nicht mehr messbar.

Im Vergleich der Reaktion der verschiedenen Amphi-
bienspezies auf die Dauer der Cypermethrinbelastung
wiesen die Larven von B. variegata deutlich hohere
sGST-Aktivitdten auf als R. arvalis, obwohl sich die Ak-
tivititswerte der Kontrollen nur geringflgig unterschie-
den. Larven von R. arvalis erreichten friiher ihre maxi-
male Biotransformationsleistung. AnschlieRend nahm
die sGST-Aktivitat ab und fiel bis unter die Werte der
Kontrolle, wahrend die Enzymaktivitat der sGST bei B.
variegata auch nach 24stindiger Cypermethrinbelas-
tung gegenuber der Kontrolle signifikant erhoht blieb
(Abb. 19a, b).

= - - -
N H o © o N » [=2]
el by b s v byaaa b

o

ELE R. arvalis T
I B.variegata . *
EN %
Ny
*
1

*

Abb. 19a: Enzymaktivierung in R. arvalis und
B. variegata in Abhangigkeit von der Dauer der
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5.4.2.1.2. a-Cypermethrin

Jede a-Cypermethrin-Belastung verursachte im Ver-
gleich zur Kontrolle signifikant erhhte sGST-Aktivita-
tenin Larven von R. arvalis. Nach Exposition in 0,1 und
1 pgll a-Cypermethrin wurden Maxima von 9,8 nkat/mg
Protein erreicht, was Steigerungsraten von 210% ge-
gentiber den Kontrollen entsprach. Im Vergleich zur
sGST war die mGST durch geringere Veranderungen
gekennzeichnet, war jedoch gegeniber der Kontrolle
stets signifikant erhéht (Publ. II1).

Abb. 20a: Enzymaktivierung in Larven von R. arvalis
in Abhéngigkeit von der Dauer der Belastung mit

0,1 g/l Cypermethrin bzw. O-Cypermethrin

* — signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kon-
trolle; Modellsubstrat CONB

Veranderung der sGST-Aktivitat [%]

Abb. 20b: Relative Enzymaktivierung in Larven von
R. arvalis in Abhéngigkeit von der Dauer der Belas-
tung mit 0,1 ug/l Cypermethrin bzw. A'-Cypermethrin.
* — signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kon-
trolle; Modellsubstrat CDNB.

Veranderung der sGST-Aktivitat [%]

12

©

(=2}

B

160

120

80

40

Untersuchungen zur Zeitabhé@ngigkeit der Belastung der
Larven von R. arvalis ergaben, dass die sGST-
Aktivitdten nach 24- und 48stlindiger Exposition in a-
Cypermethrin signifikant erhéht waren — z.B. bis auf
11,6 nkat/mg Protein nach 48 h, was gegenlber den
Kontrollen eine Zunahme um 111% bedeutete (Abb.
20a, b). Im Vergleich zum Cypermethrin reagierten die
Larven von R. arvalis auf die Belastung mit a-Cyper-
methrin deutlich spater mit erhdhten GST-Aktivitaten.
Wahrend nach 48stiindiger Exposition in Cypermethrin
die Enzymaktivitat der Larven bereits signifikant ver-
ringert war, konnte kein Absinken der sGST bei der Be-
handlung mit a-Cypermethrin Uber 48 h verzeichnet
werden (Abb. 20a, b).
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sGST-Aktivitat [nkat/mg Protein]

Veranderung der sGST-Aktivitat [%]

5.4.2.2 Handelsprodukt
5.4.2.2.1 FASTAC SC®

Jede Belastung der Larven von B. variegata mit FAS-
TAC SC® verursachte eine signifikante Erhéhung der
sGST-Aktivitaten im Vergleich zur Kontrolle. Maximal-
werte von 22,7 nkat/mg Protein wurden nach der Ex-
position in 0,01 pg/l a-Cypermethrin in FASTAC SC®
festgestellt (Abb. 21a). Signifikante Verdnderungen der
mGST traten bei Konzentrationen von 0,01; 0,1 und
1 ug/l a-Cypermethrin in FASTAC SC® auf.

Bei Konzentrationen von 0,01 pg/l a-Cypermethrin in
FASTAC SC® stieg die sGST Aktivitat der Larven von
R. arvalis signifikant auf ein Maximum von 4,1 nkat/mg
Protein, was einer Steigerung um 131 % gegentiber der

Kontrolle entsprach. Bei héheren Konzentrationen wurde
eine stufenweise Abnahme bis unter die Werte der Kon-
trolle bei 10 ug/l beobachtet (Publ. IIl, Abb. 21a, b).

Beim Vergleich der Reaktion der verschiedenen Am-
phibienspezies auf identische Konzentrationen von
FASTAC SC®fallt die deutlich hohere sGST-Aktivitat der
Larven von B. variegata auf. Da dies auch im unbelas-
teten Zustand der Kontrollen schon zu verzeichnen
war, fiel bei Konzentrationen von 0,01 ug/l a-Cyper-
methrin in FASTAC SC® die Steigerungsrate der sGST
der Larven gegenber der Kontrolle bei R. arvalis mit
131 % deutlich héher aus als bei B. variegata mit
58 %. Bei beiden getesteten Amphibienarten nahmen
die GST-Aktivitaten der Larven bei Konzentrationen
von 0,1 und 1 pg/l a-Cypermethrin in FASTAC SC® wie-
der ab (Abb. 21a, b).
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Abb. 21a: Enzymaktivierung in Larven von R. arvalis
und B. variegata infolge der Belastung mit FASTAC
SC®
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6.1 Freilanduntersuchungen

Der Eintrag von Pflanzenschutzmitteln in die Kleinge-
wasser der Agrarlandschaften ist abh&ngig von den ge-
wahlten Applikationstechniken, Boden- und Reliefbe-
dingungen sowie Niederschlagen und der Existenz von
Drainagen. Obwoh!| der Bewirtschafter der Versuchs-
flache den MaRgaben ordnungsgemaRer landwirt-
schaftlicher Praxis folgte — inshesondere die geforder-
te Distanz zum Wasserkdrper zur Verminderung der
Spriihabdrift einhielt — wurden beide Pestizidwirkstoffe
im Untersuchungsgewasser nachgewiesen.

Die im Rahmen dieser Studie an einem Kleingewasser
ohne schitzenden Pufferstreifen gemessenen Frei-
landkonzentrationen von maximal 22 ug/l IPU und
0,094 pgl/l a-Cypermethrin sind durchaus mit Litera-
turangaben vergleichbar. So wiesen SPITELLER et al.
(2000) in Oberflachenwassern, die landwirtschaftlich ge-
nutzten Flachen benachbart waren, 24 g/l IPU nach.
GARFORTH & WOODBRIDGE (1984) fanden in einem
Graben, der direkt an die behandelte Flache grenzte,
unmittelbar nach der Applikation von FASTAC EC®
(15 g Wirkstoff/ha) aus der Luft bis zu 0,6 ug/l a-Cy-
permethrin und 4 Tage nach der Ausbringung des In-
sektizides bis zu 0,02 pg/l des Wirkstoffes. In der hier
vorgelegten Studie wurde a-Cypermethrin ebenfalls
schnell adsorbiert und/oder abgebaut. Es konnte nur
zum Probenahmetermin 24 h nach der Applikation an
mehreren Stellen im Gewéasser nachgewiesen werden.
MAUND et al. (2002) stellten bei ihren Untersuchungen
fest, dass ungefahr 99 % des Cypermethrins innerhalb
von 24 h an suspendiertes partikuléares Material ge-
bunden wurden. Weiterhin mineralisieren die Spaltpro-
dukte des Cypermethrins — Phenoxybenzoeséure (PBA)
und Cyclopropancarboxylsiure (CPA) — sehr rasch
(WHO, 1989).

Verlauf und Funktionstlchtigkeit der Drainagen im Un-
tersuchungsgebiet sind unklar. Da das Gewésser an der
Probenahmestelle 1 (Publ. 1) am tiefsten ist (ca. 1,8 m)
und dort jeweils die hochsten Wirkstoffkonzentrationen
nachgewiesen wurden, ist zu vermuten, dass an die-
sem Punkt eine Drainage einmiindet. Die gute Was-
serloslichkeit des IPU (65 mg/l) erméglicht den ver-
starkten Eintrag dieses Stoffes Uber Drainagen in die

Diskussion

Kleingewasser. Die Gefahr der Auswaschung von IPU
wahrend des ersten Regenereignisses nach der Appli-
kation ist besonders groft (BROWN et al., 1995). So
fanden JOHNSON et al. (1995) nach Niederschlagen
bis zu 290 pg/l IPU im Drainagewasser und bis zu
110 ug/l IPU in Runoff-Proben. Aufgrund seiner physi-
ko-chemischen Eigenschaften ist das Adsorptionsver-
mdgen von IPU an der Bodenmatrix nur gering. So kann
IPU mit der Wasserbewegung in tiefere Bodenschich-
ten verlagert werden. In Abhangigkeit von der Zusam-
mensetzung des Bodens und vor allem von den Nie-
derschlagen (Menge und Intensitat) wurde IPU ca.
1 Monat nach der Applikation in bis zu 2,2 m tiefen Bo-
denschichten nachgewiesen (GEISELHART, 1994). Die
Halbwertszeiten von IPU differierten in Abhéngigkeit von
Bodenbeschaffenheit, -feuchtigkeit und Temperatur zwi-
schen 20 und 85 d (BLAIR et al., 1990). Berticksichtigt
man diese speziellen Stoffeigenschaften, so sind sowohl
das im Rahmen der vorliegenden Studie gemessene
Konzentrationsmaximum nach dem ersten Starkregen-
ereignis als auch der Nachweis von IPU 10 Wochen
nach der Applikation zu verstehen.

Aufgrund der hohen IPU-Konzentrationen, die auch in
Oberflachen- und Grundwéssern in Deutschland ge-
messen wurden, erfolgte seit 1999 eine Verscharfung
der Zulassungsbedingungen fiir IPU-haltige Produkte
seitens der zustandigen Behdrden. Die Abstandsaufla-
gen bei der Applikation wurden bis auf 20 m erhoht und
der Katalog der anwendungsbeschrankenden Aufla-
gen vervollsténdigt. So dirfen IPU-Produkte z.B. auf
sandigen und tonigen Bdden nicht mehr appliziert wer-
den, die Anwendung auf drainierten Flachen istim Zeit-
raum zwischen Anfang Juni und Anfang Mé&rz untersagt
und spezielle Anforderungen miissen bei Hangneigung
der zu behandelnden Flachen in Richtung der Gewés-
ser von mehr als 2% beachtet werden.

Zur Minderung des Eintrages beider Wirkstoffe in die
Reproduktionsgewasser sensitiver Amphibienarten soll-
ten bewachsene Pufferstreifen um die Gewésser an-
gelegt werden. PATTY & GRIL (1995) beschrieben,
dass wahrend einer einjahrigen Vegetationsperiode
98% des von einem Weizenfeld stammenden Isopro-
turons durch einen 11 m breiten, bewachsenen Puffer-
streifen zuriickgehalten wurden. Da Cypermethrin in
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Bdden nur eine geringe Mobilitat aufwies (KAUFMAN
et al., 1981), konnte mit Hilfe von Uferrandstreifen die
Cypermethrin-Kontamination der Gewasser vermindert
werden.

Neben dem Eintrag von Pflanzenschutzmitteln sind
Ackerhohlformen in ihrer Funktion als Senken zum Ein-
zug des Oberflachenwassers und der Miindung von
Drainagen auch verstarktem Nahrstoffimport von um-
liegenden Agrarfldchen ausgesetzt, was sich in einer
starken Eutrophierung der Kleingewasser niederschlagt.
Das im Rahmen der vorliegenden Studie untersuchte
Gewasser schien im Frihjahr hinsichtlich der hydro-
chemischen Verhaltnisse sowie der Vegetationsstruk-
turen eine ausreichende Qualitat aufzuweisen, um von
den Amphibien als Reproduktionshabitat oder Tritt-
steinbiotop auf dem Weg zu anderen Gewassern im Un-
tersuchungsgebiet genutzt zu werden.

Berlicksichtigt man, dass nur ein Teil des Gewéssers
wahrend der Friihjahrsanwanderung der Amphibien
umzaunt war, belegten die Anzahl der gefangenen In-
dividuen (2398) und das vielfaltige Artenspektrum die
Bedeutung des Untersuchungsgewassers als Laich-
habitat. Eine ahnliche Vergesellschaftung der Arten mit
starker Dominanz von Knoblauchkrote (Pelobates fus-
cus) und Moorfrosch (Rana arvalis) — wie in der hier vor-
gelegten Studie — beschrieben BERGER et al. (1999)
fur eine intensiv landwirtschaftlich genutzte Grund-
morane in Ostbrandenburg.

6.2 Aufnahme der Pestizidwirkstoffe

Mit Hilfe von 14C-markierten Pestizidwirkstoffen wurde
der Nachweis der Aufnahme der Substanzen in um-
weltrelevanten Konzentrationsbereichen (1 ug/l IPU
bzw. 0,4 pg/l Cypermethrin) in den Laich der drei un-
tersuchten Amphibienarten (B. bombina, B. variegata
und R. arvalis) erbracht. Dabei absorbierte die Gal-
lerthille des Laichs jeweils nur einen geringen Wirk-
stoffanteil und bot dem Embryo keinen Schutz vor dem
Einfluss der Pestizide. Diese ungentgende physische
Barriere beschrieben einige Autoren unter Nutzung an-
derer Pflanzenschutzmittel auch fiir Fische (HASHI-
MOTO et al., 1982; WIEGAND et al., 2000). Aufgrund
der im Vergleich zu den Kontrollen unverminderten
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Schlupfrate des Laichs nordamerikanischer Amphi-
bienarten nach Exposition in Endosulfan bzw. Tebufe-
nozid und einer ungestdrten weiteren Entwicklung der
Larven schlussfolgerten BERRILL et al. (1998) sowie
PAULI et al. (1999), dass die den Embryo umgebende
Gallerthiille auch eine Schutzfunktion gegeniiber dem
Einfluss dieser Pestizide austibte. Es ist zu vermuten,
dass diese Schutzfunktion in Abhangigkeit von den ge-
testeten Amphibienarten und den untersuchten Pesti-
ziden unterschiedlich stark ausgepragt ist. Im Rahmen
der hier vorgelegten Studie nahm Laich von R. arvalis
Cypermethrin in starkerem Male auf als B. variegata.
Dieser Unterschied scheint artspezifisch zu sein, da glei-
che Entwicklungsstadien getestet wurden. Die aus hy-
dratisierten Glycoproteinen bestehenden Gallerthiillen
des Laichs wiesen selbst zwischen sehr eng verwand-
ten Arten — wie Bombina bombina und Bombina varie-
gata (COPPIN et al., 2003) — deutliche strukturelle Un-
terschiede auf.

In der Gegenliberstellung der getesteten Pestizidwirk-
stoffe sind stérkere Absorptionsraten des Cyperme-
thrins — sowohl im Laich als auch in den Larven — mit
der hoheren Lipophilie dieser Substanz im Vergleich
zum IPU zu erklaren. Vergleicht man die Aufnahme der
unterschiedlichen Wirkstoffe in Larven von B. variega-
ta, reicherte sich Cypermethrin weitaus starker (Faktor
10) in den Kaulquappen an (maximaler Konzentrati-
onsfaktor 41,6) als IPU (maximaler Konzentrationsfak-
tor 4,5). Aufgrund der Differenz der Koy-Werte beider
Wirkstoffe um vier Zehnerpotenzen (Tab.1) wére ein
starkerer Unterschied der Anreicherung von Cyperme-
thrin und IPU in Larven von B. variegata zu erwarten
gewesen. Da im Rahmen der vorliegenden Studie die
Aufnahme der getesteten Wirkstoffe in Laich und Lar-
ven der Amphibien unter umweltrelevanten Bedingun-
gen gepruft werden sollte, wurden Konzentrationen ge-
testet, die weit unterhalb der maximalen Léslichkeiten
der Substanzen lagen (Tab.1). Aufgrund der geringen
Expositionskonzentrationen konnten Eliminierungs- und
Metabolisierungsvorgange in starkerem Male die An-
reicherung der Pestizidwirkstoffe in den Amphibienlar-
ven beeinflussen. Ein Indiz fir die verstarkte Metabo-
lisierung der Pestizidwirkstoffe sind die gegeniiber den
Kontrollen deutlich erhdhten GST-Aktivitaten der Larven
von B. variegata. So stieg die sGST bei der Belastung
der Larven mit 1 ug/l IPU um 114 %, bei Belastung mit
0,1 pgll Cypermethrin um 251 %. MCLEESE et al.



(1980) berechneten nach 12- bis 96stiindiger Exposi-
tion von Lachsen in 1,4 - 12,0 pg/l Cypermethrin Kon-
zentrationsfaktoren im Bereich zwischen 2,6 und 7,1
und verwiesen auf starke Metabolisierung und Elimi-
nation des Cypermethrins in den getesteten Fischen.

Die Expositionszeiten bis zum Erreichen der Akkumu-
lationsmaxima in den Larven von B. variegata unter-
schieden sich gravierend. Wahrend die IPU-Aufnahme
Uber den gesamten betrachteten Zeitraum von 48 h er-
folgte, wurde Cypermethrin von B. variegata hauptsach-
lich in den ersten 6 h der Exposition akkumuliert. Eine
rasche Aufnahme des Cypermethrins in den Organismus
und die darauf folgende Elimination beschrieben auch
CROSSLAND et al. (1978) fiir die Rotfeder (Scardinius
erythrophthalmus) in Freilandgewassern. Ahnliche Er-
gebnisse wurden im Rahmen der hier vorgelegten Stu-
die fiir Larven von R. arvalis ermittelt. Im zeitlichen Ver-
lauf der Aufnahme von Cypermethrin wurde nach
2stundiger Exposition maximale Akkumulation und
anschliefend fast vollstandige Elimination festgestellt,
was sich in der Zunahme des parallel bestimmten Ge-
haltes an 14C-markiertem Material im Expositionsmedi-
um ausdrlickte. Die Diffussionsvorgange Uber die Mem-
branen hinweg und die Anreicherung in lipophilen
Zellkompartimenten scheinen reversibel zu sein.

Die Exposition des Amerikanischen Sonnenbarsches
(Lepomis macrochirus) lber 28 d in 0,19 ug/l 14C-mar-
kiertem Cypermethrin ergab eine Maximalkonzentration
von 80 pg Cypermethrin/kg Fisch, was einem BCF von
444 entsprach (US EPA, 1999). Im Rahmen der hier vor-
gelegten Studie wurde ein maximaler Konzentrations-
faktor von 439 nach 2stiindiger Cypermethrin-Exposition
von R. arvalis berechnet, wobei der Gehalt in den Lar-
ven 261 ng Cypermethrin/g Frischgewicht betrug.

6.3 Toxizitat

Wahrend die Schlupfraten von R. arvalis durch um-
weltrelevante IPU-Konzentrationen signifikant be-
eintréchtigt wurden, war bei Exposition in a-Cyper-
methrin ein verminderter Schlupferfolg erst bei
Uberschreitung der Umweltkonzentrationen zu ver-
zeichnen. Bei beiden Schadstoffen bewirkten die Ex-
positionen keine Verzdgerung des Schlupfes, beein-
trachtigten aber Morphologie und Verhalten der Larven.

Fur das Pyrethroid Permethrin beschrieben BERRILL
et al. (1993), dass sich nach Exposition von Laich des
Griinfrosches (Rana clamitans) die Schlupfraten nicht
von den Werten der Kontrollen unterschieden, die Lar-
ven nach dem Schlupf allerdings signifikant kleiner
waren und langsamer wuchsen als die unbelasteten
Probanden sowie Verhaltensanderungen aufwiesen.
Die Autoren vermuteten dadurch eine erhdhte Anfallig-
keit gegeniiber Pradatoren. Verminderte Schlupfraten
von 96 und 95% stellten DHAWAN & KAUER (1996)
nach Belastung des Laiches von Cyprinus carpio mit
0,01 und 0,1 pg/l Cypermethrin fest. Die geschliipften
Larven wiesen morphologische Veranderungen (z.B.
Verkrimmungen der Wirbels&ule) und Verhaltensab-
normitaten auf. Es wurde vermutet, dass eine Blocka-
de des Energietransfer-Systems (z.B. Hemmung der
Respiration) diese Deformationen und Entwicklungs-
anomalien letztlich verursachte (WESTERNHAGEN,
1988).

Bisher wurden signifikante Effekte von Pestiziden auf
Metamorphose, Wachstum, Verhalten und besonders
Mortalitat von Amphibien meist erst bei Uberschreitung
der umweltrelevanten Konzentrationsbereiche nach-
gewiesen (BRIDGES, 1997; PAULI et al., 1999). Fiir
Diuron — ein dem Isoproturon verwandtes Phenylharn-
stoffherbizid - registrierten SCHUYTEMA & NEBEKER
(1998) adverse Effekte auf Wachstum und Uberle-
bensraten von vier getesteten Amphibienarten (Hyla re-
gilla, Rana aurora, Rana catesbeiana, Xenopus laevis)
bei Konzentrationen von 7,6 bis 30 mg/l Diuron. Diese
Konzentrationen Uberschreiten die umweltrelevanten
Belastungen im Freiland um ein Vielfaches. Da im Rah-
men der hier vorgelegten Studie jedoch bei umweltre-
levanten Konzentrationen von IPU — sowohl als reiner
Wirkstoff als auch in Form von TOLKAN FLO® - phy-
sische Deformationen und Verhaltensabnormitaten bei
Larven von B. variegata auftraten, kann die Larvalent-
wicklung der Amphibien durch den IPU-Eintrag in die
Reproduktionsgewasser beeintrachtigt werden. So ist
z.B. die Vitalitat paralysierter Amphibienlarven be-
trachtlich reduziert, da das nattrliche Fluchtverhalten
der Kaulquappen vor Pradatoren gestért ist (BERRILL
etal., 1994). Die Literaturrecherche ergab, dass bisher
keine Daten zu sublethalen oder lethalen Wirkungen
von IPU auf Anurenlarven publiziert wurden. Ciliaten
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scheinen die empfindlichsten aquatischen Nichtziel-
organismen zu sein, die bisher untersucht wurden.
TRAUNSPURGER et al. (1996) fanden verminderte
Wachstumsraten von Tetrahymena pyriformis bei
700 pgll IPU.

