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Eine umweltrelevante Mischung aus fiinf Pflanzenschutzmitteln (PSM) hatte direkte sowie langfris-
tige subletale Effekte auf den Energiehaushalt von jungen Bachforellen. Zudem gab es Wechselwir-
kungen mit den beiden anderen Stressoren, erhohter Wassertemperatur und PKD-Parasitenbefall.
Die Studie konnte dariiber hinaus einen Satz von molekularen Biomarkern identifizieren, die deut-

lich auf die PSM-Expositionen reagiert haben.
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RESUME

LES MELANGES DE PPh, ASSOCIES A D’AUTRES FACTEURS DE STRESS
ENVIRONNEMENTAL, PERTURBENT-ILS LES JEUNES TRUITES DE RIVIERE?
Les analyses chimiques menées ces derniéres années ont mon-
tré que les cours d’eau de petite a moyenne taille affichent des
concentrations parfois importantes de produits phytosanitaires
(PPh) dans les régions suisses ou I'agriculture est intensive. Les
poissons sont soumis a de multiples facteurs de stress supplé-
mentaires, ce qui est susceptible d’entrainer des conséquences
combinées inattendues. L'étude avait donc pour objectif d’analyser
les conséquences potentielles d’un mélange PPh sur I'état général
de santé et de condition physique des jeunes truites de riviére, en
prenant en compte aussi bien le mélange PPh seul que son associ-
ation avec les facteurs de stress supplémentaires (p. ex. I’élévation
de la température de I’eau et les attaques parasitaires provoquant
la maladie rénale proliférative). Il s’agissait aussi de développer
des méthodes pour la détection précoce de I’exposition des trui-
tes aux PPh (ici: a I'aide de biomarqueurs moléculaires), métho-
des pouvant étre mises en ceuvre sur le terrain. Les résultats ont
montré que des effets PPh sublétaux survenaient sur les réserves
énergétiques des poissons aussi bien immédiatement qu’a long
terme, aprés une phase de récupération de deux mois. En outre,
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AUSGANGSLAGE UND ZIELSETZUNG

Kleine und mittelgrosse Fliessgewédsser in landwirtschaft-
lich intensiv genutzten Gebieten gehdren zu den stark durch
menschliche Einfliisse belasteten aquatischen Okosystemen.
Verbauungen, Wassernutzung, Eintrage von Chemikalien, Aus-
wirkungen der Klimaverdnderung und Krankheiten verandern
die Gewdsserlandschaft und haben Auswirkungen auf die Flo-
ra und Fauna unserer Gewéasser. Bezeichnenderweise figuriert
ein hoher Anteil der heimischen Fischarten auf der Roten Liste
der gefdhrdeten Arten [1]. Bestdnde wie die der Bachforelle, ei-
ner Leitfischart Schweizer Gewasser, verzeichnen seit Jahren
einen deutlichen Riickgang [2, 3]. Ein Faktor, der als mogliche
Ursache fiir den schlechten Zustand der Schweizer Fischfauna
angesehen wird, ist unter anderem die Belastung der Gewéasser
mit Pestiziden (Pflanzenschutzmitteln [PSM] und Bioziden).
Chemisch-analytische Untersuchungen der letzten Jahre haben
gezeigt, dass kleine und mittelgrosse Fliessgewédsser in land-
wirtschaftlich intensiv genutzten Gebieten der Schweiz teilwei-
se stark mit PSM belastet sind [4-7]. Dies fiihrt zu der Frage, ob
die PSM-Belastung der Gewésser eine nachteilige Wirkung auf
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Gesundheit und okologische Fitness der
einheimischen Fische hat und zu Gefahr-
dung und Riickgang der Fischbestande
beitragt.

Risikoabschatzungen hinsichtlich mog-
licher Wirkungen auf Fische kommen
zu dem Schluss, dass die in der Schweiz
gemessenen PSM-Konzentrationen zeit-
weise ein Risiko fiir Fische darstellen
[8, 9]. In der Regel stammen die in Ri-
sikoabschiatzungen verwendeten Toxi-
zitatsdaten jedoch nicht von einheimi-
schen Fischarten und decken nicht alle
Lebensstadien ab [10]. Es stellt sich die
Frage, inwieweit diese Abschdtzungen
fiir Arten wie die Bachforelle und deren
unterschiedliche Lebensstadien zutref-
fen. Auch mogliche subletale Wirkungen
von PSM auf Fische, z.B. Auswirkungen
auf das Verhalten oder die Fahigkeit zur
Abwehr von Krankheitserregern, finden
in der Regel noch keinen Eingang in die
Risikoabschidtzung [10, 11]. Jedoch kon-
nen subletale Effekte verschiedene Eigen-
schaften von Lebewesen beeinflussen,
die fiir den Erhalt der Population wichtig
sind, zum Beispiel die Fortpflanzungs-
hormone, das Verhalten oder das Im-
munsystem [12]. So wurde beispielsweise
gezeigt, dass PSM den Geruchssinn von
Lachsen storen konnen und damit deren
Laichwanderung beeinflussen und so die
Fortpflanzungsfahigkeit der Population
beeintrachtigen [13]. Zudem sind Fische
in ihren Gewassern nicht nur PSM, son-
dern einer Vielzahl von unterschied-
lichen Stressoren ausgesetzt, was zu
unerwarteten Kombinationswirkungen
und kumulativen Effekten fiihren kann
[14]. Es besteht daher ein dringender
Forschungsbedarf zur Schliessung von
Wissensliicken. Zudem ist es erforderlich,
Methoden zu entwickeln, die im Freiland
zur Erkennung von PSM-Expositionen bei
Fischen eingesetzt werden konnen.

