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Teil I. Zusammenfassung

1 Promotionsthema
1.1 Titel

oZeitlich gestaffeltes Effektmonitoring mit limnischen Wirbellosen zur biologischen Erfolgskontrolle

des Ausbaus einer kommunalen Klaranlage mit einer vierten Reinigungsstufe

1.2 Graphische Zusammerssung

[ 2010 - 2012 >| [ seit Herbst 2013 >

4. Reinigungsstufe

Geschlechterverhiltnis Fekunditat Makrozoobenthos
und Stressproteine

Positive Veranderungen durch den Ausbau der Klaranlage? >

Abbildung t Graphische Darstellung des Inhalts der DissertationHerbst 2013 wurde eine Pulveraktivkohlestufe

vierte Reinigungsstufe auf der Klaranlage Langwiese (Abwasserzweckverband Mariatal, Ravensburg) in
genommen. Anhandines zeitlich gestaffelten Effektmonitorings mit limnischen Wirbellosei®kosystem Schusseor

und nach dem Ausbau der Klaranlage wumtétels populationsékologischer und biochemischer Paramébarpriift, ob

der Ausbau der Klaranlage zu einer Verbessgrdes Gesundheitszustands delohkrebseund der Integritéat des
Makrozoobenthodtihrte.



2 Einleitung

2.1 Hintergrund

In Deutschland musset®berflachengewasseauf der Basis der Verordnung zum Schutz der
Oberflachengewasseegelmafig untersuchtundDaen zu Biologie, Cimeie und Hydromorphologie
kontinuierlich erhobenverden(Umweltbundesamt 2017 PieBewertung dedeutscherOberflachen
wasserkorpedurch dieBund/LanderArbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA) ergab im Jahr, 208

sich laliglich rund acht Prozent d&Wasserkorper in einem nach Wasserrahmenrichtlinie definierten
a3JdziSy | 12f23Aa&0KSEBMUBIMBEA(2016)Rm 220 BekdmipeRr80P ist die
EuropaischeWasserrahmenrichtlinie 2000/60/EG (im Folgenden als WRRL abgekiitztlem
urspriinglichenziel in Kraft getreten den oguten chemischen und o6kologischevedzd G F y Ra | £
Oberflachengewéssetizy R RSY a3dziSy OKSYAAOKSY dzyR YSyYy3aSy VYN
anhand verschiedener MalRnahmeéis zum Jahr 2015 zu erreichend zu haltenEuropéische Union

2000) Bis 2004 erfolgte die sogenannte Bestandsaufnalimmerei Schritten (1) Die Auswirkungen
menschlicher Tatigkeiten auf die Gewasser wurden geprift, (2) ein Erreichen der oben genannten Ziele
ohne Planung und Umsetzung gs@r MalRnahmen wurde eingeschétzt, (3) Uberwachungs
programme mit europaweit vergleichbaren Bewertungsverfahren wurden erarbeitet und eingefiihrt.

Alle Ergebnisse dieser Bestandsaufnahme mindeten schlief3lich in die ersten Bewirtagdpfine,

die bis End 2009 fertiggestellt wurden (StMUV 2017)Diese stellen das zentrale Steuerungs
instrument der WRRL dawund werden alle sechs Jahre Uberprift und aktualisiert. Sie enthalten unter
anderem Aussagen zu Zustand, Belastungen, Zielerreichung und MalRnabDmenvichtigsten
Bewirtschaftingsplaneund Mal3nahmeprogrammebetreffendie Verbessemg der Gewéasserstruktur

und Wiederherstellung der Durchggitkeit in Oberflachengewéassern sowite Reduzierung des

Eintrags von Na&hr und Sbadstoffen aus Punktquellen und diffusen Quellen Der erste
Bewirtschaftungszyklus begann 2009 und endete 2@4%.Ende diges ersten Bewirtschafings
zyklussezeigte sich dass die Ziele der WRRL fir einen Grof3teil der Gewasser noch nicht erreicht
wurden, so das®ine Fristverlangerung in Anspruch genommen werdeusste(BMUB/UBA 2016,