Im Gegensatz zu PLOTNER (1998), der darauf hinwies,
dass Larven von Rana esculenta unmittelbar nach dem
Schlupf am empfindlichsten auf Umweltchemikalien
reagierten, zeigten die IPU-Untersuchungen, dass die
Larven von B. variegata im Entwicklungsstadium 24/25
— bei dem die Opercularfalte der Larven erscheint und
die dulReren Kiemen allmahlich Uberwachsen — die
hdchste Sensitivitat aufwiesen. Auch PAULI et al. (1999)
beschrieben, dass etwa zwei Wochen alte Larven im
Gosner-Stadium 25 bei allen vier untersuchten nord-
amerikanischen Amphibienarten besonders empfindlich
auf die Belastung mit Endosulfan reagierten. Auf die
Summation bestimmter Stresssymptome im Stadium 40
fihrten HOWE et al. (1998) die starkere Sensitivitat der
Larven von Rana pipiens und Bufo americanus ge-
genUber der Belastung mit Atrazin und Alachlor im Ver-
gleich zum Stadium 29 zuriick. Die Sensitivitat einzel-
ner Entwicklungsstadien der Amphibien gegenlber
Pestiziden scheint in Abhangigkeit von den gepriiften
chemischen Substanzen und den getesteten Arten sehr
stark zu differieren.

Adverse Effekte von a-Cypermethrin auf die friihen Le-
bensstadien von Fischen stellte STEPHENSON (1983)
fur Dickkopfelritzen (Pimephales promelas) bei Kon-
zentrationen von 0,09 g/l fest. Da die Sensitivitat der
aquatischen Entwicklungsstadien von Amphibien den
frihen Lebensstadien der Fische vergleichbar ist (BER-
RILL & BERTRAM, 1997), kdnnten im Untersuchungs-
gewasser gemessene Konzentrationen von 0,094 ug/l
a-Cypermethrin durchaus entwicklungshemmend auf
die frlihen Larvalstadien der Amphibien wirken. Wei-
terhin verursachten umweltrelevante a-Cypermethrin-
Konzentrationen signifikante Abundanzriickgénge bei
verschiedenen Gruppen aquatischer Arthropoden,
einschlieBlich Kafer-, Chironomiden- und Zooplank-
tonarten (GARFORTH & WOODBRIDGE, 1984). Auch
wenn sich diese Dezimierungen aufgrund des Abbaus
des a-Cypermethrins im Gewasser und der Lebens-
zyklen der Invertebraten in vier bis sieben Wochen re-
lativ rasch regenerierten (PEARSON, 1990), sind Wir-
kungen auf das Nahrungsspektrum adulter Amphibien
nicht auszuschlieRen.
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Die wahrend der a-Cypermethrin-Expositionen im Rah-
men der vorgelegten Studie beobachteten Verhal-
tensanderungen der Larven von R. arvalis entspra-
chen den typischen Vergiftungserscheinungen der
cyanidhaltigen Pyrethroide (Typ Il), die u.a. COLE & CA-
SIDA (1983) sowie BERRILL et al. (1993) fir die Lar-
ven einiger nordamerikanischer Amphibienarten
beschrieben. Zuckende Bewegungen der sich krim-
menden und windenden Larven weisen auf eine
Stdrung der Signalibermittlung hin, die durch die Dauer-
erregung von Nervenfasern bedingt und mit einer
Uberempfindlichkeit gegeniiber sensorischen Reizen
verbunden ist (BRADBURY & COATS, 1989; ALD-
RIDGE, 1990). Ahnlich wie die Larven von R. arvalis in
der hier vorgelegten Studie reagierten Kaulquappen von
Rana blairi und Rana sphenocephala auf die Belastung
mit 1,3 - 4,8 pg/l Esfenvalerat — einem weiteren Pyre-
throid des Typs Il — mit Spasmen, krampfartigen Dre-
hungen sowie Zuckungen von Korper und Schwanz
(MATERNA et al., 1995). Diese abnormen Verhaltens-
muster erhéhen die Pradationsgefahr durch die ver-
minderte Fahigkeit der Larven sich zu verstecken oder
zu fliichten. L&hmungserscheinungen der Larven von
Rana temporaria stellte auch PAULOV (1990) nach Ex-
position in 1 pg/l Cypermethrin fest.

Wahrend bei der a-Cypermethrin-Exposition des Laichs
von R. arvalis Uber 48 h die Schlupfraten verringert
waren (siehe Kapitel 5.3.1.2), wurde der Schlupferfolg
durch 24stiindige Belastung nur im EGG/EM-Stadium
gemindert. Die Expositionsdauer scheint auch bei Py-
rethroiden ein entscheidender beeintrachtigender Fak-
tor zu sein.

Erhdhte Mortalitatsraten der Larven von R. arvalis tra-
ten wahrend der Untersuchung der verschiedenen Ent-
wicklungsstadien sowohl bei Langzeitexpositionen von
IPU als auch von a-Cypermethrin auf. Es ist bekannt,
dass Konzentrationen, die wahrend einer akuten Ex-
position sublethal wirken, nach chronischer Exposition
lethale Effekte hervorrufen kénnen. Dies stellte auch
BRIDGES (2000) fiir die Wirkung von Carbaryl auf
Rana sphenocephala fest.

Wahrend die Behandlungen mit IPU nur im EM-Stadi-
um Deformationen und Verhaltensanderungen der Lar-
ven hervorriefen, waren bei der a-Cypermethrin-Ex-
position mit Ausnahme des EGG-Stadiums alle anderen
getesteten Entwicklungsstadien davon betroffen. Wenn



die Larven — die wéhrend ihrer Embryonalentwicklung
den Wirkstoffen ausgesetzt waren — erfolgreich schllipf-
ten, wurden im weiteren Entwicklungsverlauf keine De-
formationen und Verhaltensabnormitaten registriert.
Wirkstoffkontaminationen in spéteren Entwicklungs-
stadien hingegen riefen — vor allem bei a-Cypermethrin
— morphologische Schadigungen und Verhaltensénde-
rungen hervor. Dies konnte auf die fortgeschrittene
Entwicklung des Nervensystems der alteren Larven
zurlickzufuhren sein, da Pyrethroide die Funktion der
Natrium- und Kaliumkanéle des Nervengewebes be-
eintrachtigen. Auch BERRILL et al. (1993) fanden, dass
altere Embryonen von Rana clamitans empfindlicher auf
Pyrethroidexpositionen reagierten als jingere Ent-
wicklungsstadien.

Konzentrationen von 1 pg/l Cypermethrin, die in Frei-
landuntersuchungen keine beeintrachtigenden Wir-
kungen auf Amphibien verursachten (BENNETT et al.,
1980), riefen wahrend der im Rahmen der vorliegenden
Studie durchgefiihrten Laboruntersuchungen Defor-
mationen und Verhaltensabnormitéten der Larven her-
vor. Diese Unterschiede konnen aufgrund der Adsorp-
tion des Cypermethrins an suspendiertem Material,
Sediment oder Makrophythen im Freiland interpretiert
werden. Flr Regenbogenforellen beschrieb REIFF
(1978), dass Cypermethrin, welches Wasserproben
von Freilandgewéssern zugesetzt wurde, — im Ver-
gleich zur Zugabe zu mikrofiltriertem Leitungswasser —
eine verminderte Toxizitat aufwies. Da die Fischtoxizitat
von Pyrethroiden durch Wasserharte und pH-Wert des
Expositionsmediums nicht beeinflusst wird (MAUCK et
al., 1976), ist die verminderte Toxizitét fir die Regen-
bogenforellen vermutlich auf die Adsorption des Cy-
permethrins an suspendiertem Material des Proben-
wassers aus dem Freiland zurlickzufihren.

Nach Beendigung der IPU-Expositionen erholten sich
die Larven im Laufe ihrer weiteren Entwicklung, so
dass am Ende der Metamorphose keine Deformationen
und Verhaltensabnormitaten zu verzeichnen waren. Im
Gegensatz dazu konnten sich die Kaulquappen nach
den a-Cypermethrin-Behandlungen nicht regenerieren
und starben. Auch Larven von Rana pipiens, die
wahrend der Exposition in Esfenvalerat (cyanohaltiges
Pyrethroid vom Typ Il) krampfartige Verhaltensmuster
zeigten, starben anschlieffend (MATERNA et al., 1995).

Im Vergleich der im Rahmen der vorgelegten Studie ge-
testeten Wirkstoffe zeigten die infolge der a-Cyperme-
thrin-Behandlungen aufgetretenen morphologischen
Schadigungen und Verhaltensénderungen nachhaltige
Wirkungen.

Ebenso wie bei IPU reagierten die Larven in den meis-
ten untersuchten Entwicklungsphasen auch auf die a-
Cypermethrin-Belastung mit einer beschleunigten Ent-
wicklung. Die Kaulquappen metamorphosierten 5 bzw.
7 d friiher. Larven, die mit a-Cypermethrin behandelt
wurden, waren am Ende der Metamorphose signifikant
kleiner. Unvorteilhafte Umweltbedingungen beschleu-
nigten die Larvalentwicklung und verursachten eine
frlihere Metamorphose der Amphibien. Dies stellte auch
BRIDGES (2000) fiir die Wirkung von Carbaryl auf ver-
schiedene Entwicklungsstadien der Larven von Rana
sphenocephala fest, die metamorphosierten Jungtiere
waren ebenfalls deutlich kleiner.

Im Rahmen der vorgelegten Studie wurde bei Lang-
zeitexposition der Larven von R. arvalis (EGG/EM/TAD
Stadium) in a-Cypermethrin eine Verzdgerung der Me-
tamorphose festgestellt. BRIDGES (2000) fand, dass
Larven von Rana sphenocephala, die wahrend ihrer ge-
samten Larvalentwicklung in Carbaryl exponiert waren,
spater metamorphosierten. Die Kaulquappen reagier-
ten auf diese chronische Exposition mit Entwicklungs-
verzdgerungen. Ahnliche Wirkungen wie sie a-Cyper-
methrin in der hier vorgelegten Studie auf Larven von
R. arvalis ausibte — z. B. verspatete Metamorphose, ge-
ringere Metamorphoseraten, Wachstumsverzégerun-
gen und neurotoxische Wirkungen — beschrieb PAULOV
(1990) fur Cypermethrin-Konzentrationen von 1 pg/l und
eine weitere europdische Amphibienart — den Gras-
frosch (Rana temporaria). Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dass Unterschiede in der Meta-
morphosedauer aufgrund der Kontamination der Am-
phibien mit Pflanzenschutzmitteln von einer Vielzahl von
Faktoren wie den konkreten Umweltbedingungen, Tem-
peratur, Individuendichte, untersuchten Entwicklungs-
stadien und Expositionszeit abhangen.

Aufgrund der Pestizidbelastung waren gravierende Ver-
anderungen der linearen Beziehung von Gewicht und
Lange der metamorphosierten Jungtiere im Vergleich
zur Kontrolle zu verzeichnen, was sich sowohl bei Be-
lastung mit 100 pg/l IPU als auch mit 1 ug/l a-Cyper-
methrin in einem deutlich verminderten Anstieg der
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Regressionsgeraden (y = ax + b) dulerte. Am Beispiel
des IPU sei noch einmal erldutert, dass bei nahezu iden-
tischen Schnittpunkten mit der y-Achse (bkontrolle =
7,65; b1gougi 1Py = 7,67) und signifikant verschiedenen
Regressionskoeffizienten (Geradenanstieg akontrolle =
17,3; @100,g1 py = 12,47) die IPU-Belastungen eine
starkere Gewichtszunahme verursachten, die sich aber
nicht in einem entsprechenden Langenwachstum der
Jungtiere bis zum Ende der Metamorphose nieder-
schlug. Méglicherweise wurde diese Gewichtszunahme
durch Odeme verursacht. Kérperschwellungen und De-
formationen des Kopfes sowie des Darmsystems wur-
den bereits wéhrend bzw. unmittelbar nach den IPU-Ex-
positionen der Larven beobachtet (Publ. I). Auf
Odembildung bei 3 nordamerikanischen Amphibienar-
ten infolge der Belastung mit Atrazin wiesen ALLRAN
& KARASQV (2001) hin. Vergleichbar den Ergebnissen
der hier vorliegenden Studie verursachte eine 20tagi-
ge Belastung mit 5 mg/l IPU bei zwei getesteten
Fischarten (Rosbora deniconius und Poecilia reticula-
ta) geringe Veranderungen der Kérperlange aber eine
Zunahme des Gewichtes der Tiere um bis zu 15 %
(RANA & KUMAR, 1995).

6.4 Biotransformation

6.41  Isoproturon

Sowohl B. bombina als auch B. variegata waren in der
Lage, IPU mit Hilfe der Cytochrom P450-abhangigen
Monooxygenasen (Phase | der Biotransformation) zu
metabolisieren, da die typischen Metaboliten nach
HAAS (1997) und GLARGEN et al. (1999) in beiden
Arten nachgewiesen wurden. Diese Metaboliten wiesen
reaktive, elektrophile Zentren zur Konjugation von GSH
auf.

In Abhangigkeit von den Belastungskonzentrationen
und der Expositionsdauer verursachten sowohl der
reine Wirkstoff als auch die handelstblichen Herbizide
Verénderungen der Aktivitat der GST-Enzyme bei bei-
den getesteten Amphibienarten. Im Vergleich zu R. ar-
valis reagierten die Larven von B. variegata meist mit
deutlich héheren Enzymaktivitaten auf die Belastungen
mit IPU bzw. TOLKAN FLO® (Tab.12).

Bei Konzentrationen von 0,1 pg/l IPU wies die GST der
Larven von B. variegata zunachst nur eine geringe Ak-
tivittssteigerung um 4 % gegentiber der Kontrolle auf.
Der Biotransformationsprozess des Isoproturons Uber
das GSH/GST-System schien bei diesen Konzentra-
tionen erst allmahlich zu beginnen. Dies belegte auch

Tab. 12: Zusammenstellung der Veranderung der GST-Aktivitét [%] gegeniiber den entsprechenden Kon-
trollen nach der Exposition der Larven von B.variegata bzw. R. arvalis in Isoproturon und TOLKAN FLO®
Kontrolle entspricht 0 %; die jeweils hoheren Werte sind fettgedruckt

Expositionszeit

Konzentration
[mg/l] [h]

Isoproturon 0,1 24
1,0
10,0
100,0

TOLKAN FLO® 0,1 24
1,0
10,0
100,0
1000,0
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Veranderung der GST-Aktivitét [%)]

Bombina variegata Rana arvalis

36 33
114 57
139 51
128 38
49 36
84 37
124 37
61 25
48



der hohe Anteil toter (15 %) und deformierter (12 %) Lar-
ven (Tab. 13). Konzentrationen von 1 und 10 pg/l so-
wohl des reinen Wirkstoffes als auch im TOLKAN FLO®
bewirkten Steigerungen der sGST-Aktivitaten von B. va-
riegata um bis zu 139 % im Vergleich zur Kontrolle. Das
GST-Enzymsystem schien maximal aktiviert zu sein, die
Summe der beeintrachtigten und toten Tiere lag nahe-
zu konstant bei 41-45%. Dabei waren jedoch qualita-
tive Unterschiede zwischen den Wirkungen einzelner
IPU-Konzentrationen zu verzeichnen. Die Anzahl der
toten Individuen sank mit zunehmender GST-Aktivitat
bis auf 8 %. Dies ist ein Indiz dafiir, dass die lethalen
Effekte des IPU durch den Biotransformationsprozess
gemindert wurden. Der Anteil der deformierten Larven
nahm allerdings zu. Wie bereits im Kapitel 6.3 be-
schrieben, konnten sich die nach Expositionen in IPU
deformierten Larven jedoch im Laufe ihrer weiteren Ent-
wicklung bis zum Ende der Metamorphose meist re-
generieren.

Bei R. arvalis waren die GST-Aktivitdten bei geringen
IPU-Konzentrationen von 0,1 pg/l zunéchst signifikant
erhoht, sanken aber bei Konzentrationen von = 1,0 ug/l
IPU deutlich ab. Dies bestatigte sich sowohl fiir die mit
CDNB als auch mit Fluorodifen bestimmten Isoenzyme
(vgl. Abb. 16b und Abb. 18b). Mdglicherweise verhin-
derte die starkere GST-Aktivierung bei Konzentrationen
von 0,1 pg/l IPU eine Schadigung der Larven von R.
arvalis, denn es wurden keine beeintrachtigten oder
toten Individuen verzeichnet. Bei hoheren Konzentra-
tionen war die GST inhibiert. In Abhangigkeit von der
IPU-Konzentration nahm der Anteil deformierter bzw.
toter Larven von R. arvalis zu (Tab.13).

Beim Vergleich der Reaktion beider getesteter Amphi-
bienspezies fallt auf, dass die Larven von B. variegata
trotz starkerer GST-Aktivierung hohere Verluste hin-
nehmen mussten als R. arvalis. Da die GST-Aktivitat der
Larven von R. arvalis mit Ausnahme der geringsten
Testkonzentration inhibiert war, sind bei dieser Art even-
tuell andere Mechanismen effizienter an der Biotrans-
formation des IPU bzw. an der Reparatur entstandener
Schéadigungen der Larven beteiligt. In der Literatur gab
es keine Hinweise darauf, dass neben der GST ande-
re konjugierende Enzyme in den IPU-Metabolismus in-
volviert sind. MAglicherweise bestehen Unterschiede in
der Aktivierung des P-450 Monooxygenasesystems.
Auf artspezifische Differenzen hinsichtlich der mikro-
somalen Proteingehalte in der Leber sowie der Aktivitat
der Cytochrom P-450 abhangigen Monooxygenasen
zwischen verschiedenen Amphibienarten wiesen NO-
SHIRO & OMURA (1984) hin. Im Vergleich zu Rana ca-
tesbeiana und Bufo bufo wies Xenopus laevis deutlich
geringere Cytochrom P-450 Werte und deshalb auch
niedrigere Oxidationsraten z. B. fiir Benzo[a]-pyren und
7-Ethoxycoumarin auf.

Bei der Exposition von B. variegata in TOLKAN FLO®
verursachten Konzentrationen von 10 und 100 pg/l
IPU maximale Enzymantworten. Bei hdheren |PU-Kon-
zentrationen (1000 ug/l), war die Biotransformation li-
mitiert. Die Larven waren nicht in der Lage, so hohe Be-
lastungen zu tolerieren. Aufgrund dessen wurde das
Versuchsprogramm fir R. arvalis modifiziert und Kon-
zentrationen von 1000 ug/l IPU an dieser Art nicht ge-
testet.

Tab. 13: Verédnderung der GST-Aktivitat [%] (Kontrolle entspricht 0%) sowie prozentualer Anteil der
deformierten bzw. toten Individuen nach der Exposition der Larven von B.variegata bzw. R. arvalis in

Isoproturon
Isoproturon Bombina variegata Rana arvalis
Konzentration A GST Deformation Mortalitit Summe | AGST  Deformation Mortalitit Summe

[mg/l] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]

0,1 4 12 15 27 34 0 0 0

1 14 30 1" 41 -57 10 0 10

10 139 37 8 45 -51 33 0 33

100 123 30 12 42 -40 10 10 20
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Wahrend bei R. arvalis keine GST-Werte fir die Kon-
jugationen mit DCNB bestimmt werden konnten, waren
bei B. variegata GST-Isoenzyme mit allen drei Modell-
substraten (CDNB, DCNB, Fluorodifen) messbar, was
auf artspezifische Unterschiede hindeutet. Die mit
CDNB gemessenen Isoenzymaktivitaten waren be-
sonders hoch, was sich dadurch erklart, dass die meis-
ten sGST-Isoenzyme — mit Ausnahme der B-Klasse -
in die Konjugation von CDNB eingebunden sind (GE-
ORGE, 1994). Die im Vergleich der Substrate niedrigen
Aktivitaten, die mit DCNB gemessenen wurden, wiesen
darauf hin, dass die entsprechenden Isoenzyme nur in
geringerem Umfang in die Biotransformation der getes-
teten Wirkstoffe involviert sind. Im Gegensatz zu
PFLUGMACHER & STEINBERG (1997), die bei ver-
schiedenen Makrophythen und limnischen Algen Fluo-
rodifen-Konjugationen nur in den cytosolischen
Enzymfraktionen feststellten, waren bei den Amphi-
bienlarven mGST- und sGST-Aktivitdten mit dem Mo-
dellsubstrat Fluorodifen messbar. Fir die sGST ist be-
kannt, dass die Substratspezifitat nicht auf einzelne
Isoenzyme begrenzt ist, sondern Uberlappungen zeigt
(EATON & BAMMLER, 1999). Méglicherweise ist es im
Fall der mGST der Amphibienlarven ahnlich und die
mGST katalysiert neben der Konjugation von CDNB
auch die des Fluorodifens an GSH .

Uber die GST von Amphibien ist bisher nur wenig be-
kannt. In Lebergewebe von Xenopus laevis wurden
neben einer mGST mehrere sGST-Isoenzyme analy-
siert, die Ahnlichkeit mit den M-, a- und ¢-Klasse der
GST von Saugern aufwiesen (ANGELUCCI et al.,
2002). Die sGST, die aus dem Lebergewebe von Bufo
bufo isoliert wurde, zeigte Ahnlichkeit mit der Tr-Klasse
der Sduger-GST. Jedoch wiesen DELUNA et al. (2002)
Unterschiede im Spektrum der Substratspezifitaten zwi-
schen Fréschen und S&ugern flr die p-Klasse der
GST nach: die aus der Leber von Xenopus laevis iso-
lierte GST der u-Klasse konjugierte das Modellsubstrat
CDNB weniger effektiv als die entsprechende GST von
Saugetieren. Offensichtlich besteht auf diesem Gebiet
noch erheblicher Forschungsbedarf, um die konstitutive
Enzymausstattung der Amphibien weiter aufzuklaren.

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Studie zeigen,
dass identische IPU-Konzentrationen und Expositions-
zeiten bei beiden getesteten Amphibienarten unter-
schiedliche Aktivitaten der GST-Isoenzyme hervorriefen.
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Die GST-Isoenzyme reagierten also artspezifisch ver-
schieden auf gleiche Belastungen. Sowohl bei R. arvalis
als auch bei B. variegata waren die Wirkungen der IPU-
Belastung auf das GST-Enzymsystem bereits bei Kon-
zentrationen bzw. Expositionszeiten messbar, bei denen
weder Deformationen noch Verhaltensabnormitaten
auftraten. Somit kann die GST als biochemischer Indi-
kator fur die Belastung der Amphibienlarven mit Iso-
proturon genutzt werden.