Ziel der vorliegenden Studie war es,
die moglichen Wirkungen einer fiir die
Schweiz relevanten PSM-Mischung auf
den allgemeinen Gesundheits-/Fitness-
zustand von Bachforellen zu untersuchen
- sowohl allein als auch in Kombination
mit zusatzlichen Stressoren wie erhohter
Wassertemperatur und Parasitenbefall.
Die kontrollierten Versuchsbedingungen
wurden so gewdahlt, dass sie moglichst

Die Fische wurden zudem nicht einem
Einzelstoff, sondern einer PSM-Mischung
ausgesetzt. Die eingesetzten Konzentra-
tionen lagen im Bereich von gemessenen
Umweltkonzentrationen (1x) bzw. spiegel-
ten hypothetische Spitzenbelastungen wi-
der (5%). Da die Hauptapplikationsperiode
vieler PSM im Friihjahr und Frithsommer
liegt, wurden als zu untersuchendes Le-
bensstadium junge Bachforellen ausge-
wahlt. Um einen moglichen Einfluss der
Wassertemperatur zu erfassen, wurde
der Versuch bei 12 °C und 15 °C durchge-
fiihrt. Die fiir diese Studie ausgewéhlten
Wassertemperaturen treten im Friihjahr
resp. Frihsommer in Gewdassern des
Schweizer Mittellands auf. Allerdings ist
zu betonen, dass infolge der Klimaerwar-
mung die Temperaturen Schweizer Bache
mittlerweile haufig deutlich hohere Wer-
te erreichen und zudem stark schwanken
konnen. Da in mehr als 50% der Mittel-
landgewésser die Bachforellen mit dem
Parasiten Tetracapsuloides bryosalmonae
infiziert sind, wurde auch dieser Umwelt-
stressor in der Studie bertiicksichtigt. Es
handelt sich dabei um den in Schwei-
zer Gewassern weitverbreiteten Erreger
der Proliferativen Nierenerkrankung
(PKD) - zentraler Faktor im Riickgang der
Bachforellenbestdande [15-17]. Die vorlie-
gende Studie diente dariiber hinaus der
Entwicklung von Methoden, die in Frei-
landstudien zur Fritherkennung einer
PSM-Exposition bei Fischen eingesetzt
werden konnten. Molekulare Biomarker

Wasser- PSM-
temperatur Mischung
Ox
12°C
X
Ox
15°C 1x

stellen hierbei vielversprechende Para-

meter dar, denn es handelt sich um Gene,

die friihzeitig auf eine bestimmte Belas-
tung reagieren und diese somit anzeigen
konnen.

Zusammenfassend sollten also folgende

drei Leitfragen mit der vorliegenden Stu-

die beantwortet werden:

- Hat eine PSM-Mischung, wie sie in
Schweizer Bachen auftreten kann, di-
rekte und/oder ldingerfristige subletale
Wirkungen auf Jugendstadien von ein-
heimischen Bachforellen?

- Modifizieren weitere Stressoren - er-
hohte Wassertemperatur und/oder
Parasiteninfektion - den Einfluss der
PSM auf die Bachforellen?

- Gibt es fiir Felduntersuchungen geeig-
nete Parameter (hier: molekulare Bio-
marker), um eine PSM-Exposition bei
Bachforellen zu erkennen?

DURCHFUHRUNG DER STUDIE
STUDIEN-DESIGN

Halterung

Junge Bachforellen wurden Ende April
2019 von Biasca e dintorni (Tessin) ans
Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin
(FIWI) der Universitdt Bern transferiert
und dort fiir etwa drei Monate in Quaran-
tdne gehalten, anschliessend wahrend
gut eines Monats an die Versuchsbecken
(zwanzig 35-Liter-Glas-Durchflussaqua-
rien) und die Wassertemperaturen des

Parasiten- Bezeichnung der zehn
infektion Behandlungsgruppen
12°C, 0x PSM, nicht infiziert
+ 12°C, Ox PSM, infiziert
- 12°C, 5x PSM, nicht infiziert
+ 12°C, 5x PSM, infiziert
15°C, Ox PSM, nicht infiziert
+ 15°C, Ox PSM, infiziert
- 15°C, 1x PSM, nicht infiziert
+ 15°C, 1x PSM, infiziert

15°C, 5x PSM, nicht infiziert
I 15°C, 5x PSM, infiziert

nahe an der Freilandsituation lagen: Die
Auswahl der PSM baute auf den Erkennt-
nissen aus der Risikoanalyse von [9, 10]
auf, in der jene PSM ermittelt wurden, die
das hochste Risiko fiir Fische darstellen.