StMUV 2017)Der zweite, gerade aktuelle Zyklus, umfasst den Zeitraum von 2015 bis 2021. Spatestens
zum Abschluss des dritten Bewirtschaftungszyklus im Jahr 2027 sollen laut WRRL alle Flisse, Seen,
Ubergangs§ s Na A SNE YNAGSY3ISHNaaASNI dzy R DNHzBRIBB/UBA SNJ A Y
2016, Europaische Union 2000, StMUV 2017)

Eine MalRnahme zur Verbesserung daemischerGewasserzustands ist die Aufriistung kommunaler
Klaranlagen mit zusatzlichen Reinigungsstufen zduRion des Schadstoffeintrag8BMUB/UBA
2016, Europaische Union 2000, StMUV 201Kpnventionelle kommunale Klaranlagemit

mehrstufigenReinigungstechnikesind insbesondere auf den Riickhalt von Nahrstoffen (Phosphat
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und Nitratverbindungen) sowie auf die Eliminationlbi@isch gut abbaubarer organischer Substanzen
ausgelegt(DVGW 2015, Go6tz et al. 2011, Schwarzenbach et al. 2006, Seel et al.ut@Péurch
fortschreitende Verfeinerung der Analysetechnikwurde ein neues Problemerkannt: h den
Oberflachengewassekbnnenimmer mehr Mikroschadstoffe (auch als Mikroverunreinigungen oder
Spurenschadstoffe bezeichnet) nachgewiesen wer@dbeglen und Siegrist 2012, G6tz et al. 2011,
Triebskon 2017, Umweltbundesamt 201 Mer Begriff Mikroschadstoffe bezeichnet eine organische
und stark heterogene Stoffgruppe, die iKonzentrationsbereichen von ng/L hig/L im Gewasser
nachweisbar is{Abbeglen und Siegrist 2012yarunter fallen unter anderem Pflanzenschutzmittel,
Pharmazeutika, Haushaltaind Industriechemikalien, Inhaltsstoffe von Kosmetika, Lebensmittel
zusatzstoffe, Komplexbild@n, Metalle, perfluorierte Tenside und Flammschutzmitizie meisten der
alsMikroschadstoffe bezehneten Verbindungen haben eingiemeinsamSie kdnnen bereits in den
geringsten Konzentrationen den Ablauf grundlegender biochemischer Prozesseer ifNatu
beeinflussen undzu negativen Auswirkungen auf exponierte Organismen ful@rbeglen und
Siegrist 2012, Brauch 2013 -#eOssaCarretero et al. 2016, Munz et al. 2018, Triebskorn et al. 2013b,
Villa et al. 2018) Viele dieser potentiell schadlichen Substanzen gelangen kontinuierlich tber
Haushalteund Gewerbe ins hausliche Abwasdarherkdmmlichen kommunalen Klaranlagen kdénnen
Mikroschadstoffe jedoch nur schlecht bis gar nicht eliminiert werden, so dasstglemnigereinigten
Abwasser in die Gewésser eingetragen wer(#&bbeglen und Siegrist 2012, Brauch 2013, Daughton
und Ternes 1999, Go6tz et al. 201Wm eine deutliche Reduktion der E#ge von Mikroschadstoffen

in Gewasserdie als Vorfluter fur Klaranlagen genutzt werden, erreichen, sind weitergehende
Verfahren in der Abwasserreinigung ngtigelche auch im Mafinahmekatalog der WRRL aufgelistet
werden.Beispielsweise kénnen anhand eimegitergehendembwasserbbandung durch Adsorption