Im Vergleich zum reinen Wirkstoff Isoproturon waren die
GST-Aktivitaten der Larven von B. variegata nach der
Behandlung mit dem Handelsprodukt TOLKAN FLO®
meist vermindert. So ware in diesem Falle den For-
mulierungssubstanzen (Emulgatoren) eine inhibieren-
de Wirkung auf die GST-Isoenzyme zuzuschreiben.
Da die Mechanismen chemischer Wechselwirkungen in
Stoffgemischen nicht aufgeklart sind (HOWE et al.,
1998), unterstreicht dies die Notwendigkeit neben den
Wirkstoffen auch die dkotoxischen Effekte der eigent-
lich umweltrelevanten Handelsprodukte auf Nichtziel-
organismen zu untersuchen. Eine Vielzahl von Fakto-
ren —wie Aufnahmerate der Wirkstoffe, Metabolisierung,
Dispersion und Exkretion der Stoffe — kann in Stoffge-
mischen im Vergleich zu den Einzelkomponenten ver-
andert sein. MARKING (1977) wies auf eine mdgliche
Inhibierung der Biotransformation in Stoffgemischen
hin.

Vergleicht man analog der Vorgehensweise beim TOL-
KAN FLO® die Effekte des reinen Wirkstoffes IPU und
des Handelsproduktes FENIKAN® auf die Enzymakti-
vitat, so rief das handelstibliche Herbizid in diesem Fall
eine starke Aktivierung der GST hervor — das reine IPU
hingegen inhibierte die GST meist. Neben den Emul-
gatoren und IPU istim FENIKAN® als weiterer Wirkstoff
Diflufenikan enthalten. Diese Substanz bewirkte — mit
Ausnahme der getesteten Hochstkonzentration — bei
den Larven von R. arvalis ebenfalls eine Aktivierung der
sGST-Isoenzyme. Summiert man die Effekte, die die
einzelnen Wirkstoffe auf die sGST-Aktivitat ausubten,
und vergleicht mit den Wirkungen des Handelsproduk-
tes FENIKAN®, ist den Formulierungssubstanzen des
handelstblichen Herbizides eine stark aktivierende Wir-
kung auf die GST-Isoenzyme zuzumessen. Dies konn-
te auf die Effekte der Emulgatoren zuriickzufihren
sein, die in der Formulierung des Herbizides vorhanden



sind. Emulgatoren erhdhen die biologische Verfigbar-
keit der Wirkstoffe und erméglichen eine optimale Ap-
plikation. Auch das handelsiibliche Herbizid Roundup
360 erwies sich im Vergleich zum darin enthaltenen
Wirkstoff Glyphosat fiir die Larven von Litoria moorei
als weitaus toxischer (BIDWELL & TYLER, 1997). To-
xische Wirkungen von Formulierungssubstanzen und
Detergentien auf Amphibien beschrieben PLOTNER &
GUNTHER (1987) fiir Rana esculenta sowie MANN &
BIDWELL (1999) fir vier australische Amphibienarten.
6.42  Cypermethrin

Die substratspezifischen GST-Isoenzyme der unter-
suchten Amphibienlarven reagierten in Abhangigkeit
von den Belastungskonzentrationen (Cypermethrin, a-
Cypermethrin, FASTAC SC®) und der Expositionsdau-
er mit signifikanten Anderungen der Enzymakdivitaten.
So ist zu vermuten, dass die Biotransformation von Cy-
permethrin in Amphibienlarven iber das GST-System
funktioniert. Nachweise, dass die GST-Enzyme in den

Metabolismus von Cypermethrin involviert sind, liegen
fir einige Arthropoden vor — z.B. fir die Deutsche
Schabe (Blattella germanica) (VALLES, 1998), die
Wolfsspinne (Pardosa amentata) (NIELSEN et al.,
1999) oder die Strandkrabbe (Carcinus maenas) (GOW-
LAND et al.,, 2002). In der Regenbogenforelle (On-
chorhynchus mykiss) zeigte die GST-Aktivitat dosisab-
hangig einen signifikanten Anstieg, der bei einer
Belastung mit 0,87 g/l Cypermethrin sein Maximum er-
reichte (DAVIES et al., 1994). Ein konkreter Nachweis
eines Glutathion-Konjugates existiert bisher nur fiir das
Pyrethroid Tetramethrin (SMITH et al., 1982).

Vergleicht man die Enzymantworten beider getesteter
Amphibienarten auf identische Belastungen (Expositi-
onskonzentration und -dauer), reagierten — mit Aus-
nahme der Belastung von 0,01 pg/l a-Cypermethrin im
FASTAC SC® - die Larven von B. variegata mit deut-
lich héheren GST-Aktivitaten bzw. Steigerungsraten im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen als Larven
von R. arvalis (Tab. 14).

Tab. 14: Zusammenstellung der Verdnderung der GST-Aktivitat [%] gegeniiber den entsprechenden
Kontrollen nach der Exposition der Larven von B.variegata bzw. R. arvalis in Cypermethrin,

a-Cypermethrin und FASTAC SC®

Kontrolle entspricht 0%; die jeweils hoheren Werte sind fettgedruckt

Konzentration Expositionszeit Veranderung der GST-Aktivitat [%)]
[mg/l] [h] Bombina variegata Rana arvalis
Cypermethrin 0,001 24
0,01 15 30
0,1 251 54
1,0 54 2,4
10,0 -95
0,1 0,5 153 -3
2 275 66
6 388 38
24 234 -33
48 -88
a-Cypermethrin 0,01 170
0,1 209
1,0 212
10,0 140
FASTAC SC® 0,001 24 21
0,01 58 131
0,1 57 50
1,0 36 -0,5
10,0 -70
DISKUSSION
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Die starkere Aktivierung der GST in B. variegata weist
auf einen intensiveren Biotransformationsprozess die-
ser Art hin. Betrachtet man neben den Wirkungen auf
die GST-Aktivitdt auch die toxischen Effekte der Cy-
permethrinbelastungen fiir die Larven, wird offensicht-
lich, dass der Anteil deformierter bzw. toter Individuen
bei B. variegata deutlich geringer war als bei R. arva-
lis (Tab. 15). So traten bei umweltrelevanten Cyper-
methrinkonzentrationen von 0,1 g/l und maximaler
Steigerung der GST-Aktivitdt um 251 % bei 28 % der
Larven von B. variegata Deformationen und Verhal-
tensabnormitaten auf. Wurden hingegen Larven von R.
arvalis in 0,1 pg/l Cypermethrin exponiert, nahm die
GST-Aktivitat um lediglich 54 % zu. 40 % der Larven
wiesen Deformationen auf, die Mortalitat betrug 20 %.
Dies ist ein Indiz dafir, dass die Biotransformation des
Cypermethrins uber die GST-katalysierte Konjugation
an Glutathion die toxischen Wirkungen des Pyrethro-
ids auf die Amphibienlarven verminderte. Das galt al-
lerdings nur bis zu bestimmten maximalen Dosen, wie
die Ergebnisse bei Konzentrationen von 1 g/l Cyper-
methrin fir B. variegata bzw. 10 pg/l Cypermethrin fir
R. arvalis belegten. Die GST-Aktivitaten waren deutlich
reduziert bzw. inhibiert und dementsprechend stiegen
die Mortalitatsraten auf 38 % bzw. 90 %. Mdglicherweise
war die GST selbst direkt geschadigt oder andere
Schadigungen der Zelle flihrten zu einer Dysfunktion der
GST, infolgedessen die toxischen Wirkungen domi-
nierten.

Beim Vergleich der beiden getesteten Pyrethroidwirk-
stoffe wurde festgestellt, dass a-Cypermethrin dosis-
abhangig starkere Enzymantworten induzierte als Cy-
permethrin (Tab.14). So rief bei Larven von R. arvalis

eine 24stlindige Belastung mit 0,1 pg/l a-Cypermethrin
einen Anstieg der sGST-Aktivitat auf das Dreifache —
die identische Cypermethrin-Konzentration hingegen
auf das Anderthalbfache der entsprechenden Kontrol-
len hervor. a-Cypermethrin ist eine Mischung der bei-
den cis-Isomere, die die insektizide — also neurotoxische
- Wirkung verursachen, wahrend in Cypermethrin
neben diesen beiden cis-Isomeren noch 2 weitere cis-
und 4 trans-Isomere vorhanden sind. COLE & CASIDA
(1983) zeigten, dass die cis-Isomere des Cypermethrins
toxischer auf Adulti von Rana pipiens und Larven von
Rana catesbeiana wirkten als dessen trans-lsomere. Da
bei Wirkstoffkonzentrationen von 0,1 pg/l a-Cyperme-
thrin die GST-Aktivitdt der Larven signifikant erhdht
war (um 209 % gegeniiber der Kontrolle), ist zu ver-
muten, dass der Wirkstoff iber das GSH/GST-System
metabolisiert wurde und seine toxischen Wirkungen
nicht entfalten konnte. Morphologische Schadigungen
und Verhaltensabnormitaten der Larven traten verstarkt
bei Expositionen in 10 ug/l Wirkstoff auf. Bei dieser Kon-
zentration war die GST-Aktivitat bereits deutlich ver-
mindert, die Biotransformation des a-Cypermethrins
eingeschrankt und daraus die zunehmende toxische
Wirkung der Substanz erklarbar. Das GST/GSH-Enzym-
system ist bei hdheren Pyrethroidkonzentrationen ver-
mutlich geschwacht. Betrachtet man die Abhéngigkeit
der Enzymantworten von der Expositionsdauer, konn-
te im Vergleich der beiden Wirkstoffe festgestellt wer-
den, dass die Larven von R. arvalis das lipophilere Cy-
permethrin rascher aufnahmen als a-Cypermethrin.

Tab. 15: Veranderung der GST-Aktivitat [%] (Kontrolle entspricht 0 %) sowie prozentualer Anteil der
deformierten bzw. toten Individuen nach der Exposition der Larven von B.variegata bzw. R. arvalis in

Cypermethrin
Cypermethrin Bombina variegata
Konzentration A GST Deformation Mortalitit Summe
[mg/l] [%] [%] [%]
0,001 64 0 0
0,01 15 7 0
0,1 251 28 0
1 54 0 38
10
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Rana arvalis
A GST Deformation Mortalitit Summe

[%] [%] [%] [%]
30 0 0 0
54 40 20 60
3 40 20 60
-95 0 90 90



Die sGST der Larven von R. arvalis wurde bei der Be-
lastung mit reinem a-Cypermethrin starker aktiviert als
durch die entsprechenden FASTAC SC®-Konzentratio-
nen. Im Vergleich zum reinen Wirkstoff bewirkten bei
der Exposition der Kaulquappen in FASTAC SC® ge-
ringere Konzentrationen (0,01 pg/l a-Cypermethrin)
bereits maximale Enzymaktivitat. Moglicherweise waren
die Formulierungssubstanzen des Handelsproduktes fiir
diese Effekte verantwortlich. Die unterschiedlichen Wir-
kungen verschiedener, handelsiblicher a-Cyperme-
thrin-Praparate auf Regenbogenforellen (Oncorhyn-
chus mykiss) beschrieb SHIRES (1983). Das
Emulsionskonzentrat erwies sich etwa 30fach toxischer
als Suspensionskonzentrate, Puder oder Mikrokapseln.
Diese erhohte Toxizitat der Emulsionskonzentrate be-
statigte STEPHENSON (1987) auch fir Karpfen (Cy-
prinus carpio).

Schon geringe Cypermethrin-Konzentrationen von
0,001 pg/l Cypermethrin riefen bei den Larven von B.
variegata einen signifikanten Anstieg der Enzymant-
wort (mGST) hervor, obwoh| weder im Verhalten noch
in den morphologischen Kriterien der Larven Veran-
derungen sichtbar waren. Die Daten belegen, dass das
GST-Enzymsystem ein empfindlicher biochemischer
Indikator fir die Belastung der Amphibienlarven mit
Cypermethrin ist.

Die aufgrund der Cypermethrinbelastung erhéhten GST-
Werte deuten auf Aktivierung und Intensivierung der
Biotransformationsprozesse in den Amphibienlarven
hin, sodass die toxische Wirkung des Pestizidwirkstof-
fes durch Metabolisierung und Ausscheidung aus dem
Organismus vermindert werden konnte.

Generell - vor allem auch in Anbetracht der IPU-Er-
gebnisse — bleibt jedoch festzuhalten, dass allein aus
den Veranderungen der GST-Aktivitat keine Voraussa-
gen zur Uberlebenschance der Organismen im Oko-
system ableitbar sind. Es besteht kein monokausaler
Zusammenhang, da das Verhaltnis zwischen den Bio-
transformationsprozessen einerseits und den toxischen
Wirkungen der Fremdstoffe im Organismus andererseits
von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird. So sind
die Effekte z.B. von den speziellen Substanzeigen-
schaften (Spezifitdt der Wirkung im Organismus, phy-
siko-chemische Eigenschaften, Metabolisierungsrate
usw.), konkreten Umweltbedingungen und vor allem von
den Energiereserven der Organismen abhangig.

6.5 Energetische Betrachtung

Zur Aktivierung der GST werden groe Mengen an
Stoffwechselenergie benétigt. Im Rahmen der vorlie-
genden Studie wurde fir verschiedene Belastungs-
szenarien festgestellt, dass bei Wirkstoffkonzentra-
tionen und Expositionszeiten, die maximale GST-
Aktivitdten der Larven hervorriefen, bereits erste de-
formierte und tote Kaulquappen zu verzeichnen waren.
So reagierten z.B. Larven von B. variegata auf Belas-
tungen von 0,1 pg/l Cypermethrin mit einer maximalen
Steigerung der GST-Aktivitat um 251 % gegentiber den
Werten der Kontrolle, jedoch wiesen 28% der expo-
nierten Larven Deformationen und Verhaltensabnor-
mitaten auf. So ist zu vermuten, dass die fiir Abbau- und
Exkretionsprozesse (Biotransformation der Pestizid-
wirkstoffe) zur Wiederherstellung des physiologischen
Gleichgewichtes verwendete Energie, dann fiir andere
Lebensvorgénge der Amphibienlarven nicht in ausrei-
chendem Male zur Verfiigung steht. WESTERN-
HAGEN (1988) beschrieb, dass Deformationen und
Entwicklungsanomalien durch eine Blockade des Ener-
gietransfer-Systems verursacht wurden. Diese Ener-
gieallokation zugunsten der Biotransformationsprozes-
se kann vor allem bei einer Pestizidbelastung wahrend
der Embryonalphase die weitere Entwicklung der Am-
phibien beeintrachtigen. So flihrte z.B. die Exposition
des Laiches von Rana perezi mit dem Organophosphat
Methylparathion zu Skelettdeformationen bei den me-
tamorphosierten Jungtieren (ALVAREZ et al., 1995).
Verhaltensabnormitten und Schwanzdeformationen
traten bei Larven von Microhyla ornata auf, die wahrend
ihrer Embryonalentwicklung in Carbofuran exponiert
waren (PAWAR & KATDARE, 1984). Auch Laich-
expositionen mit Herbiziden wie Atrazin bewirkten De-
formationen bei drei nordamerikanischen Amphibien-
arten (ALLRAN & KARASOW, 2001).

Die im Rahmen der vorliegenden Studie erhobenen
Daten belegen einerseits, dass die untersuchten Pes-
tizdwirkstoffe die Gallerthiille des Laiches passierten
und eine Kontamination des Embryos stattfand sowie
andererseits die negativen Wirkungen der Laichexpo-
sition fur die weitere Entwicklung bis zur Metamorpho-
se (verminderte Schlupfraten, Deformationen, abnor-
males Schwimmverhalten, Wachstumsverzégerungen).
Da die Amphibienlarven wahrend der gesamten Em-
bryonalentwicklung und auch in den ersten Tagen nach
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dem Schlupf ausschlieRlich von ihren begrenzten Dot-
tervorraten zehren konnen, wirkt sich ein zusatzlicher
Energieverbrauch — wie z.B. zur Biotransformation — be-
sonders negativ auf den Gesamtenergiehaushalt aus.
Erst ab dem Entwicklungsstadium 24 (GOSNER, 1960)
sind die Kaulquappen aufgrund der vollstandigen Ent-
wicklung der Hornleisten im Mund sowie des Verdau-
ungssystems in der Lage, selbstandig Nahrung aufzu-
nehmen und Energieverluste zu kompensieren.

Ein weiteres Indiz fiir die Verschiebungen im Energie-
haushalt der Larven von R. arvalis aufgrund der Belas-
tung mit a-Cypermethrin waren die signifikant kleine-
ren Jungtiere am Ende der Metamorphose. Vermutlich
investierten die Larven ihre Energiereserven einesteils
in die Biotransformation des a-Cypermethrin (Steige-
rung der GST-Aktivitdt um bis zu 200 %) und ande-
renteils in die Beschleunigung der Wachstumsprozes-
se (Verkirzung der Metamorphosedauer um bis zu 7
Tage). Dabei nahmen sie offensichtlich ein verminder-
tes Langenwachstum in Kauf, um die kontaminierten
aquatischen Habitaten méglichst bald — wenn auch
nicht in optimaler kérperlicher Verfassung — verlassen
zu kénnen.

Wenn die GST zur Biotransformation von Fremdstoffen
- neben ihren Funktionen im endogenen Stoffwechsel
der Organismen — durch Xenobiotika induziert bzw. die
vorhandene Enzymaktivitit gesteigert wird, kann dies
die Energiereserven der Organismen entscheidend de-
zimieren. Dies gilt insbesondere fiir die Larvalphase der
Amphibien, da sich die Kaulquappen noch in der Ent-
wicklung befinden und fiir Metamorphose, Organbildung
und Perfektionierung der Kérperfunktionen grofere
Energiemengen bendtigen.

Verénderungen der Energieallokation haben nicht nur
Konsequenzen fiir den einzelnen Organismus, son-
dern kénnen auch auf Populationsebene wirken, wenn
z.B. nicht gentigend reproduktionsfahige Individuen
vorhanden sind oder aufgrund mangelnder kérperli-
cher Fitness der Adulti die Anzahl und/oder Fekunditat
der Eier vermindert ist.

Bilanzierend ist zu bedenken, dass auch Fremdstoff-
Konzentrationen, die keine lethalen Wirkungen bei den
Larven hervorrufen, durch Biotransformationsprozesse
deren Energiehaushalt belasten. Unter Freilandbedin-
gungen kann aufgrund der Summation verschiedener
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Stressfaktoren (z.B. weiterer Fremdstoff, Parasiten,
Krankheitserreger) die Widerstandsfahigkeit der Larven
gegenuber unglnstigen Umweltbedingungen deutlich
eingeschrankt sein. So kbnnen geringe, ansonsten
sublethale Wirkungen einer weiteren Komponente le-
thalen Effekte hervorrufen.

6.6 Management

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen, dass
umweltrelevante Konzentrationen der getesteten Pes-
tizide die Laich- und Larvalentwicklung der einheimi-
schen Amphibien sowohl direkt beeintrachtigten, was
sich in erhdhter Mortalitat, Deformationen und Verhal-
tensabnormitaten widerspiegelte, als auch indirekt be-
einflussten, indem die Biotransformation der Schad-
stoffe vermutlich den Energiehaushalt der Larven
verénderte. Um eine erfolgreiche Reproduktion der
Amphibien und damit den Erhalt der Populationen in
den Agrarlandschaften zu gewahrleisten, muss der Ein-
trag der Pestizide in die Gewasser dezimiert werden.

Eine Minimierung des Eintrags kann durch die Anlage
bewachsener Puffersteifen mit einer Mindestbreite von
20 m um die Gewasser erreicht werden. Aufgrund der
hohen Wasserfiihrung der Kleingewasser im Friihjahr
und dem geforderten Abstand der Spriihfahrzeuge bei
der Applikation der Pflanzenschutzmittel sind die er-
Zielten Ertrage in den Uferbereichen der Gewasser oh-
nehin stark gemindert. Miinden allerdings Drainagen der
landwirtschaftlichen Nutzflachen in die Kleingewasser,
kann die Wirksamkeit dieser Pufferstreifen in Abhén-
gigkeit von den Stoffeigenschaften der Xenobiotika de-
zimiert sein. In diesen Gebieten ist der integrierte Pflan-
zenschutz als Weiterentwicklung der bisher giltigen
,quten fachlichen Praxis bei der Applikation von Pflan-
zenschutzmitteln“ zu favorisieren, der auch die An-
wendung aller kulturtechnisch praktikablen biologischen
(u.a. nicht-chemischen) MalRnahmen zur Vorbeugung
und Minderung der Ertragsschaden einbezieht. Auf
Griinland sollte die flachenhafte Anwendung von Pes-
tiziden generell unterbleiben.



Dabei bildet die viel zitierte Agrarwende, die umwelt-
vertragliche Produktion von Nahrungsmitteln und
nachwachsenden Rohstoffen, Extensivierung und
okologischen Landbau anstrebt, den Rahmen zur Ver-
wirklichung dieser Vorschldge. Finanzielle Unterstit-
zung zur Honorierung 6kologischer Leistungen bieten
auf nationaler Ebene von Bund und Landern ge-
tragene Forderprogramme, wie z.B. das Kulturland-
schaftsprogramm oder Vereinbarungen im Rahmen
des Vertragsnaturschutzes und auf européischer
Ebene die EU-Strukturfonds sowie die Agenda 2000.

Mit der Agenda 2000 der Europdischen Union wurden
Voraussetzungen geschaffen, die Gemeinsame Agrar-
politik der EU zu reformieren, indem der ,ersten Saule”,
die die traditionelle Markt- und Preispolitik mit Instru-
menten wie Tier- und Flachenprdmien oder Direktzah-
lungen umfasst, eine ,zweite Saule” zur Entwicklung des
landlichen Raumes hinzugeflgt wurde. Deren Instru-
mentarien sind Modulation und Cross-compliance (VAY
et al. 2002).