Fig. 1 Experimentelles Design. Die Fische wurden bei zwei Wassertemperaturen gehalten. Neben der Kon-
trolle ohne PSM (0%), wurden eine Konzentration, wie sie in Schweizer Gewédssern gemessen wurde
(1%, nur bei erhéhter Wassertemperatur), sowie eine 5-fach hohere Konzentration (5%) verwendet.
Eine Hélfte der Fische wurde mit einem Parasiten infiziert (+), die andere Hélfte nicht (-). Die Behand-
lungen wurden im Duplikat durchgefiihrt.



Versuchs (8 Becken: 11,94 + 0,61 °C; und
12 Becken: 15,3 + 0,43 °C) akklimatisiert.
Bei Beginn des Versuches waren die Fi-
sche etwa sechs Monate alt, das indivi-
duelle Gewicht betrug im Durchschnitt
5,74 = 2,08 g und die Tiere wurden bei
einer Dichte von 14,76 g Fisch pro Liter ge-
halten. Die Behandlungsgruppen (Fig. 1)
wurden im Duplikat durchgefiihrt. Die
Bewilligungsnummer des Kantons Bern
lautet BE 39/19.

PSM-Exposition

Die Fische wurden zunichst fiir 14 Tage
einer umweltrelevanten Mischung von
fiinf Pestiziden ausgesetzt. Diese Mi-
schung, im Folgenden «PSM-Mischungy
genannt, bestand aus den Fungiziden
Fluopyram und Epoxiconazol, dem Her-
bizid Diuron und den Insektiziden Chlor-
pyrifos und A-Cyhalothrin (7ab. 1). Diese
Wirkstoffe konnen derzeit alle (z.T. inner-
halb der Aufbrauchsfristen) noch als PSM

PSM MEC __ o1 Im Versuch gemessene Konzentrationen (median, ng/l)
el 1x PSM-Mischung 5% PSM-Mischung

Fluopyram 3000 2476 11400

Diuron 93 67 330

Epoxiconazol 330 305 1435

Chlorpyrifos 21 13 118

A-Cyhalothrin 31 28 336

Tab. 1 In der Schweiz gemessene Umweltkonzentrationen (MEC

oxo0r/) Und im Versuch gemes-

sene Konzentrationen der Pflanzenschutzmittel (PSM).

12°C
Juvenile Bachforellen 1
(6 Monate) 15°C
Versuchstag
Effekt-Parameter:
Hamatokrit
Konditionsfaktor

Leber-somatischer Index
Kopfnieren-somatischer Index
Rumpfnieren-somatischer Index
Parasitenmenge in Niere
Molekulare Biomarker
Kiemen-Mikrobiom
Immuno-Assays

Schwimmtunnel-Respirometrie

14 Tage

PSM Mix

(0x & 5x)

A /

4 Tage

4 Infektion

PSM Mix

Probenahme 1

14

eingesetzt werden, bis auf Chlorpyrifos,
dessen Aufbrauchfrist Ende Mai 2021
ausgelaufen ist. Diuron kann zuséatzlich
als Biozid eingesetzt werden. Neben der
Kontrolle ohne PSM (0x) wurden zwei
nicht-letale Konzentrationen der PSM-Mi-
schung verwendet: zum einen die maxi-
male Konzentration, die 2017 in Schwei-
zer Gewdssern in 3,5-Tage-Mischproben
(MEC_, ,01;) emessen wurde (1x; Tab. 1);
zum anderen eine fiinffach hohere Kon-
zentration (5%), um eine hypothetische
Spitzenbelastung nachzustellen, und um
die Konzentrationsabhdngigkeit der PSM-
Effekte zu priifen (Fig. 2). Die Wasserqua-
lititsparameter (pH, Hirte, Ammonium
und Nitrat/Nitrit) wurden regelméssig
iiberpriift und waren konstant.

Parasiteninfektion

Direkt nach Ende der PSM-Exposition
wurde die Hélfte der Fische mit dem PKD-
Parasiten infiziert (Fig. 2). Dazu wurden

Erholung von PSM-Exposition &
Manifestation der parasitdren Erkrankung (PKD)

88 Tage

Leitungswasser

f

Probenahme 2

62 73 93

Fig. 2 Zeitlicher Ablauf des Experiments (oben) und Auflistung (unten), welche Effekt-Parameter pro Probenahme untersucht wurden -

angezeigt durch den Punkt in der Tabelle.



die Bachforellen an vier aufeinanderfol-
genden Tagen jeweils fiir eine Stunde tiber
das Wasser einer definierten, nicht-letalen
Menge Parasitensporen ausgesetzt [18].

Erholungsphase

Nach Beendigung der Infektionsphase
wurden alle Fische, infizierte wie nicht-
infiziert, weitere 88 Tage ohne Zusatz von
PSM und PKD-Parasiten in den Becken
gehalten, um mogliche Nachwirkungen
und Spatfolgen der PSM-Exposition zu
erfassen (Fig. 2).