an Ativkohle oder durch Ozonierung Mikroschadstoffe effektiv dem Wasserkreislauf entzogen
GSNRSY® LY WFKNJI Hnnc 6dz2NRS Ay RENNAroyetuiréirighnigenR | &
AY RSY DSoN&aaSNYya el destartdzynRi&seh Ratntea Stratéghed ZurReduktion
des Eintrags von Mikroschadstoffen aus kommunalen Abwéassern erarbeitet wimdemmschiedenen
Abwasserreinigungsanlagefin der Schweiz ARAs genanmiyirde die Abwasserbehandlung mit
Pulveraktivkbile oder Ozonundjir eine grof3technische Umsetzuggtestet.Pulveraktivkohle (PAK),
eine sehr fein gemahlene Aktivkohle, wird mit dem Abwasser vermischt, wodurch sich die
Abwasserinhaltsstoffe an die Oberflache der Kohlekdrner anlagern kdnnen. Ansctligitewlie mit
Mikroschadstoffen beladene PAK durch verschiedene Verfahren (beispielsweise Sandfiltration,
SedimentatiorTuchfiltration oder MembrasUltrafiltration) vom gereinigten Abwasser getrennt und
entsorgt (gemeinsame Verbrennung mit dem KlarschlamMit dieser Methode (125g PAK/m
Abwasser) konten Mikroschadstoffe zu Gber 8 eliminiert werden(Abbeglen und Siegrist 2012)

Das Erreichn dieser Eliminationsratear aber auch durcl®zonung (5 g Q/m3 Abwasser) moglich,

t



6AS RIFa tNR2S10 of{idiNIGS3IAS aAlONRLRffta TSA3GSO
reagiert es mit Mikroshadstoffen und baut diese ab, bzw. um. Durch@iglation kénnen allerdings

auch reaktivebzw. toxischere Transformatisprodukte entstehen. Dieses Problem kann minimiert
werden, wenn der Ozonung eine weitere Behandlungsstufe mit biologischer AktiviBatandfilter)
nachgeschhaltet wird, wodurch dienestandenen Reaktionsprodukte dem Wasserkreislauf entzogen
werden konnen. Neben PAK und Ozonung sind auch noch andere Verfahren zur Reduktion von
Mikroschadstoffen geeigneDazu zahlen beispielsweise Adsorption an granulierte Aktivkohle (GAK),
Nanofiltraton und Umkehrosmose, Oxidation der Mikroschadstoffe mitRadikalen und weitere
(Abbeglen und Siegrist 2012)

Im Jahr 2009 hat das Land Badafirttemberg den Beschluss gefasst, die Nachristung einiger
Klaranlagen im @&lenseeEinzugsgebiet mit Pulveraktivkohlestuféem Rahmen des Konjunktur
programms zu férdern, um den Bodensee als wichtiges Trinkwasserreservoir zu s¢hiiegeskorn

et al. 2013b) Die Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen im Bereich des Bodensees und seines
Einzugsgebiet® die im Jahr 2012 von Triebskorn und Hetzenauer zusammengefuhrt, hinsichtlich
Okotoxikologischer Wirkdaten und Umweltqualitatsnormen beurteilt und anschlieend als zusammen
fassende Literaturstudie vertffentlicht wurden, zeigten, dass in den Bodensésssidil Argen,
Schussen und Seefelder Aanlr damaligen Zeihsgesamt 82 Spurenstoffe nachgewiesen werden
konnten (Triebskorn und Hetzenauer 2012Parunter waren verschiedene Arzneimittel (u.a.
Schmerzmittel, Rontgenkontrastmittel, Ostrogene und Antibiotika), Pflanzenschutzmiti@ténteils
Herbiide), Industriechemikalien, Komplexbildner, Metalled perfluorierte Tenside. In der Schussen,
dem grof3ten rein badenwirttembergisch@ BodenseezuflusgLUBW 201Q)wurden 70 der 84
Spurenstdfe gefunden davon31 6kdoxikologischrelevante SubstanzefTriebskorn und Hetzenauer
2012) Die Schusserbildet den Vorfluter derKlaranlage Langwiese bei Ravensb(#dpwasser
zweckverband Mariatal), welchsas gro3te Klarwerk im nordlichen Bodendsiazugsgebieist, und

im Jahr 2009 bereits métiner Sandfiltration ausgestatt@urde. Die Klaranlage Langwiese zaldben

den Klarwerken Esparsingen, Emminggptingen und KressbroAoangenargerzu den im Rahmen

des Konjunkturprogramms ausgebauntAnlagenAls zusatzlicher viter Reinigungsschritivurde hier

eine Pulveraktivkohlestufe integriederen Inbetriebnahme im Herbst 2013 erfoldieiebskorn et al.