Im Jahr 2003 wird die Modulation in Deutschland erst-
malig erprobt, d. h. dass Direktzahlungen aus der Markt-
und Preispolitik oberhalb eines betrieblichen Freibe-
trages von 10000 Euro um 2 % gekirzt werden. So kén-
nen pro Jahr 64 Mio. Euro freigesetzt werden, die
durch nationale Mittel in Héhe von 31 Mio. Euro auf-
gestockt werden (VAY et al. 2002). Dieses Geld soll zur
Finanzierung von Umwelt- und AusgleichsmaBnahmen
(flankierende MaBnahmen), darunter auch Agrarum-
weltmalnahmen und Ausgleichszahlungen, in den von
umweltspezifischen Einschrankungen betroffenen Ge-
bieten (z.B. FFH-Gebiete) eingesetzt werden.

In Hinsicht auf den EU-Beitritt der mittel- und osteu-
ropaischen Staaten, die Uber umfassende und wertvolle
Naturpotentiale verfligen, miissen die Kapazitaten zur
Finanzierung von Umwelt- und NaturschutzmaRnahmen
innerhalb der landlichen Entwicklungspolitik ausgebaut
werden und die zweite Saule der Agrarpolitik in Zukunft
mehr Gewicht erhalten. So wiesen HAUGWITZ &
SCHNUG (2000) am Beispiel des EU-Beitrittskandida-
ten Polen darauf hin, dass mit der Einflihrung des Mo-
dells der westeuropéischen intensiven Landwirtschaft
die bisher vergleichsweise intakte Natur und grofie Ar-
tenvielfalt Polens bedroht ware. Modernisierung und
Ausweitung der Produktion allein gentigen nicht, um
eine nachhaltige Entwicklung der landlichen Rdume zu
garantieren. Die Mafinahmenkataloge und Forderins-
trumente der EU sind den spezifischen Gegebenheiten
der Beitrittslander anzupassen.

Die Tatsache, dass mit der Politik fiir landliche R&dume
in der zweiten Saule der Agrarpolitik nicht marktfahige
Leistungen im Bereich Naturschutz und Landschafts-
pflege direkt honoriert werden, ist fir die Entwicklung
der Landwirtschaft ebenso wie fur die Erhaltung von Kul-
tur und Landschaft von richtungweisender Bedeutung.

DISKUSSION
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1)

Schlussfolgerungen

Bei der Verknipfung der im Freiland gemessenen
Wirkstoff-Konzentrationen der applizierten Pflan-
zenschutzmittel mit den Ergebnissen der Unter-
suchungen zur enzymatischen und toxischen Wir-
kung der Pestizide wird deutlich, dass bei
umweltrelevanten Schadstoffkonzentrationen ein
Gefahrdungspotential fir Amphibienlarven besteht.

Auch wenn im Rahmen der Zulassungspriifung
versucht wurde, die mdglichen beeintréchtigen-
den Wirkungen vollstdndig abzuklaren, kénnen
sich bei der praktischen Anwendung im Freiland
ungiinstige Effekte auf Nichtzielorganismen der
Flora und Fauna herausstellen. So erwiesen sich
umweltrelevante IPU-Konzentrationen fir Amphi-
bien gefahrlicher als sich auf der Basis der im Zu-
lassungsverfahren getesteten Fischtoxizitaten ver-
muten lieR. Deshalb sind Untersuchungen zu
Verhalten und Wirkung der Pestizide unter realen
Freilandbedingungen unverzichtbar. Bei Ver-
dachtsmomenten — wie hier im Fall der Amphibien
- sollten weitere Spezies, die tber den Umfang der
Routinepriifung hinausgehen, getestet werden.

Die Aufnahmestudien zeigen, dass die untersuch-
ten Pestizidwirkstoffe sowohl von Laich als auch
von Larven der Amphibien absorbiert wurden.
Dabei sind Unterschiede in der Aufnahmekinetik
sowohl artspezifisch begriindet als auch von den
Stoffeigenschaften (Lipophilie, Metabolisierung)
abhéngig. Beim Laich bot die den Embryo umge-
bende Gallerthiille keinen Schutz vor der Pesti-
zidkontamination.

Die getesteten Wirkstoffkonzentrationen riefen
verschiedene toxische Effekte bei den Amphibien
hervor (verminderte Schlupfraten des Laiches,
Verhaltensabnormitaten, morphologische Veran-
derungen, Verzégerung oder Verkiirzung der Me-
tamorphose). Dabei wurden Unterschiede in der
Sensitivitat einzelner Arten und Entwicklungssta-
dien der Amphibien verzeichnet.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

5)

Das GST-Enzymsystem der Amphibien ist in die
Biotransformation der untersuchten Pestizide in-
volviert, da die Wirkstoffbelastung in Abhéngigkeit
von Dosis und Expositionsdauer die GST-Aktivitat
der Larven beeinflusste. Die Daten belegen, dass
das GST-Enzymsystem der untersuchten Amphi-
bienarten ein sensitiver biochemischer Marker fir
die Belastung der Larven mit IPU bzw. Cyperme-
thrin in umweltrelevanten Konzentrationen ist. In
Konzentrationsbereichen, in denen keine direkten
toxischen Wirkungen der Pestizide auf die Amphi-
bienlarven festgestellt wurden, reagierte die GST-
Aktivitat der Larven mit signifikanten Veranderun-
gen.

Fir diese Abbau- und Exkretionsprozesse (Bio-
transformation der Xenobiotika) zur Wiederher-
stellung des physiologischen Gleichgewichtes
mussen die Amphibienlarven geniigend Energie
aufbringen, die dann anderen Lebensvorgéngen
nicht in ausreichendem Male zur Verfligung steht.
Dieser Energieaufwand konnte Stagnationen im
weiteren Verlauf der Entwicklung (Verlangerung der
Metamorphose, verzdgertes Wachstum, einge-
schrénkte Mobilitat) verursachen und eine allge-
meine Reduktion der Fitness herbeiftihren.

Da die toxischen Wirkungen teilweise bereits bei
umweltrelevanten Konzentrationen auftraten und
die getesteten Amphibienarten geméaR der Roten
Liste der geféhrdeten Arten der Bundesrepublik
Deutschland in die Kategorien ,stark gefahrdet’
bzw. ,vom Aussterben bedroht* einzuordnen sind,
besteht Handlungsbedarf, um die Reproduktion
der Amphibien in ausreichendem Male zu ge-
wahrleisten und langfristig den Fortbestand der Po-
pulationen zu sichern.



8)

Fur die Bewirtschaftung der Agrarflachen in Ver-
breitungszentren sensitiver Amphibienarten sind
umweltschonendere Produktionsweisen zu for-
dern. Neben der Favorisierung des integrierten
Pflanzenschutzes sowie des Einsatzes abdrift-
mindernder Technik wird die Etablierung bewach-
sener Pufferstreifen um die Gewésser (mit einer
Mindestbreite von 20 m) empfohlen. Die Agenda
2000 bietet Instrumentarien fiir Ausgleichszahlun-
gen in den von umweltspezifischen Einschrén-
kungen betroffenen Gebieten.

SCHLUSSFOLGERUNGEN
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Abkurzungen

1-OH-IPU 1-Hydroxy-IPU

1-OH-MDM-IPU  1-Hydroxy-Monodesmethyl-IPU

2-OH-IPU 2-Hydroxy-IPU

2-OH-MDM-IPU  2-Hydroxy-Monodesmethyl-IPU

B. bombina Bombina bombina

B. variegata Bombina variegata

BCF Biokonzentrationsfaktor

BSA Rinderserum Albumin, Fraktion V

CDNB 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol; Photometersubstrat

CP Cytosolpuffer

CPA Cyclopropancarboxylsaure

DCNB 2,4-Dichlor-1-nitrobenzol; Photometersubstrat

DTE Dithioerytrithol

FFH Fauna-Flora-Habitat

GSH Glutathion

GST Glutathion S-Transferase

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

IPU Isoproturon

kat Katal, Einheit fir die Enzymaktivitat

Kow Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser

MDM-IPU Monodesmethyl-IPU

mGST mikrosomale Glutathion S-Transferase

MP Mikrosomenpuffer

NaP Natriumphosphat-Puffer

PBA Phenoxybenzolsaure

R. arvalis Rana arvalis

sGST [6sliche Glutathion S-Transferase
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Uptake, Metabolism, and Effects on Detoxication Enzymes of Isoproturon
in Spawn and Tadpoles of Amphibians

Berstin Greulich,® Enwmul Hoguet snd Stephan Plugmacher®!
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Usimy rimg-""C-labeletl Bsoproturon (1 pg/l). the opiake imo
spuwn and tndpodes of Bembing hombins and Sombing variegers
wnas investipated, Two percent of the applicd radioacrivity was
foumi per grain resh weight bnoibe cmbryo after 24 b Resibis
indicale that ike jelly mass of the spawn dos not oct os 8 sathi-
cieni physical barrier for proiection against the opiake amd
inflaence of isoproturom (TFL7) on the embryva, v viee metabal-
ism of pirg-""C-labeled IPL! by the cyiochrome P-450 sysiem
was amnalyzed In fad poles. Different metabofises of TPL, sich as
Pi-dempethylated amd C-hydroxybaned derivatives, wod the olefinic
metabolite were detected. In tmdpobes of B vardegata, the activity
of microsamal and saluble glutailione-5-transferase (s05Ts)
tmanl different maodel substrates wus measured afier treamtmend
with 1PLL Activities of sG5T mereased corresposding 1o ebey-
oed stress by 1P dependent om exposore timee amd dose.
Compared in ibe pure active inpredient [PL, the commercial

1 herbicide Tolkan Flo, conslsting of IPL amd @n
emalsifier, also  caused skgnificanily clevated  enzymanke
FESPONSE. | 192 Elase Schman (LSA)

Key Words: soproturon; berbicide; amphilinns spowm; tud-

poles; microsomal nmd soluble glutaihione-S-tramsferase,

INTRODUCTION

Populations of muny amphibian species all over the
werrlel appear to bave undergone declines and rangs reduoe-
tions mecently (Woke, 19910 A series of conssrvation
measures (5 urgently reguired to mpintain or restore the
nofural habitnts and the populations of threatered amphib-
ian species. In Annex IV of the European Union Habaial
and Species Directive {19923 the fAre-bellbed 1oad | Brmbing
boihinagl and the ir'ﬂh:l'.lr-l'.'u:”i.ﬁl toad | Bambinr variegrat

"To whom correspondesce should be addressed a1 [nsiitane of Frash
waker Ecology ond Inlend Fisheries, Milggetesdomin 301, 12557 Berlin,
Ciermany. Fux OS9NES EIGRE. F-mail; pllugi@igh-berm

N Cama] Directiovs FIMEEC of 21 May 1992 an the Conservation of
taaturad Hehiinis asd of Wild Faauns snd Flom.
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are described a4 anmal spectes of commmon mierest n need
of strct prodection. Also the Red Datn Book of Germany
clussifies B hombine as o critally endangered and
0. variegieta ps an endongered species. Both species are
closely related, and hybridization occurs ut their moge
boundarss

The normhwest of middle Ewrope bas experienced marked
decleies i B bobing. 16 nofthenstersn Germiny Uids
Speces heas desclimed by around Mi% since the l:ilrl_l|' 19l b
(Schneswets, 19935 Aller the lose of i p-n:l'l,-.:rrﬂi hahitnl of
riverside meadows, B howhing wses small ponds in agrical-
tural landscapes ns summer habitat and for reproduction
B Fevmlrrea seems to be especially sensitive to envirenmental
pollution  {Schiemenz, 197%, Herrmann ef al,  19HE;
Scheeweiss, [994).

In generil, amphiblan pepulations ane potentially sensi-
tive lo nguatic contuminants hke acd deposthion, mtrogen
fertifizers, nnd pesticides which may have coninbuted o
iheir decling (Hecnar, 1995 Hall and Heary, 1992), Lower
species diversity and density in the agricultural zone indi-
cate thut despite the presence of o water course, ditches, wd
ponds, many anuran species do not toberate intensive
agricullura] astivity (Bishop e al,, 19995

Approximately b tons of pesticides reach the surlece
waler i Germany ench year with isoproturon {3=[d-isop-
ropyiphenyll-1, I <hmethylens) (TPL7) contnboting 1 tons
anmusally (Federnl Environmenta] Protection Agency, 2000},
Esoprotwron (FPL) s o selective systemic berhicides, which is
pbsorbed by the roots and rapidly transpomed through the
sybem i the leaves I inhibits phowesynthetic electron
transport |Berger and Heitefuss, 19910 Phenyl-urea |serbi-
chibes arg wsed for pre- and postemerpenes contiol of anmual
grivsses ad many winual broad-leaved weeds in spring and
winter whend, barley, rve, und tnticale. Beciwse of 15 wide-
spread wse und its properties of moderate persistence and
relatively low pdsorption, TPU has become o water con-
tamingnt in many agricultural areas,

Sensitivity of aguatic pontarget animaks 1o contamination
by TPL leis Besin stedied in aquatic invertebrates and fshes

@



EFFECTS OF 120 PROTURDN CFN SFAWN AND TARDPOLES OF AMPHIBEIAMNS

The growith rate ol the ciliate Tetrahymena periformis was
slightly inhitited ap T pe/l TPL), whereas other hydro-
trophic orgunisms (Daplric magra and  the nematode
Covnorhabditls elegoms) were nod alfected by TPL up 1o
concenirutions of 1000 pg'L (Trounspurger o al, 19%6)
LTy, values (96 W of 37 ma/L for Qoebarpnchies mykizsy and
Pmg/L for fotielurus puactaius were reponted by Perkow
{1988y and Leiva e al, (1997). However, there are no reports
in the Hierature of lethal of sublethal effects of pheayl-urea
herbicades an awmphibains,

I primcaple, urgluliﬁmﬂ. are abde o detoxacile phenyl-urﬁ
herhicidees to some extent. The firsl phase of melalsolism of
IPL involves hydroxylation of carbon atoms, resulting in
renctive functional groups, and catalyzation by cylochrome
P43kbdependent monoosygenases (Heis, 19970 These ac-
tivated electrophilic derivatives con ke conjugated to
glutathione and catalyzed by glutathione-5-transferase
(GETin Phase 11 [Gearge, 194, The hydroghilic products
r:l‘:nn_:ug.allnn are excreted iy Phase 1L

GET s widely distribated i mature and may be im-
plicated in cell line resistunee o pesticides [Hayes and Woll,
1982, Bucciarelli e al., 1999, Glassgen of al., 19990 With the
crception of o single microsomal enzyms, (575 are snluble
(Creorge, 19%4), Soluble GSTs huve been grooped imto six
st classes: @, wo v, 8 & O and [T iBucciarelli ¢f al., 1599
The variety of soenzymes represents the wide range of
dillerent compodnds whech can be conjugated. Dhetosicd-
Han of iguatc contaminants by conjugation to glutal hiome
is well dogumented in fsh (Donmoromma er ol 195H;
George ef ol 1989, Wiegand ef of,, 2805 In contras,
itformation about detoxication in amphibions s mre. For
cxample, Johnson e wl. (1995 exnmined biotransformation
and the glutuibiene antioxsdunt sysiem afier exposure to 1,
4 b tanitredaluene {TRT) in the amphibian species Ambys-
g Hgrinum, The results dndecate thut A, rigeinen possess
considarable levels of antioxidant enzyvmes, bot tested fis-
rues were nof sensitive imdicators of TRT exposure. Invest-
igations of Bucciarells ¢ al, (1999 viekled changes i GST
amphibian patterns i embryonic and adull fife stages of
Bufo bafo. A specific G5T form of later development stages
witd found 1o counteract the toxic effiescts of resctive meta-
buolites of menobiotics with higher efficiency.

I genenil, concerning (e devalopment stapes of imphib-
ians and their differences in sesitivity to pesticide contami-
nulion, eontradectory fesults were reported in the literature.
Bernll o al {1995 found that within each tested monid
1];hp;j:zq, - and S-day-ald tmdpoles are Equa“}' REAEIlIvE [0
treatment with the insecticide lemtrothion. However, Paull
er af, (19959} described that different aguatic stages of four
investignied rankd amphibinns exhibied dilfering degrees of
sensitivity to the tested insecticide iebulenoeide. Susceptibil-
ity of different developmental stages of wmphibaan tadpaodes
to pesticide contaminotion appears to be strongly depen-
dent on botly the specses and the chemnicals tested,

157

I order to assess the environmentally relevant effects of
senobictics on aquatic lifs, the active compounds of pestici-
dies as well as the formulated commercinl products showld
b imwvestigated (Liesq, 1993; Mann and Bidwell, 1999, Pldi-
rer and Ciiinther, 1957) The mechiansms of chesmecil intie-
petion in mixtores ore nod folly ondersiood (Howe er al,
1998}, Some theores include increase in rate of uptake,
formotion of toxic metabolites, reduction ol excretion,
wlteratien of distribution, wnd inhibition of detoxication
systems, which oppears to be the most popular theery
(Marking, 1977 Field-grade herbicide formulations were
found to cause more thon just additive toxicity (o amiphib-
mms, This “chemieal synergy™ sugpests a mechanisme that is
based o i severe inbibition of detoxication (Howe et al,
1995k

The am of the present study was to mvestigate the milu-
enes of environmentally relevant concentrutions of TPL! to
the early developmental stapes of 8 hbombina  and
B. varlegard. Al Arat it was necessaTy (o check whether 1PL
wits taken up by spawn wnd tadpoles of these amphibinn
species and il they are abde to metnbolize 1PU. Furthermaore,
e plysecal and behavioral changes after treatment with
IPU were checked, The effiects of the pare mgredent IPU on
the detoxication eneyme systam of phase 11 were compared
Lo effects of a formulated product consesting of [PL and an
aemulsifier,

MATERIALS AND METHDDS
Sy Aren

The field investigations were carried out in a pond with-
out huffer strip, siteated in an intensively used arabbe nrea
withai the younger Pleistocens lundscape of Mortheast Ger-
meany, Thess segions ame distinguished by a lot of naturol
pothales and ponds with bigh diversity amd density of am-
phihians,

The cutchment aren of the mveshigated pood compreses
approa. Yha of slightly sloping fell, Summer barley was
grown here in 2000 and once, i the spring (54,2000, 1he
field was sprayed with the herbicide Tolkan Flo, o eommer-
cial phenyl-uren herbicide consisting of TPL {50001 ] wnd
an conulsifier. Application of Telkan Flo was carrsed oat
atrictly in conformance with the miles of agriculiural proced-
wies the spraying distones to the pomd was 15 m. The investi-
giled pond s o very imporiant leabitat for eight species of
amphphi:n:, inciudeng 1he endd.ng!:‘ﬂd B rovmabrira.

Emivv nd Tadpale Oiltire

Studics of uptake and metabolsm of [PL in amphibion
tdpoles were currded out with B bomdkiea es well as &
prriepata, Experiments o clanify the eflects on detoxication
enzymes were studied in B, joriepans, becise this species
cun be handled more easily than B, bombinag in capiivity,
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also fnken after the first precipitntion (o

as tiken 1 weeks prior o herbsoide application.
and 10 weeks uwlter applicaticn. At this timse

performeed with o lguid chromategrph (Waters) eguipped
with an mjechion valve with o 100 loop and a ¥ dicds

armiy LY detector, set i 240 nm, containing a 10-mmam Aow

comtamination in the  cell. To seporie TPL und its metabolites, a LiChrospher

o determine the backgrownd contaminution the first

PU umefysds Targel compounds were enre

Analyss ol the nonlabebed 1PL and its metabolites wis

I

solid-phase extroctboa (Sep-Pak, Waters). Subsequently, 1 L
100 RP-18 column {250 =4 mm, 5 pm, Merckp and an ad-
equate precolumn (4 = 4 man ) were used. The separation was

of water was itrodvced into the enrtridges and the sorbent
carried out at #°C at a fow rate of Emlmin The Hgusd

four of the sumpling sites were found dry.

sample w
thundersiormi

order

showing i%e itve samepling siies

Siudy pomd

FlL. 1.

258

Dietermintion of the dEvr.'Iumerllul shages al ol Righing

apecaes with cartied oul scconding (o Gosmer [ 1961),

Spawn and tudpoles were kept i tanks with artifcally - Samples were

sitlted { 100 mg/L sodivm chioride, 200 m'L calciom chlor-

ide dihydrate, [0 mp/L sodium hydrogen carbonatel, de-
mineralized woter Twenly Inrves, or one cluich ol egas,

were placed in sach aquarum coninining [OL waier on

a 14:10-h light:dark cycle. Tadpoles were fed with powdered
dry food (Tetramin AZ #0). Larvae were placed into wates

i peclimate 24 b prior 1o testing. The water temperature was eluted with | mL of methanol for measunng by HPLC

was matntained ap 20 C,

Expertmental Procehines

Fivld :wnpl'irlg. Tao |;.|'|.|..1|111r3,- IPL
pond, water samples were tike at five different sites (Fig 1],

leslbowing u ime schedule: on the doy of spraying the samp-
ling was corried owt 0L5, 1, 3, 6, and 12 h after application. [n

PUBLIKATION |

66



EFFECTS OF ISOPROTURDS OGN SPAWS AND TADPOLES OF AMPHIBLIA RS

chromutography high-pressure gradient wis prepared by
mixing acetonitnle and water acconding to Hoas (15974

Uprake and merabedtsm af ring-"'C-laleled 1PL. For the
investigntion of uptake of [PL into spawn and todpoles of
the amphibians, riee-'"*C-lubeled IPL (sp act. 3965
MBqg/mg; purity = 97%; Inil. lsotope. Germany | was used.
Exposure of the cggs of B fuembiog 1o | pe/L TPLU |asied
24h Embryos exposed o the herbcide remained within
their pelly capsubes Afler the lreatment the cluiches of
spawn were fnseéd thoroughly. Then the pelly capsules and
the embryos were separsted capelully, frozen i higuwid nitro-
gen, and homogemzed in ethyl acetate. The mdicactivity in
the jelly mass and embryo wos measured by lguid scintilla-
tion counting (Waollac 1409 in optima gold scintilintor
liguid. For determining the recovery ai the beginning and
the end of the investgation, the radioactive resides were
anilyzed in the exposure medivm and alio o the dosbng
liguid of spawn and beakers

Tadpoles of B, variegaeia af stage 15 were exposed (o
I /L ring-"*C-labebed TPL a1 005, 1, 2, 4, 6, 12, und 4Eh
nnd imvestignted in the same monner as the spawn. fn e
metabalism of Fing-'*C-labeled IPL was investigated in B
bmbiag and B, variegan tidpoles afier 48 h exposure time.
Whole-bod y extracts were analyzed for the detection of IPL!
mictabalites by HPLC,

HPLC analysis of rings " Cudubeled §PL, The analysis of
the ring-"*C lnbeled IPU wis performed with o high-perfor-
mune liguid chromatograph (Shimadzu) equipped with
T Yitrium—-glass scintillator (Bertholdl A 250 = 4.6-mum
id. mnalytienl column with o precolumn packed with
Spherisorh QDS 3 pm was used for separation at a flow
rite of Gh mLmin. The lguid chromatograpby high-pres-
sure gradien) was preparad by mizing acstoninle and waitser
accordimg o Hosgee | 10985,

Effects of [ PU exposire on dafpoles,  Eight todpobes of 1
rariggm (stuge 151 were exposed o 0, L1 1, L and
100 pg/L TPL for 34 hopt 200C. The tadpoles were examined
for mortality and prodded for assessment of their avoidance
response. All experimenis were run in triplicate

Eight developmental stapges of amphibians (Gosner stages
20-27) wers chosen to check the most susceptible level The
examinaticn covered the developmental phases (rom newly
atched 1adpoles, with detectable hearibeat (stage 200, o the
development of external gills (stages 21-23), fllowed by the
development of the opercubion and the disappearange of
external gills {stages 23-25), up 1o the appearance of the
hind limbs (stages 26-27), Eight tadpeles of 8, variegats per
stige were exposed (o 001 pg/L TPU for 245 ot 20°C, The
engymitic tesponse wis determined by mensuring the
microsomul GRT (mGET) and scluble GST (sGST) io
miode] substrate COMB (el detogication anzvme systeml

250

Ditexicetion erzyme systeme. In order to measare the
enymitic responss of amphibians to contaminaion of TPL
herbécides, larvae of 8 varlegan were exposed 1o solutions
of the active ingredient, pure IPL and also to the commer-
cinl herhicide Tolkan Flo.