PSM-WASSERANALYTIK

Wéhrend der PSM-Exposition wurden aus
jedem Becken im Abstand von zwei bis drei
Tagen insgesamt fiinfmal Wasserproben
entnommen, um die PSM-Stoffkonzentra-
tionen analytisch zu bestimmen. Die Was-
serproben wurden mit internen Standards
versetzt und fiir die Analyseverfahren
aufbereitet. Aufgrund der chemischen Ei-
genschaften wurden die Konzentrationen
von Diuron, Epoxiconazol und Fluopyram
mittels ESI-LC-MS/MS (Fliissigchromato-
graphie mit Elektrospray-lonisation und
Massenspektrometrie-Kopplung) und
die Konzentrationen von Chlorpyrifos
und A-Cyhalothrin mittels GC-APCI-MS/
MS (Gaschromatographie und chemische
Ionisation bei Atmosphéarendruck gekop-
pelte Massenspektrometrie) ermittelt. Die
nominalen (MEC__ ) und gemessenen
(1%, 5x) Konzentrationen sind in Tabelle 1
aufgefiihrt.

PROBENAHME

Wihrend der Zeitpunkt der ersten Pro-
benahme auf die Erfassung der direkten
Auswirkungen der PSM-Exposition ab-
zielte, sollten in den Fischen der zweiten
Probenahme die langerfristigen Wirkun-
gen der drei Stressoren gemessen wer-
den (Fig. 2). Zum Zeitpunkt der zweiten
Probenahme hatte die Parasitenmenge
in den infizierten Fischen ein Maximum
erreicht. Die Studie umfasste weitere Pro-
benahmen, der Ubersichtlichkeit halber
sind diese hier nicht aufgefiihrt.

Aus jedem Versuchsbecken wurden acht
juvenile Bachforellen entnommen und
mit einer Uberdosis des Betiubungs-
mittels MS222 und Kiemenschnitt eu-
thanasiert. Fischlange und -gewicht der
abgetrockneten Fische wurden gemessen
und Blut aus der Kaudalvene entnommen.
Organe wurden seziert, gewogen, mit
fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei minus 80 °C gelagert. Die Analysen

der molekularen Biomarker wurden in
Gehirn und Leber, die Parasitenmenge
in der Rumpfniere und das Mikrobiom
(bei nur vier Fischen pro Becken) in den
Kiemen dieser Fische analysiert. Fir
die Immuno-Assays wurden zuséatzliche
neun Fische pro Becken beprobt. Bei der
Schwimmtunnel-Respirometrie wurden
weitere acht Fische pro Becken beprobt
und jeweils als Vierergruppe gemessen.
Der Sauerstoffverbrauch wurde pro Fisch-
gruppe mindestens dreimal bei beiden
Stromungsgeschwindigkeiten erfasst.
Die Zunahme des Sauerstoffverbrauchs
wurde pro Fischgruppe kalkuliert. Die
Immuno-Assays sowie die Schwimmtun-
nel-Respirometrie wurden mit jeweils nur
fiinf Behandlungsgruppen durchgefiihrt:
(1) 12 °C, 0% PSM, nicht infiziert

(2) 15°C, 0x PSM, nicht infiziert

(3) 15°C, 0x PSM, infiziert

(4) 15 °C, 5x PSM, nicht infiziert

(5) 15°C, 5x PSM, infiziert

EFFEKT-PARAMETER

In Figur 2 ist grafisch dargestellt, welche
Effekt-Parameter bei welcher Probenah-
me gemessen wurden.

Hamatokrit

Der Hamatokrit reprasentiert den Volu-
menanteil der Blutkorperchen im Blut
und gibt einen indirekten Hinweis auf
den allgemeinen Gesundheitszustand
der Fische. Er ist erhoht, wenn z.B. mehr
Immunzellen im Blut vorhanden sind. Zur
Bestimmung des Himatokrits wurde Blut
der Kaudalvene in Na-heparinisierten
Mikro-Hamatokrit-Rohrchen gesammelt,
zentrifugiert, die Fraktionen wurden ab-
gemessen und in ein prozentuales Ver-
haltnis gesetzt.

Konditionsfaktor

Um die Reaktion des Fisches als Gesamt-
organismus auf die PSM-Exposition zu er-
fassen, wurde der Fulton’sche Konditions-
faktor (KF) berechnet. Dieser reprasentiert
das Verhaltnis aus Lange und Gewicht der
Fische. Folglich wiirde z.B. ein Gewichts-
verlust eine Reduktion des KF verursa-
chen. Die verwendete Formel lautet: KF =
100 * (Fischgewicht/Fischldange?®).

Organ-Somatischer Index

Organ-Somatische Indizes setzen das
jeweilige Organgewicht in Relation zum
Korpergewicht. Beispielsweise kann
eine Abnahme von Reservestoffen (Fett,
Glykogen) zu einer Reduktion des Leber-

Somatischen Index (LSI) flihren, eine
Aktivierung des Immunsystems zu einer
Zunahme des Kopfnieren-Somatischen
Index (KSI) oder eine Infektion mit dem
PKD-Parasiten zu einer Zunahme des
Rumpfnieren-Somatischen Index (RSI).
Die Somatischen Indizes wurden wie
folgt berechnet: SI = 100 * (Organge-
wicht/Fischgewicht).