2013b)

Basieend auf der Literaturstudie vonriebskorn und Hetzenauer (2012) derdie hoheBelastung an
der Schussenmfassend dargestellt wurdeind mit Aussicht auf die Erweiterurder Klaranlage um
eine vierteReinigungsstufavurde im Jahr 2010 das Verbundpekt ocSchussenAktivModellstudie zur

Effizienz der Reduktion der Gehalte an anthropogenen Spurenstoffen durch Aktivkohle in Klaranlagen:

a2YAG2NAY3T O2NILYSoSGONARSOYFKYS RSN VREr&URDIDA 2 y 4 4 0 d

Rita TriebskornUniversitdt Tubingen) initiertDas Projekt wurde mhdem Zie] den dkotoxike
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logischen Zustand der Schussen im Vergleich zum weniger belasteten Referenzgewéasser Argen vor
Ausbau der Klaranlage Langee zu beschreibenyom Ministerium fur Umwelt, Klima nd
Energiewirtschaft Badewurttemberg (UMBW)mit einer Laufzeit von 201ifis 2012yefordert.Unter

Beteiligung mehrererVerbundpartner verschiedener Institutionen wurde mithilfe einer breit
gefacherten Testbatterie der 6kologische und dkotoxikologiscistarid der Schussen und Argamm

Zeitpunkt vor Ausbau der Klaranlage Langwiesiasst und beschriebenDa sich diegeplante
Fertigstellung der Pulveraktivkohlestufe verzogerte uhd Inbetriebnahmeerst im Herbs 2013

erfolgte ¢ dzZNRS RI 4 SyNR AR PG FRAKEEF NpNIx &NB ST dzSNg GK dizd
Audau der Klaranlageauch weiterhin begleiten zu kdnnenIm Jahr 2010 wurde vom
Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBFYuge des Forschungsrahmenprogramms

a C2NBEOKdzy Bf FNBS y9 VEEONARA SAzyAISNKSNY I Gy F KYS awAaijq 2
ySdzSy {OKIRal2FFSy dzy R YNI y {(RSKWa) ENNGegehetily AY 2
Rahmendieser Férdermalinahme wurdarom BMBFL2 Verbundprojekte geférdert, darunter auch

a { O Krox&iplus Reduktion von Mikroverunreinigungen und Keimen zur weiteren Verbesserung

der Gewasserqualitdt des Bodenseezuflusses Schadg@rinterstiitzung des UNBW wurde so die

Begleitung des Ausbaus der Klaranlage Langwiese fir weitere drei JahrgliehtnfLaufzeit: 2012

2015).L Y %dzaS RSNJ ONBSAGSNYzyad RSa t NBusiSeisiligen sich OK dza & S
nun insgesamt 2Projektpartner an den Projektelementen Risikominimierung, Risikocharakterisierung

und RisikokommunikatiorfAbbildung2)® Ly o { Ofiudza a8SyNR I ABWS NI C2 1 dza VYA
verschiedene Technologien in Klaranlagen gerichtet, sondern aacth Mischwasser
entlastungssystemwie RegeniiberlaufbeckgiRUB) und RetentionsbodenfilttRBF)Neben Spuren

stoffen und toxischerbzw. hormonellen Wirkpotentialen wurdejetzt auch nichtresistente und

resistente Keime in der Beschreibung und Bewertdag Effizienz zusatzlich&einigungssth zur

Reduktion moglicher Abwasserbestandteilberiicksichtigt. Durch diese innovative komieite

Betrachtung von Exposition sowie den damit verbundenen Effekten in Biotests im Labor und in
Organismen im Freiland konnte die Effizienz zusatzlicher Reinigungsstufen zur Reduktion von Keimen

und Spurenstoffen imWasserkreislauimfassend beurteilt wrden. Nach Ende der Laufzeit von

a { OK dza PIGsy !134dl2.208% wurde eine Weiterfilhrung der Untersuchungen dureine