Eight tadpobes of B. nrriegato |slage 25) were trunsferred
1er the tanks |.'L'|-1|:Lu:ir||r|5 treatement solulboms with comeentra-
trons of O 001, 1, 10, 100, g 1,000 L. TPL) For 240 i
20 Inorder to nvestignie the ime-dependent responss of
the detosicution system 1o 1PLL the larvae were exposed to
Tpg'L TPU Tor 0.5, 2 6, 24, and 48 h a1 20°C,

Enzyme extrocts were prepared  according o Pllug-
micher and Steinberg {1997 and Wiegand e al (199491 with
modifications in volume. In the present expenments, sam-
ples were homogenized on joe in 25 mL sodiein phosphale
buffer (L1 M, pH 6.3) contaming 20% glyeerol, L4 mM
dithicerytlrol |DTEL 1 mM EDTA. Cell debris was re-
moved by centnifugation at 100 (10 minl The super-
natant wis centrifugaed agnin at 00000 g (60 min} 1o obtain
the microsomal Fraction which was resuspended in sodium
phosphite baffer (20 mMb, pH 7400, 30484 plveercl, 14 mM
DTE Ammonium sulfate precipitation cut between 35 and
0% saturation, followed by centrilugation an 3000 g
(M0 mbny wisd desalting i sodinm pliosphate Bufles (230 mh,
pH 7.0k was used 1o oblain solubls prosteins,

Substrate specificties of mGST and =GST were quunti-
fred colormet nically usimg the model substrate |=chlorn-2 4-
dimitrobenzene (CONE) and | 2-dichioro-4-nitrobenzens
(OB {Habig et al. 1974) and the diphenyleiher herbicide
fuoredifen (Schrider o ol 19%2), Enzyme activity was
calculated in terms of the protein content of the simple
{ Brodford, 1976)

Awrliain of Dt

In arder to test the significance of increasing or decreas-
ing ensyme petivities betwesn control amd exposare, o staf-
istical nnalysis was performed vsing ons-wiy analysis of
varipnee (AMOVA) followed by MNewmon-Keuls test,
P = 005 |5P85 9.0 for Windows].

RESLILTS
Fleld Ineeatigarions

Before herbacide applieation on the field, 10 wis ol
praved in any water-sample of the investigated pond. Thirty
manutes after spraying, 1PU was detectible st sampling sites
I anet 2 and after 3h at all the others. Twelve hours after
the application the input ranged from 3 to0 9 pg/L TPL with
the higher concentrations measured in degper water in the
southern sector of the pond. Presumably drainage wale
enters the pond heee. At the time of the fest precapitanon—2
wieks after spraving—a choar mceease in 1PL concentration
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(A—21 pgsL poted  ut fowr sampline  sibes;  one
samping  poiml  was fowmd dr}'. Ten wesks alier ke
herbicide npplication all snmpling sies except silg 1 jeon-
taining 0.2 pr'L TPUI were dried oul due 1o ok of
precipitation {(Fig, 21 For @ eitro lests the concentration
ringe wis based on the resufts of the field expenments
in order to clorifv the efects of IPU on embryos and

lnrvae

Wils

Uprake awd Metghaollsm af TPL

Using rimg="*Clabeled 1PU to expose the spawn of
B, Rombing rudicactive ressdues were analyzed 1n 1 _;||:|]].'
copsubes 05 well az in the embryos, In the jelly 4.7% /g lresh
weight of the applied rndioactivity were detected, while in
the embryo abowt 2% fresh weight was found after 240
{Fig. 31

Measuring the tme-dependent uptuke of elag-'*C-
labeted 1L nto the tadpaoles, 2% of the applied radicactive
sihsiance was foond m the levae iwler 30 min (Fig, 45 The
radiongtive pmount mereased (o 5% g fresh weighl ofter
48 h, which diffzred significantly from all other results, D
ing the first 30min the upiake of TPL mto the fad poles
began guickly, imereased slightly, and after 4h repched
a steady state which eontinued till the end of the exposure
ume The recowvery of radicactivity in the experiment was
i 5%

in 1ests of both Beabing species, different metabolives
of TPLL such ns the M-demethyluled denvative mono-
desmethvl-IPL, the C-hydroxgylnied derivatives 1-hydrogy-
[PL 2-lyd roxy-TPL, E-hyd roxy-monadesmethyl-1PLL
2-hydeoxy-monodesmethyl-IPL, and the olefinic meiab-
alitg isopropenyl-EPL were detected (Table 1L

1
precipitaiion

= 21l ] ammpling sives ’
2 | e
EV4 N+ s
]
g
2
& spplicstion
B *

il

) I, G405, 405, pE0%. 05, D40s, 1T
3 h Ih Ik ih  12h

time

L3007

FIG, 3, Coseenirations of soproduron gl e five samphog siies belfore
nd after application of the commerical hermacide Tolkan Flo
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0.5

uptake [’ g fresh weight]

i

emhbryo

jelly mass

FIG, 3 Ujpake of ringe- Lo el I Isapirnieioa o )21y eapsibes and
embryeo of Bombino bombvan fller 2 b, Ercor bars imdicla atandad devi-
glinos of plcwe experimend.

Effecin af 1PL Exposire o Tadpoles

Fhysical und behovioral shnormalites developed al con-
centrutions of 01 pg/L in 24h exposure (Fig. 51 In addition
te reduced mebifity (lateral swimming), developmental de-
formitics incloding bent rails. body swelling and balging,
head deformitics, and digestive svstem deformities occurred,
Ar concentrations of 1. 10, and 100 pe/ T TPU up 1o 50% of
exposed tadpoles wore paralyeed or dsed afver 24 . Com-
pared 1o the control the nomber of impaired and dead
tadpoles increased sigmificantly, The tadpoles exhibaled
mortality wp o 23% ot | and M0 pgL TPLY and clenr
indications of diminished avoidance response when prodded,

An developmental stapes 24 and 25 the sGST activities,
tested] with the model substroe COMNB, increased 1o 15 wnd

' 108
F | CIO wipsies I+
15-'.‘-! —&— seluiien I. w
i " -
; § H“"“-‘—“ + '-E-
2 I ' =8
LM ™ £
: N T™E
i_ 1 i i,
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expuman lira [k]

FIiG, 4. Llptike of rlllpulf'-lllh-dll:l.‘l isprataian B isdpoles of Fom
Pubay ruriegasin. Mean ol theee independen samgples aml siandan] deviation
* Significnntty differens comprred o oomirol
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TABLE 1
ldentities of Metabolites of [ring-"*C] IPL Established
by Comparieg  the Hetention  Times (1, min] of the
riwg-"C-Labeled Metabolices in & Somddra amd 8, verlegom
whth Awthentse Standards

baiabsrng Simniend irgl I Aoabing U] 8 cirkepeds (1,0
1-0H- MDA - I L 164 - -

10 - MDA - TP L 167 171 in7
TOH-FL I'T.H IE

§-CIH-1 L 174 178
[3Camd-FL) .5 - -
MIDA-APU 2h b Ink
lscsprenyl-APL) ZL3 .3

TP R4 i I 4

Mot ZaH-MDN: MU, 2hydroxemonodesmetby L IPLE . 10H-MDM
I[PLL, |-yl roxy-moscdesmet hw-DPL 2-600H-TPL, 2-hydrany-1PL 1-0H-
IPLY [-hpdroay-EPLL DIODM-TPLL didlesmethy-IPE;  MTEVETPLL
minneadesme ol [PL

* | CEH- NI TR ke i badine

25 nkot/mg protein, respectively, and therefore diller signili-
cuntly compured to pll siher stages (Fig 6

Effevty an the G5T Enzvme S1iem

The enzymaticactivity of the GST system was detectable
i mctodommnl ns well as o soluble enzyme fractions on all
tested substrates, Aler exposure to TP the activity of GST

H
o _|
- 0
2
E‘_ 1 .
= #
£ 3- A %
NIN:
] T T T T
eemar] n. 14 L JibL

cancemration of iseproturon [pg1.]

FIG 5 Redpodo of Husifilien iirlpa Did podies to differeil cossenim-
liomis, e Ignprotiian aller 24 1 evpeoasie Dien ham diciie e i
number of {ecdpoles per irsibesni able ie &G away wiihh 8 mormesil avoid-
prece respeose whaen prodided. Hoitched fars imdicaie the mean number of
paralyzed mdpales per trenimeni or idpoles twiiched im place. Solid bars
imdicate fhe mean nusyher of Cudpoles per Ueammsent thal were camplensly
unresponsier. Error bars indicate standard devitions of triplicaie experi-
ment. *Significanty diflzrent compared 1o costrnl.

il

il]]

= o

- C I i ool

5 |j:| CIH solable

crryme sCvily [kating probein)
L

= el 2 23 24 15 ]| ay
developmental stages acoording to Gosner {1560

FIG: 6. Aciyvines of soleble acd microsomal glueshioss: S-imnskerase
FLSTH urwurd CEMNE an dilferent developmeniul stages flinsnes, |98 of
B bioy iviriggeis il 0O gl isegeetuonn, Mean ol e indspendetin
sumples and siandard devigtion. ® Sipmfsanily different compared 16 sl
e her stmprs

fowirel CMNB wise .1|'wup hl_u;h:'r m the soluble Traction
than in the microsomal one (Fiyg 71 Saluble GET activity
ingreqised significantly up 1o 23 nkat/mg protein in response
tx concentrations = | pe/l TPL, whersss the activity of
the mGST decrepsed significantly {3 nkat/'mg profein) com-
pared to control |5 nkat/mp protein). Measured activities
toward DOMB were clearly smaller in comparison to the
o ber suwbsirutes. Mo mGET activity was measurable in the
comilreel, whereas o rupid picrense Al 1] ',u.g,'L 1PL o
0,7 nkut/myg protem followed by a decline was observed. [n
the soluble froction, the activity of the GST was significantly
elevated ai | and [0 pg/l TPL, The activity of miGST
towarnd fluoradifen incrensed up to 22 nkat/mg protein ag
00 pg/l IPY e then significantly decreased below the
contrel value, The sGST levels did not changed signifi-
canily.

The study of Hme-depesident respotise demonstrated tha
towand CIYNA the enzymate responae of the $GST Iraction
to IPU wis elevales] contmuously with Gme sp o
44 pkat/mg protein af 48 h (Fig. Bl The mGST actoaly
increased slowly to 9 nkat/mg pritein afier 24h 1PL expo-
sure, The range of the enzymatic response toward DDOCMA
was clearly weak in comparison to the other suhsirabes
Microsomul GST sctivity increassd up to the maximum
04 mkat/mg protein alter Gh and then decreased. All activ-
ities differcd significantly from the control. Mo activity of
sGST in control toward DOCME was measured. After 458 L
an inerease up 1o 06 wkat mg protesn was found. The activ-
i1_l,' of the mOET roward fworadifen was ;L|wu.:|lx l1'i|5|'|-:r thun
that of the sGET at same concentrations, After 24h a con-
tinuons ingrease up lo 119 nkai/mg protein was observed,
which remained at this level or the next 24 b In addition,
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Aciivities of soluble and microsceal gluttihione-§-irunsferpse GGST) bownrd TN DECME, and Quocodifon in different concenirnmoss of

isoproturan and the commercial berbicide Tolkas o in Sombles variegon Maean of (ke independes samples snd stundurd devigios ® Signifcastly

different compared 1o contral

the sctvity of the sGST exhibited an incresse up to
46 nkat/mg protein after 48 b

Effecits of the Commercinld Herbivide Tolkar Flo
am GET Acefvity

In eoat cuses, Lhe endyme deuvities alber exposure o the
herbacide Tolkan Flo were elevnted :nmpilmd o the re-
sponse of GST activities in the exposure using pure 1PL,
especinlly towand fhworodifen and DONB a1 concenirations
aof 100 pg L (Fig Th At concentrations frem 01 to 10 pg/L
IPL in Tolkan Flo the sGST toward CONE increased
stgmificantly to 27 nkot'mg prodein and decreased in the
following ot 100 and 1000 pe/L. where the mewsured serivity
remained below the control value. Microsemal GST activ-
ities wers characterized by smaller variations, but differed
sigmificantly from the control Mo miGST activily teward
DBCMB was measured b the control. The activites of mGST
and sGAT lractions losward this substiraie were elevated with
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incrensing Tolkan Flo concentrations up o 100 pe/L fiol-
lowed by & rapid decline. In contrast to the resubis obrained
with the pure active substapce, the mGST activity wward
fuoradifen increased shighily. Varations were significond
anly a1 concentrations of 100 angd 1 pe' L Tolkan Flo
The sGST activity merensed mputly to 62 nkil/mg protein
al 100 pel

DISCLSSI0MN
Fieled Stuclies

The comcentration of IPL can be elevated in sarface
muned o 110 pg/ L dependent on precipltation, soal condi-
tieens, sl draining (Johnsen o al, 1993 Paty and Girl,
1995 and in dramlow up to 465 IHarms, 1995) ar 50 'L
{Maknsat of al, 19896% In view of these resolts, mensored
levels af [PL an the investigated pond (0,2-22 pR/L) can be
explamed, Despite complinnee of the spenying disfance to
reclce dnfi. ap o 22 pg/l TPLU sere found. and other
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avthors detecied concentrutions in the same rage. o
example, up to 24 pp'L (Spitelber, 20000 in serface woter
adjacent to agriculiural trentment. Even il Caremsers follow
pood agriculiural practice o a draied day sail, IPL ap-
plicd 1o winter ceseals will reach pearby sirsans and ditches
at levels of concern (Johnaon eof al, 19%), Many samples of
the present study exceeded the limin for wotal pesticices
H.I.'ll.'lfll.'l'u'l:d |'.'|:|- the federal seater quility pusdelimes for i||;||,u|1'i|:
Fife, which is 03 pu/l. Leaching of [PL was particularly
rmpEsrtEnt in the firel fushes {thunderstorm on 5717 H00)
after applecation of the herbicide. Brown e af. 119%5) de-
seribed similar resnlis of 1PU movement in & bewvy clay soil
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In the nrable lindscape, many siressor compounds can
affect the growth und development of the anuran larae
(Beshop et al, 1999%; thus, it is nesessory o combine experi-
menis 0 the Geld and in the laboratory wo seporate the
effects. The observed physieil and belivioral shonormitees
caused by concentrations as low as 001 pg'L inccale that
tha ey of [PL into the repradhisction pomd could be
relevani lor the |J|:".-|‘.'I|1|;'||:ru.'n[ ol spuwn and tadpoles of
Hurnfrirur Specaes

In erder o mitigate the entry of 1P into reproduction
porids of sensitive species of amphibinns, establishment of
grassed bufler stoips aroond the ponds should be con-
sidered. Patty and Gl (1995} observed that on 1 1-m-wade
grassed buffer strip removed 98% of IPU lom wheat ploas
during & 1-yenr cropping perwod.

Liprade ard Wetaholiss o IPL

The resulis of the exposure with ring-"*C-labeled 1FL
indicade wpiake into the spawn of B, komfeg in relevant
munges of environmenial concentrotions {1 pg/L TPLUL The
Jelly capsubes adsorbed a small amount of IPU and, there-
fore, cannast protect the gmbeyo froam effects of Hse herbiade.
This insufficient physical barsier ol protection 1 reported
for other pesticides for amphibdans and Gsh (Hashimoto
ef al, 1982 Wicgand er al, 20000 In conirast, Berrll er al,
(1998} and Pawli ¢r af, (199%) reported that for amphibians
the jr.']|_l.' coal surrosnding the :rn.hr:.'n prn\'id::d ] rlml-:-:til.':
lnyer during growth and development, The protection of the
forming embryo from pesticide contomination pppears to be
strongly dependent on tested specses and mvestigated pesti-
cides.

In addition, B, boushing and 8 cedegate were able to
mietabolize the pheayl-urea hertacide by oytochrome P4 50-
dependent monooaygenases (Phase 1 ol detoxication), be-
cause the typical metnbohies [Hans, 1997, Glissgen ¢ ol
1999 were detecied in both species,

Efferss af IPU Egposure an Tadpoles

Up to 50% of the B carlepits tidpoles were panilyveed
and died on exposurs at [TPL bevels cornesponding 1o envir-
l.'|:|1]|.1|.'||1.EI|_n' rebevanl concenlrations in ngriculiumml ponds.
l"H:u!]-uﬂ 1) ||.l:1:|_l.- toy render tadpedes mare vulnerable to
prodation [Beerll & of, 1994), Entry of 1PL into the repro-
duction ponds seems (o be o decisive foctor for adverse
development of 8, rardegatn adpoles,

In contrast fo Plotner and Ciinther (1987, who stated
that nawly hatched tadpoles with external gills were most
sensitive 10 contamination of the aguatic habitats, current
results revealed thot tudpobes at developmenial stage 25
were the most susceptible opes. Therefore, amphibians of
these stage with complete opercalum were used In exposure
investiganions. Paolser gl (1995 confirmed that tidpoles at
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stiage 25 (about 2 weeks oldf were tlse most sensitive in the
I'l_'lur Inhﬁtiiu.lcd umphiHuh :.pﬁ:hl‘l. H|.1'|h't'r|.".|'. alder ain-
phibann Inrvae at stage ik appeared Lo be more sensdive
than larvae at stage 29 for two species and the chemicals
iested by Howe ef ol (19980 The sensitivity of certain
developmental stages of amphibians nppeur to differ depen-
dent on chemical substancess and tested species.

Effects pn GST Spstom

In planis, the GSTs transform the reactive metabolites of
IPLY 1o more hydrophilic compounds by cojugation of
glutathieone (Haas, 1997), In amphibian tadpoles. this de-
toxication pathwoy coubd abao occur via the GST system,
but an IPU-glothione conjugate has not vet been proven.
For each level of treptment the mGSTs and sG5Ts of B,
curldgaty wene influeneed by dose and exposurs time ol TPL
The changes of 1he activities ware strengest townrd CONE
and Nuorddilizn With exception of the class enzymes, all
cither G5 Ts are involved In compugniion of CONE (George,
19941 Pllugmacher and Steinberg (1997) reported that the
ability to conjugnte flucrodilen seermead to be lnneted Lo the
soluble. fraction, wsing various macrophythes and limnic
algac. In conirast, in B cariegm the activity of the mGST
ag well as the sGST for the model substrate Auorodifen
seemeid to be constitutive. By comparison of the substrutes,
e bow levels of enzyme sctivities toward DCNB mighi
inchcale the wenkiess of corfesponding isocnzymes.

Compared to the exposure 1o the pore active [PL the
levels of detoxication enzymes alter trentment with the com-
mercial  herbicide Tolkan Flo wers  significantly  en-
banced—wice in case of DCNE and flucrodifen, Thus,
Talkan Flo provoksd a stronger enzymatic response in the
tndpobes than puse FPL. This could be caused by the pres-
ence of an emilsifier i the Telkan Flo formuolation which
enhanced the avatlability of 1PU and)or the inleraction
hetween 1TPU and emulsifier, Badwell and T}'|E1'HW":':I inves-
tigated the toxicity of the commercinl harbicude Boundup
) and itz active ingredient glyphosate o larvae of Litaria
misrel, Compared {0 the pure glyphosate, Roundup 360
proved 1o be the more (oxke mivture, Adverse effects of
formulation und detergenis on amphiblans have been de-
scribed by other rescarchers (Mann and Bidwell, 1999; Piot-
e and Ginther, 1987 The described effects of formulation
and mixiures reguire furiber investigations using additional
coimimon hesbicldes in combination with other formulations
amil delergents,

Here the treatment with the commercial herbicide Tolkan
Flo capsed an increase of the ensymate respoiise for all
pestend isoeneyEs up o maximum actvites ar 10 o
[ /L TPLL, Ad higher concentrations (DK pg/L), the
detoxication was imited, Bembing tadpoles are not able o
tolernte such high concentrations, which wre rarely observed
in surlace waters, In contrast, the maximum enzyme actoaty
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after exposure 1o pure [PL was reached ot concentrutions ns
low as 00 of | pp'l TPU. especially in the microsomal
feaction. Obwiously, the effects of the tredtment were trig-
gered al (vese envitonmentally relevant concentratioms, but
welh redsced endymalic response.