Parasitenmenge

Dieser Wert gibt einen Hinweis, wie viel
Parasiten sich im Fisch befindet. Ist z.B.
der Wert einer Behandlungsgruppe im
Vergleich zur Kontrolle hoher, so hat die
Behandlung die Krankheitsempfanglich-
keit der Fische erhoht. Fiir die Bestim-
mung wurde die DNA aus der Rumpf-
niere der Fische extrahiert und mittels
TagMan-qPCR quantifiziert (fiir Primer
und Probe s. [19]).

Molekulare Biomarker

Um die PSM-Belastung anzeigen zu kon-
nen, wurden Gene als molekulare Bio-
marker ausgewahlt, die auf spezifische
Wirkmechanismen von Pestiziden an-
sprechen oder in der Immun- bzw. Stress-
antwort eine Rolle spielen. Zuséatzlich
wurden sechs Referenzgene ausgewahlt,
welche auf diese Stressoren nicht reagie-
ren (Tab. 2). Fiir die Analyse wurde die
Boten-RNA (mRNA) aus Leber oder Gehirn
isoliert, die Konzentration spektrophoto-
metrisch abgeleitet und die Qualitét iiber-
priift. Nach DNase-Behandlung wurde die
komplementdre DNA (cDNA) synthetisiert.
Jede Probe wurde mittels qPCR unter Ver-
wendung gen-spezifischer Primer gemes-
sen. Das Verhéltnis der Biomarker-mRNA
von Behandlung zu Kontrolle wurde als
«relative Genexpression» berechnet [20].

Kiemen-Mikrobiom

Als natiirliche Barriere besitzen die Kie-
men von Fischen eine feine Schutzschicht,
die u.a. eine Vielzahl von Bakterien - das
Mikrobiom - enthalt. Wird das Mikrobi-
om z.B. durch Schadstoffe verandert, so
konnen der Gesundheitszustand des Fi-
sches und seine Fihigkeit, eine Infekti-
on mit Krankheitserregern abzuwehren,
beeinflusst sein. Fiir die Analyse wurden
die DNA aus den Kiemen extrahiert, die
V3-V4-Region der 16S rRNA amplifiziert
und die resultierenden Amplicons mit
einem [llumina MiSeq-Gerét sequenziert.
Die Daten wurden bioinformatisch ausge-
wertet und die bakterielle Artenzusam-
mensetzung (Alpha-Diversitat) abgeleitet.



Gen
ache
app
aspa
c-myc
calmla
cat
cypla
cyp3a
cyp51
epd
gpx
gst
hsd17b7
hsp70
hsp90b
igf1
mtor

nfkb

nrf2
pxr
srebf2
tp53
actbh
arp
b2m
eeflb
rpl7
ubi

Name

Acetylcholinesterase
Amyloid-Vorlauferprotein beta
Aspartoacylase

Myc Protoonkogen

Calmodulin 1a

Katalase

Cytochrome P450 1A

Cytochrome P450 3A
Lanosterin-14a-Demethylase
Ependymin

Glutathionperoxidase
Glutathion-S-Transferasen
3-Keto-Steroid-Reduktase
Hitzeschock Protein 70
Hitzeschock Protein 90 beta
Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor 1
«mechanistic Target of Rapamycin»

«nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer’
of activated B-cells»

«nuclear factor erythroid 2-related factor 2»
Pregnan-X-Rezeptor

«sterol regulatory element-binding protein 2»
Tumor Protein p53

Beta-Aktin

Aktin-ahnliches Protein
Beta-2-Mikroglobulin
Elongationsfaktor-1-beta

60S Ribosomales Protein L7

Ubiquitin

Funktion Gewebe
Neurotransmission
Synaptische Plastizitat
Neurotransmission
Zellwachstum / -tod
Synaptische Plastizitat
Antioxidative Abwehr
Biotransformation
Biotransformation
Steroid Metabolismus
Neuronale Regeneration
Antioxidative Abwehr
Biotransformation
Steroid Metabolismus
Proteinreparatur
Protein Homeostase
Wachstum

Zellmetabolismus

> T e e el > S n el <> SN <> B el e s s o S > B > B > B )

Regulator fir Immunantworten

Antioxidative Abwehr
Biotransformation
Steroid Metabolismus
Zellwachstum / -tod
Referenzgen
Referenzgen
Referenzgen
Referenzgen

Referenzgen

28 RN KN N K2 U K20 I L
—

Referenzgen

Tab. 2 In Leber (L) bzw. Gehirn (G) gemessene Biomarkergene und ihre Funktion in der Zelle.

Immuno-Assays
Um die Auswirkungen der PSM auf das
Immunsystem zu untersuchen, wurden
Immunzellen aus der Kopfniere der Forel-
len isoliert, gezahlt und zwei immunologi-
sche Funktionsparameter analysiert [21]:
- Phagozytose:
Die Fahigkeit, fremde Partikel wie z.B.
Krankheitserreger aufzunehmen.
- Respiratorischer Burst:
Die Fahigkeit, diese Partikel innerhalb
der Zelle durch Freisetzung von reak-
tiven Sauerstoffspezies zu «verdaueny.