Fnanzierung tUbedas Land BadeW(urttemberg und einer partiellen Weiterfinanzierung durch das

.a. C SNXYI 3t AOKG D ! seaARtilusk Sarigzaitefieks: es Auyshauks det Klaranlage
Langwiese (AZV Mariatal, Ravensburg) mit der 4. Reinigungsstufe auf der Basis von Pulveraktivkohle
FNNJ RIF& mj 2aeé awBdén nthSINJAYsWOrKudziera deryRinlveraktivkohlestiduf das
angeshlossene Gewasser nicht nur unmittelbar nach Inbetriebnahme, sondern auch noch bis zu drei

Jahren danach untersucht. Anhand gbe drei aufeinander aufbauendenProjektteile

6a{ OKdzaaSy! | G Apldh = day RO K dzD@USEURIgMdigUntarichungenan den



Bodenseezuflissen Schussen und Ar{bar insgesamtfast siebenJahre durchgefihrt, wodurch

anhand deumfassenden Datenlage ackemischanalytischer, mikrobiologischer und effektbasierter
Okotoxikologischer Methoden die Effizienz zusétdic Reinigungsstufen zuReduktion von
Mikroschadstoffen und Keimen aus Kidlegen und Regnentlastungssystemensowie die
Veranderungen im Okosystem der Schussen durch Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe auf der
Klaranlage Langwiesausfiihrlich bsctrieben und bewertet werden danten. In Kapitel 1 und 2
gSNRSY RAS tNR2S13GS of Ofldzidetéliént vpaedtetd dzy R o { OKdza & S
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Abbildungy . SGSAEtATGES = SNDdzy RLI NAughSNIDEEF A NIRNINGIS PR o duirRdata a3 v A (A di X
Forschung (Forschungsrahmenprogrami@ 2 NJ& O K dzy 3 FTNNJ yI OKKI f §AP&SermaByatiner O1 f dzy 3
awAhdA12YlylF3SySyid @2y ySdSy {OKIFIRaG2FFSy )doyite BateNiguygldesS A G & S NN
Ministerium fir Umwelt, Klimaund Energiewirtshaft BadeAWurttemberg. Die jeweiligen Aufgaben der verschiedenen
Verbundpartner werden in&pitel 1dargestellt. Quellenangaben der einzelnen Logos im Literaturverzeichnis gelistet.

2.2 Inhalt der vorliegenden Arbeit

Um die zusatzlich&einigungsmaflnahmauf der Klaranlage Langwiesa BodenseeEinzugsgebiet
hinsichtlich des Gesundheitszustands wirbelloser Gewéasganismen im Vorfluter Schusseau
bewerten, wurden im Rahmemler vorliegendenArbeit 6kotoxikologische Untersuchungen mit
Gammariden durchgefiihrt. Gammariden (Flohkrebse) stellen bedeutende Stellvertreter der

Invertebratenfauna eines FlieRgewassers dar. Sie sind weit verbreitet und treten oft in enormen
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Individuenzahlen auyfwodurchihnen einerseits eine wichtige Stellgim Imnischen Nahrungsnetz
zukommt andererseits selbst die Entnahme gréRerer Stichproben als 6kdiogisbedenklich
angesehen werden kanfMeijering und Pieper 1982, Pockl 1993a, Pockl 20ddh Gammariden ist

auch bekannt, dass sie sich unter anderaturch eine hohe Sensitivitdt gegentiber Schadstoffen
auszeichnen und auf Beeintrachtigungen der Gewassergute readiBesse et al. 2013, Blarer und
BurkhardtHolm 2016, Bundsclmund Schulz 2011, Chaumot et al. 2015, Pockl 2@bspit eignen sie

sich hervorragend als Monitororganismen um den Erfolg des Ausbaus der Klaranlage Langwiese mit
einer Pulveraktivkohlestufe aus biologischer Sicht zu kontrolli¢#ezrzu wurden sowohlor als auch

nach Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe an Probestellen-albet unterhalb der Klaranlage

an der Schussen Gammariden entnommen. Eine Probestelle an der Argen, ein weiterer
Bodenseezufluss mit vergleichsweise geringer Belagfimgbskorn und Hetzenauer 201 8jente als

Referenzelle.