Dt indicate that the glutathsone systemn constituies
n sensitive biochemical mdeator of pollution by TPU o
tested species In order to regain physiclogical balance, the
amphibians must spend energy for detoxicetion. This may
cupse deloys in growth, development. und mohility, wnd lend
tor & reduction in physiclogical fitness (Allrnn and Earasoy,
HHH Bridges, 1997; Dhiana e wl., 2000}

lin the pasi the effects of pesticides on melamorphosis,
growth, behavior, and momaliny of amphibians were investi-
g:.ﬂn:_l. inlcn:.'iﬂ:ly [Hndgt:., 1997 Floramonth of af, 1997
Howe o al, 19495 Paal ef al 1909095 In contrisd o coredil
investigations, significant effects accurred mostly al concen-
trations exceeding the environmentally relevant mnge,
These discrepancies may be interpreted on the basis of
differences in species sensitivity or differences in substrates
used among the studies. Experimental exposure of amphib-
fits to other pestecides cleardy indicated that thers exist
differences in sensbiivily wmong anuran species and life
stages (Bermll e al, 1994 Paull er of. 199 Allran amd
Bowrmsone, 2000}

COMNCLLSIMNS

Thie wivn of this study was to investigate the combination
of morphobogical effects and enzyvmatic respodse of sensitive
amphibian tadpaeles on contamination with [PLL Bata sug-
gest Thit, according to the miles of agriculiore, the use of
herbicides containing TPL has adverss effects on the devel-
opment of early lnrval stnges of Bambing species. The resylts
of these studies indicate that spawn ond tadpoles of
B. carivganr seemed (o be much more susceptible to pollo-
tiar by IP'LY s predicied by data on fish and invertebrades.

The wnvestigation of xenobiotic metabelism is important
in order to advance understinding of chentical toxicity ut
the individual, pepulation, or community levels in aguatic
ecosyvsiems. In foture xlud':eun\'uh'i:u.ﬂ_ umphihi:lr!!.ddiﬂ'l:r-
eni species the combinations of 1PL with other formali-
tinns should be investignied m order 1o wnderline the fucl
that the toxicity of TPU i modulated by the emulsifier,
Bassd on these investigations it will be possible 10 maks
sugpestions For sustainable agriculiural managemen! in
piges of distribution of sensitive amphibion species,
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BERSTIN GREULICH & STEPHAN PFLUGMACHER

Unterﬂuchungen zur Wasserqualitat eines
Reproduktionsgewdssers von Amphibien

mit 2 Abbildungen, 3 Grafiken und 1 Tabelle von den Verfassern

Lusamrmsrnfassung

e vorbiegende Studie beschneibt den Frishjahrssspeki of-
nies Beprodukisnsgesissers von Amphiblen inmiblten in-
fensiv genuleter Agrarlandschalt nordtstlich von Besling
Neben der Chambkleriseng des Gesyiissers it Hilbe lay-
drochemischer und physikalischer Daten wurde die Migra-
ticn der Amphibien im Frithjshr untersucht. Das als
schwach hvpertroph winzuordnende Kleingewisser bt
newin Amphibienarten Reproduktions- wnd Leberesam,

Einleitung
Mit Ausnahme des Alpensalamanders sind Laich-
und Larvalentwicklung aller heimischen Amphi-
bienarten an geeignete Gewdsser gebunden, Die
aquatischen Habitate der Amphibien sind durch
i land- und forstwirtschaftliche Nutzung der
Landschaft stark geprigt, (Scnarer & Kxerrez
19931 In Abhingigkeit von den Chemikalieneygen-
schaften, den Witterungsbedingungen und Appli-
kationstechniken geht ein mehr oder minder groBer
Anteil withrend oder nach der Ausbringung von
Planzenschutz: und Diingemitteln in die angren-
renden Okosystermkomponenten verloren, Bedeus
tenide Eintragswege sind dabei der Oberflichenab-
fluss sowie Sprithabteift und Eintrige dber Drdina-
gen (Liess & ScHuiz 1995). Amphiblenpopulatio-
nen reagieren besonders empfindlich auf die Bela-
stung ihrer Reproduktionsgewasser mit Mestiziden,
Stickstoff-Diimgemitteln und durch saure Nieder-
echidge (Harl & Hesey 1992, HEcw ar 1995)
In Abhiingigkeit vom Ertragspotential der Biden
unlerliegen die kleingewisserseichen Grundmaori-
nenplalten Nordostdeutschlands groBientells in-
tensiver landwirtschaftlicher Nutzung. Gleichzei-
tig sind diese Ackerbavustandorte wesentliche Ver-
breitungszentren einheimischer Amphibienarten
{SCHMEEWETSS !':1":15] A edmem solchen, von infens
siver agrarischer Mutzung umgebenen Gew Ssser
wurde das Arteninventar an Amphibien aufge-
nommen und die Wasserqualitit im Frithjahr
mehrfach untersucht.

Untersuchungsgewisser
DMe Frellanduntersuchungen erfolglen in einem

intensiv landwirtschaftiich genutzten Jungmork-

terrpetn s 14 | 14EL Degemer 2000

Abstract

The presemted study describes the struchume and qualify of a
repriaction pond of amphiblans 0 an ivlensively used
agricultural lardscape noriheast of Beslin during spring
teine, Usiig lydrochemical and physdical data, the water
spuadity was evaluated and the spring migration of amphib-

ians in spring was investigated, Although the pond was
chassified as weakly hypertrophic, nine amphibian specios
wrsed {8 s reproductions site and summier habital

nengebiet, nordéstlich von Berdin ewischen der
Stadt Bernaw und dem Dot Bimicke gelegen, das
atch durch eine Vielzahl 2 T, eiseedtlich geprigter
Siille und Kleingewasser auszelchnet.

Eines dieser lemporiaren Kleingewisser mil einer
Wassertliche von 0,7 ha und einer maximalen
Wassertiefe vom 1,8 mim Friihjahr 2000 wurde flir
die Untersuchungen ausgewihie {Abb. 11 In der
Mahe des Untersechungspewdissers (ea, 100 m) b
findet sich in einer ehemaligen Parkanlage eines
der bevorzugten Winterguartiere der Amphibien.

Material und Methoden

Lur Erfassung der Anwanderung der Amphibien
eum Reproduktionsgewdsser im Friihjahr worde
elne Teilabschrankung des Gewiissers in Ruttbung
der Winterquartiere mittels eines Folienzounes
vorgenommer. Im Abstand von jeweils 15 mowue-
den 17 Eimer unmittelbar am Folienzaun ebener-
dig eingegraben. Die Kontrolle der Fangeimer er-
folgte im Zeitraum vom 01,03, bis I3,05, 2006 tig-
lich in den Morgenstunden. Dabei wurden Art,
Anzahl, Alter und Geschlecht der Amphibien er-
fasst (Abk, 24

Im Zeitraum wvom 14.03. bis 23052000 wurden in
14-tagigemn Rhythmus hydrochemische und -phy-
sikalische Parameter eiper Schivpfprobe (Entnakh-
me aus ca, M om Tiefe) des Untersuchungsgewis-
sors erfasst. Elektrische Leltfahighett, pH-Wert,
Wasserlemperalur sowle Sauerstoffkonzentration
und -sdttigung wurden direkt vor Ort mit Elekieo-
den der Fa. WTW gemessen. Die Wasserproben
wurden dunkel und gekihlt transpertiert. Im La-
bor erfolgte die gquantitative Bestimmung der
Mihrstoffe (Ammonium-, MNitrit-, MNigrag-, Phos-

3
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Abb. T
Zaunkoditrelle gur Frithjahrsamwan-
derung der Amphilvien

phationen}, von Chlord und Sulfat photometrisch
miit standardisierten Tests der Fa, Mad}m’eﬂ_,r i Ma-
gel. Die Carbonathirte der Wasserproben wurde
Hirtmetriseh am]}l;‘inrl' I:Tp.'l;!. 1L

EI‘E,EITI.‘IL'EIE und [Hskuszion

Amphibienmigration

A Folienzaun Konnten withrend der Frﬁhj.:lhrs.-
anwanderung insgesamt 2398 Amphibien (9 ver-
schiedene Arten} gefangen werden [Gratik 1)
Moorfrosch (Rero arpafiz] und Knoblauchkréte
{Pefobates fitscus F waren mil 976 bew. M Exempla-
ren deutlich hdufiger vertreten als andere Arten
(Grafik 3). Von Grasfrosch (Rena temporarin) und
Wechselkrite [Bufo piridis) wurde nur je ein Tier
gefangen, Auch die Molcharten waren mit 208 In-

&
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Abb:
Friihjahraspekt am . Untersuchungsge-
[T

dividuen am Untersuchungsgewdsser vertreten.
Uber den gesamten Zeitraum konnten acht Hot-
bauchunken (Bombing bambina) registriert werden.
7% aller gefangenen Amphibden wurden als sub-
adult eingestuft, nahmen also sicher noch nicht am
Fortpflanzungsgeschehen tell. Bei der Mabreahl
der Aren wurde sin auwsn:ﬂ‘ichrnl_‘,s Caschlechter-
verhiilinis der Adulti verzeichnet (09 ¢ =
1:1.02)

Beriicksichtigt man, dass es sich nur um eine Teil-
abschrankung eines Gewissers withrend der Frith-
jahrsanwanderung der Amphibien handelte, bele-
gen die Anzahl der gefangenen Individuen (2398)
und das vielfaltige Artenspektrum die Bedeutung
des Untersuchungsgewissers als Labchhabitat bew.
TrlH-_r.-le:hbluhrp auf dem “'EE zu anderen 'Rc'prn-
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Abundanz der im Zeitraum vom 01002000 bis zum 2005 360 am Untersuchungsgew ser anwandemden Amphibien,

duktionsgewidssern im Untersuchungsgebiet. Eine
dhnliche Vergesellschaftung der Arben mit starker
Dominanz von Knoblaschkrite @ Peiohates fuscmsi
wnd Moorfrosch § Rann arnilis) beschreben BErcen
et al, (1999) fir eine intensiv landwirtschaftlich ge-
niizte Grundmarane in Ostbrandenburg.

Mit Ausnahme des Teichmolches {Trifuris owiya-
ris) und des Wasserfrosches (Rmm ssculendal sind
alle anderen im Untersuchungsgew isser lebenden
Amphibien gemi# der Roten Liste der Bundesne-
publik und des Landes Brandenburg als sgefihe-
dets bzw, »stark gefihrdet- eingestuft. Selbst die
in die Kategorie svom Aussterben bedrohis sineo-
ordnende Rotbauchunke (Bombing bopbiral, die
bisonders sensitiv auf die Besintrichtigung threr
Habitate reagiert (SCriemeNz 1979, Hinrmany of
al. 1988, Scpmprweiss 1993 ) schiien im Unbersu-
chungsgewdisser geeignete Strukturen und eine
susreichende Wasserqualitit vorzufinden,

D Chymamik der Anwanderung war erwartungs-
pemil artspezifisch verschieden (Grafik 2). Inner-
halb der ersten 14 Tage des Uniersuchungseeit-
raumes wurden 779 der Teichmaolche und S8%
der Kammmaolche am Zaun regisiciert. Bis Ende
MWare waren auch 71% der frithlaichenden Moor-
frieche angewandert, wilsid bis Ende Mal immer
wieder Moorfrosche zum Gewisser kaman,

Ein GroBteil der Wasserfrische {569 ) wurde in der
zweiten Aprilthalfte am Zaun gefangen. Die An-
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wanderung der Knoblauchkriten war Ende April
nahezu abgeschlossen (97% ). Eine vergleichsweise
kontinuierliche Anwanderung wies die Erdkorie
auf. In der Trockenperiode zwischen dem 01.05,
und 17052000 wurden immerhin 32'% der Erdked-
Lo am Zaun registriert, wihrend deutlich weniger
Tiere der anderen Arten wanderter

Da die Anwanderung der Amphibien artspezifisch
vierschiedin B und von den Witherungsbedingun-
gen beeinfiusst wird, sind feststehende Terminver-
gaben fir die landwinschaftliche Bearbeltung der
Flichen kaum méglich {Sromrur & Scnneewenss
19949),

Qrualitit des Reproduktionsgewiissers

Als Summenparameter for die lonenkonzentration
des Wassers wurde die Elektrische Leitfahigkedt
herangeeogen, die im Untersuchungsgewisser im
Bereich ewischen 500 wnd 770 45/ cm lag (Tab.1).
Svirrnowerr (1984} ordnete Gewlisser mit Leit-
fahighkeiten dber 500 g5/ cm als stark belastet emn.
e gemessenen hitheren Leitfihigkeiton waren
aufgrund der Lage des Untersuchungsgewiissers
inmitten intenaiv penuteer Agrarfibche o erwar-
ten. Ackethohlformen sind Senken zum Einzug
des Dberflichenwassers und 2 T, Mdndung von
Drﬁmw. sommit verstitkbem SII!FFLMP'I.'IH: auSpE-
setzl (KaLerTEs [959%:)

e purbclonaria 24 (1403 Destirivhan 3617



Diatiem 1408, 2603 1104, 25,04, i 5. -1
LUhrzeid Ei5 IRHII L {2100 (05 =%
Wssertemperatur " C] L a5 T 151 157 .6
Sauersinff img 1) 12 M5 73 5.6 80 .0
SanmersiniEaftigumng (75 Ll 125 fid 53 =2 ) |
pH-Wert 7 # 75 7.5 T4 76
Lesitfihighket (5 cm) il Fi ] i ] B2 50 an
Chlomid {mea 1) {2 4l 44 L. k- 5l
Sualfud (g (1 157 141 174 LY (1] w
Ammaonivm (mg /1] k4 3 nd n 0z 0z
kit (S Th (¥ 0,8 0, 0 (A T1E] Tyl
Mitrat (g '] &+ i - 4 4 5
Cinthaphasphat g /1 02 o2 0z a5 oz il
Carbonathdrte (* dHI |RE 12 15 1 11 15
Tabuelh: 1

Hydrowhermisdhe Daben des Undersaichaingspewlissens; gemessen im Frivhjahr 2000,

Mirtlere Carbonathiirten (10,5-12" dH) beschrie-
b die EuI'.E E'uﬂu‘rung des untersuchben “.II‘."IIZ\EL"-
wikssers, Durch Assimilation entzogenes Kohlen-
dioxid konnte leicht nachgeliefert werden, so dass
kein extremer Anstieg, des pH-Wertes registriert
wurde. Die pH-Werte lagen im schwach ba-
sischen Bereich swischen 7.4 und Bl Das ent-
sprach den Erwartungen [iir eutrophe Gewasser.
Autgrund des stabilen Puffersystems erlangte der
u. a von Cravssimzer (1987), Bonmer & Rane-
sany (1960)) beschrichene schidbiche Binfluss
saurer Miederschldge aul die Larvalentwicklung
der p'nmfrl'li.'l'liﬂ: irm U nhmuﬂhunﬁﬁgﬂwiﬂm‘:r keine
Bedeuhung,

Der Saverstoffgehalt im Gewdsser nabm bm Unter-
suchungszeitranm von maximaler Konzentration
14,5 mg /1 auf 5 mg /1 gemessen am Ende elner 14-
tagigen Trockenperiode ab, Sauerstoftibersart-
gungen im Frihjahr, wie hier Ende Mirz mit
125%, sind in Kleingewissern micht ungewiihnlich
(Scrulrsans 1993}, Die Wasserldstichkeit des
Sauerstofts ist druck- und temperaturabhingig,
diarum unterliegt der Gehalt in den Cewilssemn
starken raumzeitlichen Schwankungen. Der An-
stieg des Saverstoffgehaltes im Gewdisser zum
Zeitpunkt der leteten Probenahme (23.05.2000)
war mit Sicherheit auf vorangegangene starke ge-
wittrige Miederschlige (Regen, Wind, geringere
Wassertemperaturen} aurtickzufahren,

Im betrachieten Frithjahrsaspekt waren die Stick-
stodfkomzentrationen [Ammonium-, Mibrit-, Mitra-

herpetuiauna 24 | 1811 Desrrmbser 300E2

tionen} im Untersuchungsgewisser erwartungs-
gemi€ gering. Ebenialls belegen niedrige Ortho-
phosphat- Konzentrationen (0,205 mg/1} im
Freiwasser im Zusammenhang mit der beobachte-
ten Sunahma d.m'l’h}rmplankhrlh il Mak.h.‘lph‘:,"-
thenwachstums die starke Biomasseproduktion
i e, lm Uh!umuchunﬁ.qgewﬂﬂt began-
nen sich im Frihjahr neben den dominierenden
Acten wie Schill { Phragmites australis), Rnluglun:-
gras {Phploris mraondingeen), Gemieinem Froschlitel
{ Alssman plasfago-aquatical, Schwimmendem Laich-
kraut { Pofamoyelon pabens], Kleiner Wasserlinse
{Leptiea mitne), Gemeinem Wasserhahnenfug (#a-
pagerlns aguefiliz) und  Ampler-Arten (Rames
spec., in geringerem Umfang auch Einfacher Igel-
kolbon {apargandunn fimersis und die Wasserbedisr
fHotlonie paltistris) 2o etablieren. Stirrrowen
I:I':“H:l, Hiag 1]9‘?‘:‘] webesen Lewlisser mit Oretho-
phosphat-Konzentrationen diber 0,3 mg/1 als ver
unreinigt ass. Dieser Grenewert worde bel einer
Beprobung Ende April iberschritten.

Im Untersuchungsgewasser wurden Chloridkon-
sentrationen im Bereich von 38=-30 mg /| gemes-
sen. Aufgrund der geologischen Bedingungen
sind Werte um 100 mg /1 Chiorid in Oberflichen-
wissern des Morddeutschen Tieflandes nicht un-
gewithnlich (KLee 1991), Unbelastete stehende Ge-
wisser  wiesen  Chloridkonzentrationen  bis
MWmg/l aul (Stirrrower 1985), so konnte der
Chloridgehalt im  Untersuchungsgewisser als
mEBig eingestult werden
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Fiar vibelastebe Cow s |:ir51..-ﬂ die Suliatkormzen-
trationen zwischen 10 und 50 mg/ | Selbst der im
Untersuchungspewdsser genwssenes Minimalwert
vion % mig /1 Sulfat Oberschritt diezen Bereich um
eln Vialfaches. In der Literatur wird auf dén er-
hohten Sulfatgehalt landwirtschaftlicher Abweiz-
ser hingewiesen (STirPRowET 1984). Miglicher-
weise wurde dic Wasserqualitit dadurch bewin-
irachiigt,

Lnter M utzung einer von ScoLiraans [T992) fir
Kleingewisser vorgeschlagenen Gliederung nach
dem Grad dier ELLI:mphiErunE war dax Lintersu-
chungsgerwisser als schwach hypertroph einau-
ordnen. Seine Strukturen und hydrochemischen
WVerhilinisse im Frihjabr schienen jedoch vine aus-
reichende Ouialitdt aufeuwielsen, uim von den Am-
phibien als Beproduktionsgewisser oder Trit-
siginbiotop aul dem Weg 2w anderen Gew dssern
im Untesuchungsgebiet genubet zu werden,
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Abstract

A number of factors have been suggested for recently observed amphibian declines, one potential factor
is pesticide exposure. Presented study describes uptake and effects of environmentally relevant concen-
trations of the pyrethroid insecticide cypermethrin on different amphibian species (Bombina variegata and
Rana arvalis).

At first the uptake of 14C-labelled cypermethrin (0.4 pg/L) by egg mass and tadpoles of B.variegata was
investigated. After 24 h exposure 153.9 ng cypermethrin/g fresh weight were found in the embryo, indi-
cating that the jelly mass of the eggs does not act as a sufficient physical barrier to protect the embryo.
Uptake of cypermethrin into tadpoles of both tested amphibian species caused dose-dependent deforma-
tions, behavioral abnormities of the amphibian larvae such as twisting, writhing and non-coordinated swim-
ming, and mortality of exposed individuals.

In tadpoles of B. variegata and R. arvalis, the activity of microsomal (m) and cytosolic glutathione S-
transferase (¢cGST) was measured after treatment with cypermethrin, because some indications exist in li-
terature that GST is involved in metabolism of cypermethrin. GST activities of the tadpoles increased sig-
nificantly with increasing duration and concentration of cypermethrin exposure. In addition, the enzymatic
system of B. variegata seems to react with a more intensive biotransformation process to cypermethrin
contamination than that of R. arvalis tadpoles. Alpha-cypermethrin - a racemic mixture of two cis iso-
mers of cypermethrin - induced a stronger enzymatic response in the cytosolic fraction of R. arvalis tad-
poles than cypermethrin of the same concentration.

The observed physical and behavioral abnormities caused by environmentally relevant concentrations of
cypermethrin indicate despite the detoxication of the substance via the GST-system that the entry of cy-
permethrin into the reproduction ponds could evoke adverse effects on development of amphibian em-
bryos and tadpoles.

Keywords: cypermethrin, insecticide, amphibians, egg mass, tadpoles, microsomal and cytosolic gluta-
thione-S-transferase, pyrethroid
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Introduction

Amphibian populations at various locations worldwide are suffering from declines in number or reduc-
tion in range. Amphibian habitat is often embedded in agricultural landscapes, and therefore the potenti-
al for contamination is considerable. The use of pesticides in agriculture can have effects on amphibians
inhabiting small ponds within or adjacent to application areas (Berrill and Bertram 1997, Greulich et al.
2002). Pyrethroid insecticides mostly reach into the aquatic habitats via runoff dependent on precipitati-
on, soil conditions, and slope of the catchment area (Liess et al. 1999).

Cypermethrin (R-cyano-3-phenoxybenzyl(1R)-cis-3(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-cyclo-propanecar-
boxylate) is as an active cyano pyrethroid effective against a wide range of pests encountered in agricul-
ture and forestry. It is a representative compound of the pyrethroid class as whole (Solomon et al. 2001).
Alpha-cypermethrin is a racemic mixture of two cis isomers of cypermethrin. Reflecting the fact that a-
cypermethrin is very similar to cypermethrin, it could be assumed that the effects of both substances on
amphibians will be also comparable. Cyano pyrethroids cause a depolarization of nerve membranes in ad-
dition to repetitive firing. They produce complex poisoning symptoms including salivation, tonic seizures
of the limbs, visual and aural disturbance, and ultimately death (Bradbury and Coats 1989). Cypermethrin
is highly toxic to aquatic arthropods, fish, and bees whereas birds and mammals are normally tolerant (WHO
1992). In early life-stages of fish (Pimephales promelas) a-cypermethrin concentration of 0.09 pg/L cau-
sed adverse effects, the NOEL was determined at 0.03 pg/L (Stephenson 1983). Aquatic stages of am-
phibians are comparable to freshwater fish in sensitivity to pyrethroid insecticides (Berrill and Bertram
1997). The aim of this study was to investigate whether such environmentally relevant concentrations of
cypermethrin producing adverse effects on fish also influenced the development of endangered amphibi-
an species such as the yellow-bellied toad Bombina variegata and the moorfrog Rana arvalis.