Beides sind wichtige Prozesse in der
angeborenen Immunantwort. Eine Sto-
rung kann die Fahigkeit zur Abwehr von
Krankheitserregern reduzieren.

Schwimmtunnel-Respirometrie

Der Sauerstoffverbrauch wurde in ei-
nem Schwimmtunnel gemessen und ist
ein Indikator fiir den Energieanteil, den

die Fische fiir die Schwimmaktivitat

zur Verfiigung haben. Losen Umwelt-

bedingungen eine Stressreaktion beim

Fisch aus, muss er dafiir einen Teil sei-

nes Energiebudgets einsetzen und es

steht weniger Energie bereit. Die Ana-
lysen wurden mittels intermittierender

Schwimmtunnel-Respirometrie durchge-

fiihrt [18]. Der Sauerstoffverbrauch wur-

de bei zwei Schwimmgeschwindigkeiten

(basal: 10 cm/s; erhoht: 20 cm/s) als me-

tabolisierter Sauerstoff (MO,) erfasst. Es

wurden zwei Parameter untersucht:

- Sauerstoffverbrauch:

Der Sauerstoffverbrauch fiir die basale
Schwimmaktivitét ist ein Indiz dafiir,
wie viel Energie dem Fisch im Ruhezu-
stand zur Verfligung steht.

- Zunahme des Sauerstoffverbrauchs:
Die Berechnung der durchschnittli-
chen Zunahme des Sauerstoffs, unter
Einbezug beider Schwimmgeschwin-
digkeiten und der gesamten Mess-peri-

ode (MO, . minus MO, ), gibt einen
Hinweis auf den bendtigten Energieauf-
wand fiir die Schwimmaktivitat unter
Belastung.

Informationen zur statistischen Auswertung
Die statistische Datenanalyse wurde mit
dem Softwareprogramm R 4.0.1 (Statisti-
cal Software for Computing, Wien) durch-
gefiihrt. Die statistische Auswertung um-
fasste zwei Aspekte:

- Mittels multiplen linearen Modells
wurde auf Wechselwirkungen (Inter-
aktionen) zwischen den drei Stressoren
getestet. Die molekularen Biomarker
und das Mikrobiom wurden dabei nicht
berticksichtigt.

- Aus dem multiplen linearen Modell
wurden zusitzlich ausgewéhlte Be-
handlungsgruppen mit der jeweili-
gen Kontrolle verglichen, um Effekte
einzelner Stressoren zu detektieren.
So wurden Effekte, die durch die PSM-
Mischung ausgelost wurden, durch den
Vergleich der PSM-exponierten Tiere
zur jeweiligen Kontrolle (pro Tempe-
ratur und Infektionsstatus) erfasst,
bspw. «12 °C, 5% PSM, nicht infiziert»
vs. «12 °C, 0x PSM, nicht infizierty.

Die Messwerte zur Parasitenmenge und
Zellzahl wurden fiir beide statistischen
Analysen log-transformiert. Statistische
Signifikanz wurde akzeptiert bei p-Wert
< 0,05; in diesem Artikel wird dann von
«deutlicheny Effekten gesprochen.

ERGEBNISSE UND INTERPRETATION

Die Daten der Studie legen nahe, dass das
von der PSM-Belastung unserer Gewas-
ser ausgehende Risiko fiir Bachforellen
des untersuchten Lebensstadiums nicht
primar in einer akut erhohten Sterbera-
te besteht, sondern bei den subletalen
Effekten liegt. Unter den genannten Ver-
suchsbedingungen verursachte die 14-ta-
gige PSM-Exposition keine Mortalitat. Die
durchschnittliche Mortalitét fiir die ge-
samte Versuchsdauer von insgesamt 106
Tagen lag mit 2,45% im zu erwartenden
Bereich. Es wurden jedoch sowohl direkt
wie auch ldngerfristig subletale Effekte
und Wechselwirkungen mit den beiden
anderen Stressoren festgestellt (s. unten).

DIREKTE UND LANGFRISTIGE WIRKUNGEN
AUF ENERGIEHAUSHALT DER FISCHE

Die veranderten Parameter sind in Figur 3
fiir beide Probenahmen zusammenge-



fasst. Direkt, am Ende der 14-tigigen
Exposition, war der Leber-Somatische In-
dex (LSI) bei PSM-exponierten Fischen im
Vergleich zur Kontrolle deutlich, also sig-
nifikant reduziert (12 °C; Fig. 44). Da die
Leber bei Fischen ein Speicherorgan fiir
Energiereserven ist, zeigt die Abnahme
des LSI, dass die PSM-exponierten Fische
verstarkt Energie verbrauchten; vermut-
lich zur Bewéltigung der PSM-Exposition.
Einen weiteren Hinweis auf den verstark-
ten Energieaufwand PSM-exponierter Fi-
sche gibt der Konditionsfaktor (KF) - ein
Indikator fiir die Gesamt-Energiesituati-
on und das Wachstum des Organismus.
Dieser war bei 15 °C durch die PSM-Ex-
position im Vergleich zur Kontrolle kon-
zentrationsabhdngig reduziert (Fig. 3).
Die PSM-Exposition hatte dariiber hinaus
direkte Effekte auf molekulare Biomarker
im Gehirn (Ergebnisse s. unten).