An allen Probestellen wurden populationsékologische und biochemische Untersuchungen mit
Gammariden durchgefihrm endokrine Wirkungen zu bewerten, wurde das Geschlechterverhéltnis
in den enthommenen Sthproben bestimmt.Studien im LabofWatts et al. 2002und Freiland
(Schneider et al. 201%yeisendarauf hin dass sich das Geschlechterverh&lini Gammariden unter

dem Einflss von Gtrogenen bzw. ostrogenwirksameBubstanzen zugunsten der Weibchen
verschiebt. Somit stellt die Bestimmung des GeschlechterverhaltnissegaiedVethode dar,um
Hinweise auf diePrasendstrogenwirksamer Substanzen in FlieRgewassarrerhalten Neben dem
Geschlechterverhdltnis ist auch die Fekunditat weiblicher Gammariden ein Faktor, der langerfristig
betrachtet unter anhaltender Beeintrachtigung massive Auswirkureygindie gesamte Population
haben kannVeroffentlichte Daten unterschiedlichster Studien zu den Effekten von Ostrogenen und
Xenoodstrogenen auf die Reproduktion von Gammariden wegdlendingsnoch kontrovers diskutiert.

Vor allem die Ergebnisse aus Feistudien(Harth et al. 2018, Ladewig et al. 2006, Schneider et al.
2015) bestarken die Annahme, dass der Fekunditatsindex in Gammariden nicht ausschliel3lich von
dstrogen wirksamenSubstanzen sondern eher von emekomplexen Zusammspiel zedither
Faktoren bestimmt wirdIn jedem Fall stekt aberdie Untersuchung der Fekuiét weiblicher
Gammaridenein geeignetes Mittel dar, um die Auswirkungeon Abwasseauf den Zustand der
Flohkrebsgemiaschaftauch in der hussen unterhalb der Klaranlage Langwselokumentieren.
Neben diesen populationstkologischen Aspekten wurden auf biochemischer Ebene anhand der
Stressprotein HspZBnalyse proteotoxische Wirkungen des Klaranlageneinleiters untersucht. Fast alle
Organsmen, vom Bakterium bis zum Menschen, sind in deeLagf einen Stressor, wie z.&ne
Temperaturerhohung, mit vermehrter Bildung sogenannter Hitzeschockproteine-gheak proteins,
Hsp70) zu reagieren. Tritt eine Stresssituation auf (z. B. Templeetdastung, Schwermetallbelastung,

toxische Substanzen, tBfrahlung und Sauerstoffmangel), die Proteinschéadigungen zur Folge hat,

7



werden Stressproteine induziert, binden an falsch gefaltete Proteine, und es findet eine erneute
gezielte Faltung statfLewis et al. 1999, Sanders 1998)ne Erhdhung des HsplZvels lasst somit

aucheinenRUckschlusaufeine Schadstoffbelastung zu.

Den mafRgeblichen Eigenantdér vorliegendemrbeit bilden dieUntersuchungen mit Gammariden.

Um die Effekte bawirbellosen Gewasserorganismen nicht nur auf Individualebene, sondern auch auf

Ebene der Lebensgeinschaft darzustellen, wurden Daten zum Makrozoobenthos, dieDroiarl

Wurm (Gewasserokologisches Labor Starzachpben wurden, ausgewertet unid alle Kapitel der

vorliegenda Arbeit integriert%2dzRSY 062 0 RI & t NRBu&S RA SgSekgeahditSy ! 1 G A
die mit Gammariden erhobenen Daten mit Ergebnissen chemischer Analysen \gelfadtigster

Wirkpotential und Wirkanalytik zu verkniipfen urdiesein die Diskussion miteinzubeziehen.