Surface and sub-surface water of contaminated ponds contained up to 20-30 % of the applied dose of -
cypermethrin dependent on application techniques, soil and relief conditions, and precipitation (Pearson
et al. 1990; Garforth and Woodbridge 1984). After 4 h deliberate overspraying of ponds with cyperme-
thrin (100 g/ha) resulted in concentrations of 100 pg/L active substance in the surface water, sampled from
depth of 2.5 — 10 cm (Crossland 1982). During preliminary field studies of overspraying, wild populati-
ons of fish and amphibian were not affected by concentrations of 2.6 ng/L cypermethrin in pond water
(Crossland and Bennett 1976).

In principle, organisms are able to detoxicate cypermethrin to some extent. Both cis and trans isomers of
cypermethrin are metabolized via cleavage of the ester bond to phenoxybenzoic acid (PBA) and cyclo-
propane carboxylic acid (CPA). The PBA moiety is mainly excreted as a conjugate. The type of conju-
gate differs in a number of animal species (WHO 1992). One possibility is the conjugation to glutathio-
ne, catalyzed by glutathione S-transferase (GST) Davies et al. 1994, Gowland et al. 2002). Subsequently
the hydrophilic products of conjugation are excreted. GST is widely distributed in nature and may be im-
plicated in cell-line resistance to pesticides (Hayes and Wolf 1988; Bucciarelli et al. 1999). The variety
of isoenzymes represents the wide range of different compounds which can be conjugated.

Detoxication of aquatic contaminants by conjugation to glutathione is well documented in fish (Donnarumma
et al. 1988; Wiegand et al. 2000). For the rainbow trout (Onchorhynchus mykiss) there are some indicati-
ons that GST is involved in metabolism of cypermethrin (Davies et al. 1994). Alterations of the GST ac-
tivity dependent on doses of cypermethrin and duration of exposure should be tested in tadpoles of B. va-
riegata and R. arvalis. In general, the role of amphibian GST measurement in an ecotoxicological context
has received comparatively little attention. Previous investigations have focused on the isolation and iden-
tification of various GST-isoforms in amphibians (Grundy and Storey 1998, Di Ilio et al. 1992).
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The aim of this study was to evaluate the uptake and potential toxic effects of environmentally relevant
concentrations of the pyrethroid insecticide cypermethrin on tadpoles of different amphibian species. Fur-
thermore, the effects on detoxication enzyme system (GST) should be tested.

Materials and methods
Embryo and tadpole rearing

Uptake studies of Cypermethrin in amphibian egg mass and tadpoles were carried out with B. variegata.
Experiments to clarify the effects on detoxication enzymes were studied in B. variegata as well as R. ar-
valis. Determination of the developmental stages of the amphibian species was carried out according to
Gosner (1960). An R. arvalis egg clutch (approx. 100 eggs) was collected shortly after it was laid from a
wetland pond in northeastern Germany in April 2002 (permit no. 4440-236-NF/030-2000). At that point
in time no cypermethrin was detectable in pond water. Eggs and tadpoles of B. variegata originated from
captive breeding. Eggs were cultured in the laboratory until the embryos reached stage 12 (for embryo
exposure) or stage 25 (for tadpole exposure).

Egg masses and tadpoles were kept in tanks with artificially salted (100 mg/L sodium chloride, 200 mg/L
calcium chloride dihydrate, 103 mg/L sodium hydrogen carbonate), demineralized water. Twenty larvae
or 15-20 eggs were placed in each aquarium containing 10 L water on a 14:10 h light:dark cycle. Tadpo-
les were fed with powdered dry food (Tetramin AZ 40). Larvae were placed into water to acclimate 24 h
prior to testing. The water temperature was maintained at 20°C.

Test substances

Cypermethrin (Fluka, Seelze, Germany) is a mixture of 4 cis and 4 trans isomers. Alpha-cypermethrin
(Fluka, Seelze, Germany) is a racemic mixture of the insecticidally most active enantiomer pair of the
four cis isomers of cypermethrin.

Experimental procedures
Uptake of 714C-labelled cypermethrin

For the investigation of cypermethrin uptake into eggs and tadpoles of the amphibians, 14C-labelled cy-
permethrin (spec. activity, 4.625 MBq/mg; purity > 95%; Intl. Isotope, Germany) was used. Exposure of
the eggs (stage 12) of B. variegata to 0.4 pg/L cypermethrin lasted 24 h (Tab.1). Embryos exposed to the
insecticide remained within their jelly capsules. After the treatment, the eggs were rinsed thoroughly. Then
the jelly capsules and the embryos were separated carefully, frozen in liquid nitrogen and homogenized
in ethyl acetate. The radioactivity in jelly mass and embryo were measured by liquid scintillation coun-
ting (LSC Packard 1900 TR) in optima gold scintillator liquid. For determining the recovery at the be-
ginning and the end of the investigation, the radioactive residues were analyzed in the exposure medium
and also in rinsing liquid of eggs and beakers.

Tadpoles of B. variegata at stage 25 were exposed to 0.4 ng/L 14C-labelled cypermethrin for 1, 2, 4, 6,
12 and 24 h (Tab.1) and investigated in the same manner as the eggs above.

Effects of cypermethrin exposure of tadpoles
In order to measure the enzymatic response of amphibians to contamination of pyrethroid insecticides,

larvae of B. variegata and R. arvalis were exposed to solutions of cypermethrin. Effects of a-cyperme-
thrin were studied in R. arvalis.
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Eight tadpoles (stage 25) were transferred to the tanks containing treatment solutions with concentrations
of 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1 and 10 pg/L cypermethrin or a-cypermethrin (Tab.1). The tadpoles were exami-
ned for mortality and prodded for assessment of their avoidance response at the end of exposure. In order
to investigate the time-dependent response of the detoxication system to the pyrethroid, the larvae of B.
variegata were exposed to 0.1 pg/L cypermethrin for 0.5, 2, 6, and 24 h at 20°C (Tab.1). All experiments
were run in triplicate.

Detoxication enzyme system

Enzyme extracts were prepared according to Pflugmacher and Steinberg (1997) and Wiegand et al. (1999)
with modifications in volume. Samples were homogenized on ice in 25 ml sodium phosphate buffer (0.1
M, pH 6.5) containing 20% glycerol, 1.4 mM dithioerythritol (DTE), | mM EDTA. Cell debris was re-
moved by centrifugation at 10,000 g (10 min). The supernatant was centrifuged again at 40,000 g (60 min)
to obtain the microsomal fraction which was resuspended in sodium phosphate buffer (20 mM, pH 7.0),
20% glycerol, 1.4 mM DTE. Ammonium sulfate precipitation cut between 35 and 80% saturation, follo-
wed by centrifugation at 30,000 g (30 min) and desalting in sodium phosphate buffer (20 mM, pH 7.0)
was used to obtain the cytosolic proteins.

Enzyme activities of mGST and cGST were quantified colorimetrically using the model substrate 1-chlo-
ro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) (Habig et al. 1974) and calculated in terms of the protein content of the
sample (Bradford 1976).

Analysis of data

In order to test the significance of increasing or decreasing enzyme activities between exposure and con-
trol, a statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by New-
man-Keuls test, p<0.05 (SPSS 9.0 for Windows).

Results
Uptake of cypermethrin

Using 14C-labelled cypermethrin to expose the eggs of B. variegata, radioactive residues were analyzed
in the jelly capsules as well as in the embryos. In the jelly 29.6 ng cypermethrin/g fresh weight were de-
tected, while in the embryo 153.9 ng cypermethrin/g fresh weight were located after 24 h exposure (Fig.1).
Measuring the time-dependent uptake of 14C-labelled cypermethrin into the tadpoles, 94.8ng cyperme-
thrin was found per g fresh weight in the larvae after 3 h (Fig.2). After 6 h the radioactive amount in-
creased to maximum of 121.6 ng cypermethrin/g fresh weight, differing significantly from value of the
shortest exposure time of 0.5 h. During the first 6 h the uptake of cypermethrin into the tadpoles began
quickly, than decreased slightly, and after 24 h reached a steady state which continued till the end of the
exposure time. Parallel to the uptake of the radioactive 14C-labelled cypermethrin into the tadpoles a decrea-
se in the medium was measured after 6 h. Then the radioactivity in the medium increased after 24 h ex-
posure, and remained nearly constant thereafter. The 14C-labelled carbon-compounds measured in the me-
dium presumably were radioactive labelled cypermethrin and its metabolites. The recovery of total
radioactivity in the experiment was about 80 %.
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Effects of cypermethrin exposure on tadpoles

Physical and behavioral abnormalities of R. arvalis tadpoles developed at concentrations of 0.1 pg/L cy-
permethrin in 24 h exposure. Forty percent of the tadpoles displayed clear indications of diminished avoi-
dance response when prodded, spasms, convulsive twisting, as well as body and tail twitching (Tab.2). At
10 pg/L cypermethrin nearly 90 % of tadpoles were dead after 24 h. This resulted in modified exposure
of B. variegata, concentrations of 10 ug/L cypermethrin were not tested at this species. Concentration of
0.01 and 0.1 pg/L cypermethrin evoked deformities and behavioral abnormities of B. variegata (Tab.2).
Convulsions, tail kinking, and death all increased with concentration. During 24 h exposure at 1 pg/L cy-
permethrin 38 % of the tadpoles died.

Effects on the GST enzyme system
Cypermethrin

The study of time-dependent response demonstrated that the enzymatic activity of the cGST fraction of
B. variegata to cypermethrin was elevated continuously over time up to 15.4 nkat/mg protein at 6 h (Fig.3).
After 24 h treatment the activity decreased to 10.6 nkat/mg protein. At any tested exposure time cGST
differed significantly compared to control and to each other. Microsomal GST activities were characteri-
zed by smaller variations, but differed significantly from the control. The mGST activity obtained the ma-
ximum of 4.5 nkat/mg protein after 24 h cypermethrin exposure (Fig.3).

After exposure of B. variegata tadpoles to any tested cypermethrin concentration the cGST activity dif-
fered significantly to control (Fig.4). At concentrations from 0.001 to 0.1 pg/L cypermethrin the cGST
activity increased significantly up to 9.6 nkat/mg protein and displayed consequently an increase by 251 %
(Tab.2). However, at higher concentrations (1 pg/L cypermethrin) the cGST activity declined, the altera-
tion to the corresponding control was 54 %.

After treatment of the R. arvalis tadpoles with 0.01 and 0.1 pg/L cypermethrin the enzymatic activities
of the cytosolic fraction were elevated significantly compared to control (Fig.4). However, the rate of cGST-
increase was at most only a quarter or a fifth that of B. variegata (Tab.2). Cytosolic GST activity increa-
sed up to 2.7 nkat/mg protein at 0.1 pg/L cypermethrin, and decreased slightly at concentrations of 1 pg/L.

Alpha-cypermethrin

Compared to the control, significant differences in enzymatic activity of the cGST were measured at all
treatments of a-cypermethrin (Fig.5). Maxima of the cGST activity (9.8 nkat/mg protein) were obtained
at exposure concentrations of 0.1 and 1 pg/L d-cypermethrin. In comparison to the sGST the range of the
mGST was clearly restricted. Microsomal GST activities were characterized by smaller variations but dif-
fered significantly from the control. In R. arvalis tadpoles a concentration of 0.1 pg/L a-cypermethrin cau-
sed an increase of the cGST activity by 209 % to the respective control, identical concentrations of cy-
permethrin evoked an increase of 54 % (Fig.4, Fig.5). Variations in both microsomal fractions were
negligible.

Discussion
Effects of cypermethrin exposure on tadpoles

Initial reductions in fitness (neurotoxic effects, paralysis) of the tadpoles were observed at cypermethrin
levels (0.1 pg/L) corresponding to environmentally relevant concentrations in agricultural ponds.
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In contrast to the results of field studies by Bennett et al. (1980), whereat no effects were observed on
fish, tadpoles, or frogs contaminated with 0.17 -1.7 pg/L cypermethrin, we found diminished vitality of
the amphibian tadpoles at concentrations of 0.1 pg/L cypermethrin under laboratory conditions. The dif-
ferences could be interpreted in the level of adsorption of cypermethrin onto suspended solids, sediments,
and aquatic plants. Diminished toxicity of cypermethrin added to pond water compared to addition to micro-
filtered mains water was reported by Reiff (1978). Cypermethrin binds itself to suspended particular mat-
ter extensively and rapidly — approximately 99% adsorption occurred within 24 h (Maund et al. 2002).

Observed behavioral abnormities of the amphibian tadpoles such as twisting, writhing and non-coordi-
nated swimming are typical signs of cyano pyrethroid poisoning (Cole and Casida 1983, Berrill et al. 1993).
In Rana temporaria a low level of cypermethrin (1 pg/L) in an aquatic environment evoked a pronoun-
ced inhibition of body growth (weight reduction) as well as impairment of the developmental process (delay
of metamorphosis and its prolongation) plus neurotoxicity and paralysis in the experimental groups (tad-
poles and metamorphosed individuals) (Paulov 1990).

Paralysis - and reduced vitality in general - is likely to render tadpoles more vulnerable to predation (Ber-
rill et al. 1994). Entry of cypermethrin into the reproduction ponds of amphibians seems to be a decisive
factor for adverse development of tadpoles. The observed physical and behavioral abnormities caused by
concentrations as low as 0.1 pg/L indicate that the entry of cypermethrin into the reproduction pond could
be relevant for the development of embryos and tadpoles of amphibians.

Uptake of cypermethrin

The results of exposure to 14C-labelled cypermethrin indicate uptake into the embryos of B. variegata in
environmentally relevant concentrations (0.4 pug/L cypermethrin). The jelly capsules adsorbed a small amount
of cypermethrin and therefore cannot protect the embryo from the effects of the insecticide. This insuffi-
cient physical barrier of protection is reported for other pesticides for amphibians (Greulich et al. 2002)
and for fish (Hashimoto et al. 1982; Wiegand et al. 2000). Tadpoles of Rana clamitans exposed as em-
bryos to the pyrethroid permethrin for 96 h showed slower growth and abnormal behavior (BERRILL ET
AL. 1993). These results imply that the embryos were influenced by pyrethroid exposure of the egg mass.
In contrast, Berrill et al. (1998) and Pauli et al. (1999) described that the jelly coat surrounding the em-
bryo provided a protective layer against endosulfan and tebufenozide during growth and development of
amphibians. The degree of protection of the developing embryo from pesticide contamination appears to
be strongly dependent on the investigated pesticides and tested species. The jelly coat of amphibian eggs
which is mainly composed of hydrated glycoproteins showed strict species-specific structural differences
even between the closely related amphibian species Bombina bombina and Bombina variegata (Coppin
et al. 2003).

Compared to the uptake of isoproturon into the egg mass and tadpoles of B. variegata (Greulich et al.
2002) the stronger lipophilic property of cypermethrin caused the enhanced absorption. The enrichment
of cypermethrin (concentration factor 41.6) in tadpoles of B. variegata was tenfold enhanced in compa-
rison with isoproturon (concentration factor 4.5). Cypermethrin was accumulated mainly by tadpoles du-
ring the first 6 h of exposure. The following elimination from the tadpoles corresponded with the increa-
se of 14C-labelled material in the medium. A rapid uptake of cypermethrin into the organisms followed
by elimination described Crossland et al. (1978) for rudd (Scardinius erythrophthalmus) and McLeese et
al. (1980) for salmon (Salmon salar). In general, the diffusion throughout the membranes and the enrich-
ment in lipophilic cellular compartments seem to be reversible.
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Effects on GST system

At each level of treatment the GST activity of the tadpoles were influenced by dose and exposure time of
cypermethrin and a-cypermethrin. The GST seems to be involved in detoxication process of cyperme-
thrin in amphibian larvae. GST has been also implicated in the cypermethrin metabolism in invertebrates
such as Blattella germanica (Valles 1998), Pardosa amentata (Nielsen et al. 1999), and Carcinus maenas
(Gowland et al. 2002). To date, cypermethrin has only been shown to induce dose-dependent GST ac-
tivity in one vertebrate; the rainbow trout (Onchorhynchus mykiss) (Davies et al. 1994). In amphibian tad-
poles, the detoxication pathway could also occur via the GST system, but a cypermethrin/glutathione con-
jugate has not yet been proven. Smith et al. (1982) detected a glutathione conjugate of the pyrethroid
tetramethrin.

Cypermethrin

The uptake of 14C-labelled cypermethrin into the tadpoles obtained its maximum after 6 h, as did ¢cGST
activity. This 6-h specificity of GST induction offers a discrete time point which may be used in study-
ing possible effects of exposure to cypermethrin. In general, the stronger enzymatic response was detec-
table frequently in the cytosolic fraction. Most of the GST isoenzymes are soluble (George 1994).

Both tested amphibian species reacted to cypermethrin exposure with significantly enhanced GST activi-
ties compared to respective control. In B. variegata even low concentrations of cypermethrin (0.001 pg/L)
evoked significant induction of GST activity, and compared to R. arvalis the GST in B. variegata increased
much stronger. The enzymatic system of B. variegata seems to react with a more intensive biotransfor-
mation process to cypermethrin contamination than that of R. arvalis tadpoles. B. variegata was presu-
mably able to detoxify cypermethrin, because percentage of tadpoles showed physical and behavioral ab-
normities were diminished compared to R. arvalis. At higher concentrations (1.0 pug/L) the detoxication
was limited, the GST activity decreased, and the toxic effects dominated. Tadpoles were not able to tole-
rate such concentrations. Either the GST was harmed directly or other damages of the cells were respon-
sible for the dysfunction of the GST.

Experimental exposure of amphibians to other pyrethroids clearly indicated that there are differences in
sensitivity among species and life stages (Berrill et al. 1993; Cole and Casida 1983). The sensitivity of
Rana sphenocephala tadpoles to the cyano pyrethroid esfenvalerate was three times greater than that of
Rana catesbeiana (Materna et al. 1995).

Alpha-cypermethrin

Alpha-cypermethrin induced a stronger enzymatic response in the cytosolic fraction than cypermethrin of
the same concentration. Furthermore, 0-cypermethrin causes stronger toxic effects, because it is compo-
sed of the two neurotoxic most active cis isomers of the four present in cypermethrin. Cole and Casida
(1983) demonstrated that the cis isomers are more toxic to adults of Rana pipiens and tadpoles of Rana
catesbeiana than the trans isomers of cypermethrin.

However, the application rate of a-cypermethrin is at most only half that of cypermethrin (5-30 g active

ingredient/ha for a-cypermethrin and 10-200 g active ingredient/ha for cypermethrin). Therefore the dan-
ger of environmental contamination may also be only half as great (WHO 1992).
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Our data indicate that the glutathione system of tested species constitutes a sensitive biochemical indica-
tor of pollution by cypermethrin in environmentally relevant concentrations. Even before the appearance
of morphological or behavioral abnormities, GST activities reacted with significant alterations. In order
to regain their physiological balance the amphibians must spend energy on detoxication. This may cause
delays in growth, development and mobility, and indicate a reduction in physiological fitness (Allran and
Karasov 2000; Diana et al. 2000).
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Figure and table captions

Figure 1. Uptake of 14C-labelled cypermethrin into jelly capsules and embryos of Bombina variegata
after 24 h. Error bars indicate standard deviations of triplicate experiment.

Figure 2. Uptake of 14C-labelled cypermethrin by tadpoles of Bombina variegata. Mean of three in-
dependent samples and standard deviation.
* significantly different compared to control

Figure 3.  Activities of cytosolic and microsomal glutathione-S-transferase (GST) in Bombina variega-
ta at different exposure times. Mean of three independent samples and standard deviation.
* significantly different compared to control and to each other

Figure 4. Activities of cytosolic glutathione-S-transferase (GST) in different concentrations of cyper-
methrin in Bombina variegata and Rana arvalis. Mean of three independent samples and stan-
dard deviation.
* significantly different compared to control
n.d. not detected

Figure 5.  Activities of cytosolic and microsomal glutathione S-transferase (GST) in different concen-
trations of O-cypermethrin in Rana arvalis. Mean of three independent samples and standard
deviation.
* significantly different compared to control

Table 1.  Summary of the exposure conditions (concentration and duration of exposure), the tested spe-
cies, and the number of exposed individuals.