Nach zweimonatiger Erholungsphase
finden sich auch langerfristige Nachwir-
kungen der PSM-Exposition auf den Ener-
giehaushalt der Fische - erkennbar am
veranderten Sauerstoffverbrauch. Vor-
mals 5x PSM-exponierte Fische wiesen
im Vergleich zur Kontrolle einen deut-
lich niedrigeren basalen Sauerstoffver-
brauch auf (15 °C; Fig. 4B) - ihnen stand
demnach insgesamt weniger Energie zur
Verfiigung. Gleichzeitig scheinen die
Schwimmbedingungen fiir die vormals
PSM-exponierten Fische «anstrengen-
der» gewesen zu sein als fiir die Kontroll-
Fische, denn sie mussten bereits tenden-
ziell mehr Sauerstoff verbrauchen, um
gegen die nur leicht erhohte Wasserstro-
mung anschwimmen zu konnen (15 °C;
Fig. 4C). In der Umwelt konnte dies einen
Nachteil hinsichtlich Beutefang und bei

>

3 12°C 15°C
2 .
57 O
Ei i g
=
£ 1.
K4
[
£
3
w | L] L]
0x 5% 0x 1x 5x

der Flucht vor Rdubern bedeuten. Wah-
rend langfristige Auswirkungen der
PSM-Exposition im Sauerstoffverbrauch
der Fische erkennbar waren, zeigten an-
dere Parameter wie der KF und LSI nach
zwei Monaten in PSM-freiem Wasser eine
Erholung. Auch bei den untersuchten Im-
munparametern (Phagozytose, respira-
torischer Burst) waren keine deutlichen
Unterschiede zwischen vormals PSM-

A l

exponierten und Kontroll-Fischen zu
beobachten. In Ubereinstimmung damit
gab es bei der Suszeptibilitat der Fische
gegeniiber dem PKD-Parasiten (Parasi-
tenmenge in Niere) und der Diversitét des
Kiemen-Mikrobioms (welches eine Rolle
in der Abwehr von Krankheitserregern
spielt) zwischen den Kontroll-Fischen
und den zuvor PSM-exponierten Fischen
ebenfalls keinen deutlichen Unterschied.
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Fig. 3 Ubersicht iiber die signifikanten Effekte (p
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-Wert < 0,05) bei Probenahme 1 (schwarz) und Probenah-

me 2 (gelb). Der Pfeil gibt an, ob der Parameter bei belasteten Tieren héher/niedriger war als bei den

Kontroll-Fischen. Angegeben sind der p-Wert in fetter Schrift sowie in Klammer die Mittelwertdiffe-

renz und das Konfidenzintervall. Sind keine Angaben gemacht, so gab es keine signifikanten Effekte.

Die Biomarker sind in Figur 7 detailliert aufgefiihrt.
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Fig. 4 Ergebnisse zum Leber-Somatische Index bei Probenahme 1 (A, nicht infizierte Fische) sowie zum basalen Sauerstoffverbrauch bei 10cm/s Wasser-

strémung (B) und die durchschnittliche Zunahme des Sauerstoffverbrauchs unter Belastung (C) bei Probenahme 2.

Signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind gekennzeichnet (*).
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Fig. 6 Ubersicht iiber die signifikanten Effekte (p-Wert < 0,05) bei Probenahme 1. Bei den belasteten Tieren
waren die Biomarker-Level héher als bei den Kontroll-Fischen (Pfeil). Angegeben sind der p-Wert in
fetter Schrift sowie in Klammer die Mittelwertdifferenz und das Konfidenzintervall. Sind keine Anga-
ben gemacht, so gab es keine signifikanten Effekte.

ZUSATZLICHE STRESSOREN ZEIGTEN

WECHSELWIRKUNGEN MIT PSM-BELASTUNG
Nach der Erholungsphase kam es zu
deutlichen Wechselwirkungen zwischen
den drei Stressoren - PSM-Exposition,
erhohte Wassertemperatur und Parasi-
teninfektion (Fig. 5). Aufféllig war, dass
in der Kopfniere die meisten Stressor-
Wechselwirkungen detektiert wurden:
Der KSI weist darauf hin, dass Kompo-
nenten des Immunsystems durch die
Wechselwirkung der drei Stressoren
vermutlich stdrker beeinflusst wurden
als durch die individuellen Stressoren
(Fig. 5). Dariiber hinaus zeichnete sich
eine Tendenz ab, dass bei hoherer Was-
sertemperatur vermehrt PSM-Effekte
auftraten und dass die lingerfristigen
Nachwirkungen der PSM-Exposition bei
infizierten Fischen teilweise anders aus-
fielen als bei nicht-infizierten (Fig. 3 und
Fig. 6). Ein deutliches Reaktionsmuster
uber alle Parameter hinweg war jedoch
nicht zu erkennen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie zeigen demnach auf,
dass bei kiinftigen Studien nicht nur der
alleinige Effekt von PSM untersucht, son-
dern zuséatzliche Umweltparameter in das
Studiendesign integriert werden sollten.