2.3 Zielsetzung

Die vorlegende Arbeit hatte zum Zjedie Effektivitat der Pulveraktivkohlestufe auf der Klaranlage
Langwiesdiir dasOkosystender Schussedurch Untersuchungen an Gammaridandokumentieren

und zu bewerten. Hierzu wurden vor und nach dem Ausbau der Klaranlage Langwiese populations
Okologsche und biochemisch2aten im Rahmen eines passiven Monitorings erhobemendokrine,

allgemein toxische und proteotoxische Wirkungen aufzuzeigen. Nach Abschluss der Arbeiaaoliten

mit Bezugnahme auf dieErgebnisse des+ SND dzy RLINE 2 S| U plush o { TOKIdZESYSR/S |

Fragestellungen beantwortet werden kénnen:

9 FOhrt der Ausbau der Klaranlage Langwiese mit einer Pulveraktivkohlestufe zu einer Reduktion

toxischer und endokriner Effekte egammariden in der Schussen unterhalb der Klaranlage?

1 Spiegeln sickdie gewonnenen Ergebnisse auf Individualebene auch in Untersuchungen auf Ebene

der makrozoobenthischen Lebensgemeinschaft wider?

1 Lassen sicldie beiGammariden ermittelten Effekte in Zusammenhang mit den im Rahmen des
Verbundprojekts erhobenen chemisaalytischen Daten sowie mit Ergebnissen verschiedenster

Wirkpotential und Effektuntersuchungen bringen?

1 Fadhrt die Erweiterung der Klaranlage Langwiese mit einer vierten Reinigungsstufe zu positiven

Veranderungen im Okosystem der Schussen?



3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsgebiet und Probestellen

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen mit Gammaridemden, wie alle anderen
Untersuchungen im Rahmen der Projekt@SchussenAktly oSchussenAktplusdt und
oSchussenAktplustd auch (Triebskorn 2017, Triebskorn et al. 2013a, Triebskorn et al. 20ifb)
BodenseeEinzugsgebiet an den Bodenseezuflissen Schussen und dingdngefihrt Im Fokus der
Untersuchungen stand die an der Schussen gelegene KlgmnLangwiese (AZV Mariatal,
Ravensburg), welche im Herbst 2013 mit einer zusatzlichen vierten Reinigungsstufe ausgebaut wurde.
Um die an der Schussen gewonnenen Ergebnisse mit einem Referenzwert vergleichen zu kénnen,
wurde eine Probestelle an der Argendie Untersuchung miteinbezogen. Diese gilt als eher unbelastet
(Triebskorn und Hetzenauer 201 d im Untersuchungszeitraum wurden keine gewasserbaulichen
MalRnahmen etc. vorgenommen, welche zu Veranderungen in der Gewéasséaffenheithatten

fihren konren.

Die Schussen

Die Schusseentspringtnérdlichvon Bad Schussenried7(Bm Uber NN) und mindet nach &bn bei
Eriskirch (39%8n Gber NN) in den Bodense20 % des Einzugsgebiets werden fiir Ackerbau genutzt, vor
allem im mittleren und unteren Schussental. Insbesondere im seenahen Mindungsgatiem

Raum Tettnang werden auf weiterer¥s Sonderkulturen, vor allem Obst, Hopfen und Wein, angebaut.
25% des Einzugsgebietes sind bewaldet und weiter&3allen auf Grunland (Triebskorn et al. 2017).
Das Einzugsgebiet der Schusg@i5km?) ist das ¢dBte unter den bademwvirttembergischen
Bodenseezuflissen und dicht besiedelt $41Siedlungsflache, 200.000 Einwohner), wobei der
Besiedlungsschwerpunkt auf dem mittleren und unteren Schussental liegt. In diesem Siedlungsbereich,
unterhalb des Zusammen#figses mit der Wolfegger Ach, leben rund zwei Drittel der Einwohner des
Einzugsgebietes auf etwa ein Drittel seiner Flache. Die Abwasserleitung erfolgt Gberwiegend im
Mischkanalsystem, dh. Abwésser aus Haushalten und Industrie werden mit StraRenabwéssern
zusammengefiuhrt und gemeinsam dEféranlaga zugeleitet. Der Abwassereintrégf von héuslichen
Abwaéssern dominiert, das insgesamt 20 kommunalen Klaranlagen gerewigd (LUBW 2009)In