Table 2.  Dose-dependent alteration of GST activity referred to the corresponding control. Correspon-
ding control was set zero.
Dose-dependent proportion of dead and deformed tadpoles.
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Fig. 5 alpha-cypermethrin-concentration [ug/L]
substance concentration exposure time species number/ parallel
14C- cypermethrin 0.4 pg/l 24 h B. variegata 8 eggs
0.4 pg/l 0.5;1;3;6;24;48h B. variegata 8 tadpoles
cypermethrin 0; 0.001; 0.01; 0.1; 1 pg/LL 24 h B. variegata 8 tadpoles
0; 0.01; 0.1; 1; 10 pg/L 24 h R. arvalis 8 tadpoles
0.1 pg/L 0.5;2;6;24h B. variegata 8 tadpoles
a-cypermethrin 0; 0.01; 0.1; 1; 10 pg/L 24 h R. arvalis 8 tadpoles
Tab. 1
cypermethrin Bombina variegata Rana arvalis
concentration AGST  deformation  mortality total AGST  deformation mortality total
[ng/L] (7] [70] [Yo] [Yo] [%] [Yo] [“o] [%o]
0.001 64
0.01 115 30 0 0 0
0.1 251 28 0 28 54 40 20 60
1 54 0 38 38 3 40 20 60
10 0 90 90
Tab. 2
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Pesticide exposure is discussed a5 oo of the adverse factoe thal canses impairmsent of amphibian larval developmein. Suscep-
tifitiny of tdpedes fo pesticide exposure differs depending on the developmental stiges uc which mdividuals are contaminaied.
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slagrs

Eggs were harmed significantly by exposure to differend concenirations of a-cypermethirin dependent o exposure thise.
Amphibitan embryos baiched with apparent shrormalities indicole imsufficient protection by the jelly conl surroanding the
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ihirches, und ponds, many anuran species do notd toler-
ate intensive agriculburl activity (Bishop et ul., 19959,
S0 the effects of presently used “new penertion”
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ing concerm; pyrethroid insecticides are ope of these
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effective against o wide range of pests encountered in
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After an application of a-cypermethsin (15 g active
ingredientha) o 4 field, concentrations in subuerisee
water of an sdjacent freshwater ditch were 006 g/l
shaortly after application (Garforth and ‘Wooslbridge,
[9E4). Residue levels im subswrfsce waler subse-
quently declined rapidly and within 4 days the
a-cypermiethrin concentrafion in subsurface water had
decreased to =002 pgi.

w-Cypermethrin i highly wxic o aguatic arthro-
pods, fish, and bees, whersas mummals are nor-
maally tolerant (WHO, 194920, Sensitivity of agquatic
non-turgel orEanisms 1o contamination by g-cyper-
methrin has been studied in freshwoder algae, aquatic
imvertebrates, and fishes (Garforth, 1982; Siephenson.
1982} In carly life stapes of fish (Pimephales prome-
{es) a-cvpermethrin concentrution of 009 pafl pro-
duced adverse effects, the NOEL wos determined
at 0003 el (Sephenson, 1983). Concentrations of
Jppb (1R.aS)-civ-cypermethnin had  lethal effects
on mdult frogs of Rana pipiens pipiens (Cole and
Casidn, 1983} dunng a 24h exposure at 4°C. In the
lnboratory lests, 48-h LT 50 of Hewa fempesraria
tndpodes  was  determimed &t 65 pgfd  cyperme-
thran; however, miverse effects ocourred ot environ-
mentadly relevant concentrations of 1 gl (Ponlov,
1949101}

Susceptibility of amphibians 1o pestcide contam-
imation appenrs o be strongly dependent on the de-
velopmental stage of exposed individuals (Pauli et al.,
1999; Greulich et al,, 20025, Huiching success of am-
phibian eggs often mimmally affected by acute pesti-
cide exposure has been observesd, a8 have significant
post-exposure monality of the wdpoles witldn Follow-
ing weeks (Berrill et al,, 1998), morphological defor-
mitics in the later development {Harms er al, 2000k
Allron and Karasoy, 3000 ). s delay in larval growth
(Bridges, 2006}, These results indicate the imporiance

of the effects of chemicnl exposure during different life
stuges on the long-term growth and development rates
of amphibians, The timing of confnmination is wlso
critical, for a spruying evenl that coincides with frog
epp development is hkely 1o have few direct effects on
later mdpoke sbandamee (Bernll e al., 1994}, Furiher-
more, smphibions of luer developmental stuges seem
to conanlersct the toxic effects of reactive metaboliles
il xenobiotics with higher efficiency (Bucciarelli et al,,
15y,

In general, the amphibians must spend energy
o detoxication of the pestichdes in order o regain
their physinlogical balance. This may case delinys in
growth, development, and mobility, and lead 1o o re-
duction in physiological fimess (Allran and Karwsov,
2006y, Bradges. 1997, Diana et al., 2000).

The aim of this study was o determine whether
the development and behavior of K. arvalic adpoles
were affected by chronic expmane (o c-cypermethrin,
and 1o determing whether this 15 dependent on the life
stage o which individuals were exposed.

2, Materials and methods
21 Embrvo and tadpole meariing

Two A aralis egg clutches (aliogether approx-
imately 50 epgs) were collected from o wetland
pord in nomheastern Germany in April 2002 (per-
mit oo 4bb0-236-NFO30-2000). Eges and tadpoles
were kept in tanks with artificially salted i 100 mg/]
sotivm chloride. 200 mafl cabciom chloride dibydrate,
1M mgfl sodivm hvdrogen carbonste). demineral-
ized water prior 1o and after exposure. One cluich of
eggs wis used for hatching studies immediately after
collection. the other one was reared unti]l todpoles
renched determined developmentnl stapes and they
eould be exposed. Defermination of the developmen-
lal stages of the amphibian species wos carmied out
peeording o Gosner | 1960},

Twenty twdpoles or one cluich of eggs were placed
i each wnk contmning 101 amfically salted water
o a 14:10h light:dark cycle. The water temperature
wis maiiained s 20 °C Water wos chinged and
the nks were rinsed every third day. Afterwards
the tadpoles received powdered dry food (Tetramin
AZ 4ih),
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2.2 Texr subsiemees

An o-cypermethrin stock solution was prepared
comsisting of 10mg a-cypermethrin (purity =99%;
Fluks, Seelee, Germany) dissolved in 100 ml acetoni-
irile (Roth, Kaorlsmuhe, Germany). This single stock
salution was used throughout the whole experiment
and stored in the refrigermior under dark conditions,

2.3, Experimenial provedunes

During the preliminary investigations lictle cluiches
of egps (approximately 10 embryos ot stage 10-12)
and 10 mdpoles (stage 200 were exposed (o g
well-water control. an scetsnitrile solvent controd
{100 i, and either 0.1, 1 or 10 g/l a-cypermethrin
for 48 h. Each trestment was replicated three times.

To determine the point duning development at which
ndverse effects due o w-cypermethrin exposure oc-
cur, five developmental Alnges wiens chosen according
o Bridges (2000} The examination covered the fol-
lowing phases: egg stage (EGO; defined as an embryo
completely confined within the egg membrane); em-
bryo stage only {EM; defined as o pewly hatched em-
bryo): both egg and embrvo stapes {EGG/EMY; wd-
pole stage onlky (TAL, o free-swimming tndpole), and
throughout the development (EGO/EMTAD).

Ten individuals were trunsherred to the tnks con-
mining trenfment solutions: o well-water control, o
acetomain be sodvent comirol { D00 w11), and 0.1 or 1 jugf
a-cypermethrin selution, The tadpoles were examined
for the mortality and behoviorl abnormalities, such
s twisting in response (o prodding rather than darting
uway, All experiments wene replicated three times.

Tadpoles were determined 1o have reached metas-
morphosis after ot least one forelimb had
istage 42). Ench metamorphosed tadpole was sepa-
rated fo the complete resorption of its il At this Hme
it wis weighed {wet weight, nearest 10mg) and (=
sroul-ven! fengih measwred | nearest (U1 mm).

24 Amalvsis of dang

In order 1o test the significance of the hatching
success in preliminory studies, o statistical onalysis
was performed using one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls test, £ < 0,03 (SPS5 9.0 for Win-
dows],
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Muaortality in the experiments coused reduced sample
sizes. Duta of survivors were analvzed using Fisher's
exdet test, P (05, which can distinguish the differ-
ences among restmenis when sample ses are low,
The relationship of the body length and the weight at
the end of metumorphosis was described by regres-
ston coefficient 87 of the linear regression analysis for
the controls and the different a-cypermethrin concen-
trations in ench of the life-smge reatments. Fisher's
exact fest, P (005 was used w evaluate the signifi-
cont differences in locution of regression Hnes (slope.,
inbercepd),

3. Results

Because the two controls (well-water control and
acetone solvent control) did not differ statisteally
from one another, in the following “control™ repre-
senis their means,

1.1 Hawching stidies

Mone of the embryos were hatched before the come-
pletion of 48-h exposure. Two days after the end of
exposure all embryos hatched approximately in syn-
chromy, Hatching success of the larvae exposed 1o
I or 10pgll a-cypermethnin decreased significantly
compared to the conrol (Fig. 11

12

E'I':Iﬂ'li I I
F #*

- -

§ " S
3

= 80

JE 1

= ]

20

n- I I I
Cantrol 01 1.0 1o

Alpha-Cyparmathrin concentration [pgiL]

Fig. I Hawhing soceess of Bunn anlls afer 450 Eauslie
& diflerent concenirtions of o-cypermetfrine Emor bars indices
slanilsrd deviativsys of tnplicste expermens. Asterisk (1 indicsees
thgmificanl ihlfereaco comguned o conirol.
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Clear behavioral differences of the newly huiched
£ s could be distinguished betwesn treatments,
In the control amd in lower exposure concentra-
trons (0,1 pp!l a-cypermmethring the embryos were
growsped pround the jelly mass whereas ofter treat-
mend m | oox [0ppfl ac<ypermethrin the newly
hatched larvae could be localized exclusively sl tank
panes.

In the study of the hie-stige freatment. cges of B
arvaliy were exposed 0 w-cypermethrin over 24,
because ufter this time the nest developmentul stage
{EM-stachium) wos reached, Rone areliy emboyos
sgems 1o be unaffected by a-cypermethrin exposare,
all of them had hatched under both control and ex-
permental conditions. None of the haiched tudpoles
died during the recovery period following hatching.
When B arvalis were exposed 1o the pyrethroid
dhuring the BEGGEM stage all embryos hached at
0.1 pgfl a-cypermethrin comparable o the hatching
suecess of the upexposed individuals, Concentrations
of | pefl a-cvpermethrin redwced the hatching rae
by B2%. Im life-stage wrepiment EGO/EMITAD all
embryos hatched successfully.

1.2 Mostaling

Tudpoles in  life-stage  restments - EGG and
EGC/EM that had lunched successfully during or af-
ber exposure metamarphosed imdistimguishably from
the comtred individuals. Afler exposure o | gl
m-cypermethrin, T9% of the embryos sl EGO/EM life
stage renched metnmorphosis. AL singes EM, TAD.
amgl EGOGAEMTAL any chemical treatment reduced
the survivid rate of metamorphosed amphibians
3-87% (Table 11 The impaired tadpoles exhib-
ied delayed development and died mostly towords
the end of metamorphosis, In TAD life stage, the
o-cypermethrn trentments provoked excessive mor-
tnlity (T0%); therefore, this hfe-stage trentment was
excheded from the statistical analysis.

2.3 Defarmines

Tadpoles exposed 10 c-cvpermethrin o5 epgs for
48 h exhibited ahnormnl morphalogy or behsvioral ab-
normalities. Convulsions and tail kinking increased
with concentratiom. Although a few were initially un-
responsive 1o prodeding following exposare to 0.1 and

Tahle |
Sammary of pesponses @ emch lele-sigge mulment eared inorach
o the se-gyperimethrin indlmante aml tho oonml

Trestmen ol (il 1 ]

Eggs I T wl 12.1

Larie L] £l T LI ]

B (ELH L8] iK1 ni
I¥ £l 4}

EGIVEM (L1 Kl TRA nd
L] 0 114

B 1M} | Kl il
1¥ 41 4

Tan (EL 1] &) i n
14 b ] 0

ELGEMTAD HEH a7 51.25 n.i
1.4 04 {i

The values corresponilimg 1o eggs anil lorme indicae ihe peroeil-

age of suniveons reucheng metamorphisis. The vilues comespond-
img 1 BGO, BGOEM, EM, TAL, and EGIUEMITAD ndicate the
perceniage of survivors exhibsting any vpe of defurmetion; mL
ot iested

| gl cecypermethrin, mast tadpoles recovered n the
courdg of thelr further development, After 4Bh expo-
sure of ladpobes 0 10 pef a-cypermethrin 90% of
them were serously impaired and subseéquently died,
Thiz resulted in modified exposore of the vanous life
slapes; concentritions of 10 gpp] o-cypermethrin were
il fested,

In fe-stige trentments, all tadpoles that hoiched
successtully dunng or ofter the exposare responded
i prowhiling with normal svoidance response and their
behwvior was indistingoishable from the tadpoles
that hod been exposed to artibcial water (Table 15
In contrast, when the hotching success of the em-
brvos was influenced by a-cypermethrin exposure,
some of the surviving individuals exhibited physi-
cal ond behovioral sbnormalitics. Tadpoles displayed
clear indications of diminished avoidance response
when prodded, spusms. convulsive twisting, as well
a5 hody and tail twitching. Deformitics were ob-
served immedistely ofier the exposure (EM and
EGG/EM swiges) or at the beginning of the expo-
sure (TAD and EGGEMITAD stages). Paralyred
tndpoles were unable w recover after exposure, and
died. Compared to the other life-stage treatments
in EM stage, many more individeols (0% ex-
hikited morphological deformities and  behavioral
ubmormalitics.
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EGGIEM [

i

- : |

EM o
. 1 |

EGG/EMITAD [ —

[ 20 a0 &0 [=14]

Duration of metamorphosis [d]

Fig. X Duraten of metwmorphosis of voes et mesiments
al | gl e-cypemmmeihrine Mean of iheee idependest samplis
undl whaniland devimion. Aserisk (%) Bbscules slgniticanl diffecice
crmpared 1o conrol

J4. Duraricn r.l_f'njn:'l'rmr.l.lr;r.l'r.l.l.u.l.

At concentration of | pefl a-cypermethrn e mean
durntion of metamorpleosis shonened i Lfe-stge
reatments EGG. EGOGVEM, and EM  compared
tx the comtrol (Fig. 2k The a-cypermethan  con-
tamination during the whobe adpole developrment
(EGCREMITAD) caused o prolamged metamaorphosis,
Signaficant differences i the contol were Tound 1o
treatment EM; the mdpoles metumorphosed approx-
mately 7 days earlier.

E':HIIIHII'IH“ hath the tesied I'l"i:'ri'rl'l,lrl'lll,'lhl'll'l clan-
cenratbons, o trend was observed orEspecinve of the
IIjL"hlU.H,E trentrments: of | |Lg,l'| il -|,:_1_,'Fh.-rr|".|;r|'|n|'| the 1ad-
|:l|:|||:'-: nhul:unm'ph:ﬁ{:d 1=2 IJUI]-'\ laber tham od 0] HE'II
Farthermore, the first melamorphosis of the few sur-
vivors from life-stage treatment TAD appeared in
| gl o-cypermethnin 12 days later thon in the control,

1.3, Lengtly o .urq'mmrlq:lhn:r'v

Mean length of metamorphosed  amphibinns-—
exposed @5 ggps dunng 48 h—decrensed with the
mcresang c-cypermethrin concentrations (Fig, 3,
The significant difference in the length between the
control and 10 pgd trestment was nearly 5 mm

When measured for total b ul}- Ian!h il l:'-:l!thﬂl’ |ar-
vae af the end of the experment, there were o :»:;Fnil-
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Fig. X Length of metemorphosed smphibions gher 480 exposure
of spaum and lanae & different concentratsms of o-Cypermetsis
Emor bare ndicaie siandand deviations of rplicale experiment
Asterisk (7 imdecutes significant difference compared 1 compal

want differences umong chemicnl treatments (Fig. 3)
Their growth seemed to be unaffected by exposure 1o
(b1 wned 1 ppfl o-cypermethrin, however, all tdpoles
exposedd to 10 pal a-cypermedhrin died,

Life-stpge treatment EGGEMTAD with | pgll
o-cyvpermethrin had o significant effect on the length
of metnmorphosed amphibians (Fig. 4. The mean
lengih of metamorphs wos smaller than in the other
fested stuges and was reduced significantly (0.4 mm
compared to the comesponding controd. In life-soge
treptmenis EGD and EGOVEM the metamorphosed
amphibians were smoller—in EM life stage larger—
than im the comesponding controls

Considering  the lineor relutionships of  body
length amd weight of the metamorphs in life-stage
treptmend  EGO/AEMTAD, stroight lines of differ-
eni inclinstion wene detecked regarding control and
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Fee 8 Weight s lengih of metamorphis afier lile-stage reatment
EEGEMTAD & different concentrallins of m-cypermethinn ssd
their corespondisg cormelaiom seraight bine

chemical trepimends (Fig. 51 Ad concentrations  of
I ol m-gvpermethring the straight line besi Fited
the duta (R® = 0.80). This inclination of correlation
strwight fine differed significantly from the coirol
and data st 0.1 pefl reatment,

4. Disrussion
S0, Hutehidng stwdies

Diring 48 h of exposure, hatching success of K ar-
virlid decresed significantdy. The pelly Liyer surround-

ing the eggs of K. arvally obviously could nor protect
them against a-cypermethrin exposure. In contras,

K, Girewfl, N Fitwgeacher & Ngowethe Treeieodogy 65 72008 00 1 8%

Bermnll et al, (19985 and Pauli el al. (1999 reporicd
Tor nmpkubion species of Northern America that the

Jelly coa provided o protestive liver against the influ-

ence of pesticides (endosalfun, lebuferoride) during
grinwth and development of the embryos, The degree
oof prostection of the developing embryo from pesticide
contarmetion and also the hatching mte appear o be
stromgly dependent on the tested species and inves-
figufed pesticides. Experimental exposure of amiphib-
s 1o other pyrethrodds clearly indicsted that there
are diflerences in sensitivity among species und life
stapes (Bermill @ al, 1993; Cole and Caside, P983)
The sensitivity of Roend spheaccepiialn tadpoles to
the cvano pyrethroid esfenvaleraste was three times
gremter thun that of R cetesbelong | Materna et oal.,
| 955

Im studies of life-stape meatment EGG R arvilis
cpes were exposed fo a-cypermethrin during 24 b to
the pitwinment of the next stage. In this case, all em-
brvos were hatched and no abnormalities wese ob-
served. Duration of exposune seemed 1o be a deciding
foctor of impainment (Maund e al., 2000,

4.2, Mosality

Significant effects of pesticides on metsmambosis,
growth, behavior, und in particulsr moraliy of am-
phitians occumed mostly 0 concentrabions. excesd-
ing the environmentilly relevant range (Bridges, 1997,
Painila g wl., 1908,

Sigmiicant lethal effects (martality B3 duning
acute exposure of R, arvalis tadpoles were observed
at ciamwentrations of 10 pgfl a<cypermethnin. Tadpoles
are nol able wo wlenne such high concentrations, which
are tarely observed nosurfice walers—only i the
warsl case. Surfuce and subsurfsce water of coniam-
inated ponsks contained up o 20-30% of the applied
dose of m-cypermethrin dependent on application tech-
fidgpues, soil pnd reliefl condibions, and precipitation
{Pearson, 1990, Gorforth and Woodbridge, 19845, The
applicstion rie of c-cypermethnn is 5-3 g active in-
prechenths (WHO, 1952),

Dunng life-stage wrepiments the momphological
deformities und bebavioral abnormalities observed
mewaly lead 1o demb of the ndividuals ot a later
nme, Concentrations thal wre sublethal during acuie
eaposures may be lethal durng chronic exposures
i Brdges, H0H0)

PUBLIKATION IV 101



K. Giwnlhidy, N, Pugnidoker & Aquatde Tosloalapy 65 {MER ) 270228 ns

4.3 Peformities

Contrary (o expeciations, the tadpoles that exhib-
ited deformitkes during life-stage trealmemls wene -
able 10 recover when placed into clean water, Excep
in the control, the individuals in life-stage trearment
EGGEMTAD recuperated. Matema ef al, | 1995) de.
scribed that mest of the Rana pipdens tudpoles which
exhibited convulsive behavior during mitial exposure
eventually died.

Observed behaviora] abnormalities af the am-
phibian tadpofes such a5 owisting, wrilhing  and
non-coordisated swimming are typicil signs of the
cyanis pyrethrowd pedsonmg (Cole and Casifa, 1983,
Berrill et al., 1993} In Kawg temporaria o low level
of eypermethrin {1 pgf) in an squatic environment
evoked o promounced mhibinon of body  growth
(weight reduction) as well as impairment of the de-
velopmental process (delny of metamorphesis and (15
probomgation, newrotoxicity and paralysis) in the ex-
perimental groups (fadpoles pnd metamorphic individ-
wals) {Paulov, 1990}, Aberrant behovior (tail kinking
and consequent twirding setivity b causes grester hoe-
ards of predation as it diminishes the capability of e
tadpoles o escape predators (Moderma et al., 1995),

Differences in sensitivity between the developmen-
tal stages oceurred, especially between todpoles ex-
posed already as epps ond tndpoles exposed exclu-
sively iz newly hatched embryos, Bemill et al. {1993
described thot obder, more develoged embryos of £
clamitans are more sensitive o pyrethroide exposurne
than younger, less developed stages. They conclisbed
that the greater sensitvity of the lste-stge embryos
reflects the more differentiated state of the nervous
sysiem, becawse pyrethroids apparemtly act primarily
o sodiom and calcium chonnels in nervous tissoe.

S4. Derarion of mermmorlaoyis

I life-stage treaiments BEGO and EGGEM, the fad-
poles metamorphosed earlier und they were simaller
compired 10 the comesponding control. In an -
fuvourable environment tadpoles will sccelerate (he
development and metamorphose sooner, bat a1 smaller
size (Bridges, 20000,

In contrasi, tadpoles in EM Nife sge reacted
e a-cypermethrin exposure ilso with sigmificantly
sharter durtion of metamorphosis: owever  ther
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mean body length was 0.4 man larger than in the
cantrol, 1 tadpole populations are reduced by con-
ettt exposure, 6 s possible thol sorviving tod-
podes wall grow larger (Maternn ¢f ul., 1995} Rapid
growth alse allows tedpoles 1o metomorphose eardier,
avending possible desicontion of their habitat.

Prodonguiion of mefamarphosis oceurred  during
long-time exposure i life-stage treatments TAD and
EGOVEMITAD. Bridges (2000 described also that
the reatments exposing individunls throughout the
developmient produced their first melamorph much
loter thun the other life-stage resmments. Tadpoles
seemy 1o resct Lo such chromic exposure with develop-
mentil delays. In summary, differences in duration of
metmmasrpliosis as o resalt of chemica] contamination
seem o be dependent on many factors such as envi-
remmental conditions, tempersteme, tadpole density,
tested life stige, und exposure time.

S8 Fimad lergrlh after metamoipilioi

Tadpoles exposed to a-cypermethnin during the
epp stnge (life-stnze reatments BOG, BEGGEM, and
EGGYEMITAD ) were smaller ai metnmorphaosas. The
Jelly lnver around the egg obviswesly offered beaffi-
cient protection. Bridges (M00) observed the same
phenomenon with smaller metamorphs in Hurg sple-
nocephaln after exposure of eggs v carbaryl and
hypothesized that this reduction in growth was caused
by metabolic or mitotic demands placed on mdivid-
uals i the egp stage which are nol manifested until
farer developmen

Weight and length of metamorphs exposed during
the EGUEMTAL stage w0 0] jagll a-cypermethrin
did not differ significamly from the control, bt con-
centrations of | pgl a<cypermethnn coused signifi-
cant reduction in the lepgth and significant incrense
in the weight of the tdpoles. The survivors of the
condinusl exposure throughout all phases of growth
pndd developrient were distinguished by & much misre
compact physigque, That seemed fo be the best way 1o
resisl the adverse conditions,

A, Conclusion

The wim of this study waos 1o investignie the be-
havioral and morphological effects of a-cypermethrin
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exposire on varions life stages of & aralis adpoles,
In summary, dependence on the life stage at which
indivicheals were eaposed, tlpoles responded differ-
entially to a-cypermethnm contamination, Diminished
hatching success, delays in metamaorphosis, and body
growih impact megatively on the long-term vishiliny of
amphibian populations.
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