MOLEKULARE BIOMARKER REAGIERTEN

AUF PSM-EXPOSITION

Die veranderten molekularen Biomarker
sind in Figur 6 zusammengefasst. Die
bisherigen Daten zeigen, dass sechs im
Gehirn gemessene molekulare Biomar-
ker deutlich auf die PSM-Exposition re-
agierten (Fig. 7). Dagegen sprachen die
in der Leber gemessenen Biomarker nicht
auf die PSM-Exposition an - jedoch auf
die erhohte Wassertemperatur: Die um
3°C hohere Wassertemperatur fiihrte
zu einem deutlichen Anstieg von zwolf
Biomarkern in der Leber (Fig. 6). Dies
verdeutlicht, dass die Wirkung der PSM
organspezifisch ist. Die Reaktionen im
Gehirn der Fische weisen auf die Bedeu-
tung neurotoxischer Wirkungen der PSM
hin, welche Folgen fiir das Verhalten der
Fische haben konnen [22]. Angesichts der
Tatsache, dass in vielen Studien meist die
Leber, aber nicht das Gehirn untersucht
wird, ist dieser Befund von besonderer
Bedeutung. Zugleich zeigen die Ergeb-
nisse, dass die ausgewéhlten Biomarker
die vielfdltigen Wirkmechanismen der
PSM widerspiegeln. Die Daten zeigen
dartiiber hinaus, dass die Mehrzahl der
Biomarker tiberwiegend auf die 1x PSM-
Mischung bei 15 °C reagierte, welche tat-



sachlich gemessene Konzentrationen in
Fliessgewdssern widerspiegelt, wahrend
die Messwerte bei 5x PSM-exponierten
Fischen nahe an den Kontrollwerten
lagen. Dies weist einerseits darauf hin,
dass bei hoheren Konzentrationen ent-
weder andere zellulire Abwehrmecha-
nismen aktiviert wurden oder bereits
Schadigungen der Zelle auftreten, sodass
Abwehrreaktionen nicht mehr initiiert
werden (konnen). Andererseits sind die
Studienergebnisse fiir die Auswahl von
molekularen Biomarkern in kiinftigen
Freiland-Monitoring-Studien der Bachfo-
rellenpopulation unserer Gewasser von
Bedeutung.

FAZIT

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass
eine PSM-Exposition unter Konditionen,
wie sie in Schweizer Gewéssern auftreten
konnen, eine Reihe subletaler Effekte bei
jungen Bachforellen ausloste. Bemerkens-
werterweise waren PSM-Effekte sowohl
direkt wie auch langerfristig, nach einer
zweimonatigen Erholungsphase, zu be-
obachten. Solche subletalen Effekte sind
okologisch relevant, da sie Wachstum,
Uberleben und Reproduktionsleistung
und damit den Bestand der Population be-
einflussen konnen [12]. Ein Beispiel bietet
der hier beobachtete subletale PSM-Effekt
auf den Energiehaushalt der Fische. Denn
unter Freilandbedingungen sind die im
Laufe von Friihjahr und Sommer ange-
sammelten Energiereserven massge-
bend fiir das Uberleben der Jungfische
im Winter [23, 24]. Die PSM-Exposition
konnte somit durch ihren Effekt auf den
Energiehaushalt der Fische, ohne unmit-
telbar letal zu wirken, dennoch zu der
verringerten Rekrutierung der Bachfo-
rellenpopulationen in Schweizer Gewas-
sern beitragen. Ein zweiter, im Hinblick
auf die Freilandsituation wichtiger Be-
fund der Studie ist, dass Wechselwirkun-
gen zwischen der PSM-Exposition und
anderen fiir unsere Fischpopulationen
wichtigen Stressoren auftraten, namlich
erhohte Wassertemperatur und Infektion
mit dem PKD-Parasiten. Diese Beobach-
tung bekraftigt, dass die Férderung von
naturnahen Gewéssern mit einer guten
chemischen Wasserqualitat vor dem Hin-
tergrund des Klimawandels noch zuséatz-
lich an Bedeutung gewinnt. Schliesslich
konnte die Studie einen Satz von moleku-
laren Biomarkern ermitteln, mit denen im
Rahmen eines biologischen Monitorings
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Fig. 7 Ergebnisse zur relativen Genexpression der molekularen Biomarker im Gehirn, die durch die

PSM-Exposition verédndert wurden (Probenahme 1).

Signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind gekennzeichnet (*).

subletale PSM-Expositionen bei jungen
Bachforellen friihzeitig erkannt werden
konnten. Zu diesem Aspekt lduft derzeit
noch eine vertiefte Analyse und Auswer-
tung der vorliegenden Studie, um ein ro-
bustes Biomarker-Set fiir das Monitoring
zu identifizieren - dies nicht nur fiir die
PSM-Exposition, sondern auch fiir die
zusatzlichen Stressoren erhdhte Wasser-
temperatur und PKD-Parasiteninfektion.
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