der Vergangenheit spielten auahdustrielle Abwasser eine Rolle, hierbei vor alldbwésselausder
Papierfaltik Mochenwangen, die jedoch im Jahr 2015 geschlossen w{ndebskorn et al. 2017)
Aufgrund des geringen Niederschlags im nordligstn Bodenseegebiet (rund 8@@m/Jahr) betrd@t

der mittlere Abfluss der Schussen trotzéligrolRen Einzugsgebiets nurrhds (LUBW 2009)was eine
vergleichsweise geringe Verdinnung der hohen EintragsmeragenAbwasserzur Folge hat
(Triebskorn et al. 2013bPa zudem zahlreiche Regentberlaufbecken in die Schussen einleiten, gilt
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diese, im Vergleich zu anderen Bodenseezuflissen, als relativ stark bef@saiskorn und

Hetzenauer 2012)

Abbildung3: Probestelle 0 an der Scésen, oberhalb det Abbildung 4: Probestelle 3 an der Schussen, unterhi

Klaranlage Langwiesebn T cnp QH pPp € . der Klaranlage Langwiesb.n T c 0 pQmMc ®H n €
Foto: 19.04.2010 Foto: 09.05.2011
Die Argen

Die Argen ist der drittgro3tBodenseezufluss und entsteht aus dem Zusammenfluss der Oberen und
Unteren ArgenDie Obere Argen entsteht nordwestlich von Oberstaufen (Landkreis Oberallgéau) durch
den Zusammenfluss des Seelesgrabens, des Moosmihlbachs und des Schwarzenbachs. Durch den
Zwsammenfluss des Boérlasbach und des Sixnerbachs entsteht bei Missen die Untere Argen.
Sudwestlich von Wangein der Néhe von PflegelberlielRen beide Flisse zusammen und bilden die
Vereinigte ArgenNach insgesamt 78m mundet die Argen bei Langenargenden Bodensee. Das
Einzigsgebiet der Argen betragt 6% und wird von etwa 85.000 Einwohnern besiedelt. Die
Abwasser werden von insgesamt neun Klaranlagen gereinigmibtégre Abfluss betragt 223 m¥/s

und ist damit bei kleinerem Einzugsgebiet dojps® hoch wie in der Schussen. Neben der daraus
resultierenden starken Verdinnung eingetragener Abwéasser ist zudem die Belastung aus
ackerbaulicher Nutzung geringer als in der Schus@etebskorn et al. 2017, Triebskorn und
Hetzenauer 2012)Dadurch weist die Argen eine deutlich geerg Belastung mit Schadstoffen auf
(Triebskornund Hetzenauer 2012und kann somit gut als vergleichsweise gering belastetes
Referenzgewasser herangezogen werden. Das Einzugsgebiet der Argen ist im oberen Bereich, in der
Umgebung von Wangen, vo@runland dominiert. Der unter@®ereich ist durch den Avau von
Sonderkulturen (vor allem Obst) geprg@tiebskorn et al. 2017Ppie Argen ist ein relativ naturnaher,
unverbauter Fluss, und wurde vone@einsamen Gewasserbeirat deaturfreunde Deutschlandsnd

des Deutscén Angelfischerverbandds dzNJ o CX @#&la® d yARRS NI W KNB HAamMnKkMp d
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Abbildung5: Probestelle 5 an der Vereinigten Argen. 2 Abbildung6: Typisches Gammaridédtabitat am Ufer der
km Entfernung zur Bodensédindung.b n T c o ¢ Q Vereinigte Argen, Probestelle 5. Foto: 12.10.2010
9 doc o n (Fota: WR2dhMm2010

Die Klaranlage Langwiese (AZV Mariatal, Ravensburg)

Die an der Schussen gelegene Klaranlage (KA) Langwiese ist die grofdte Klaranlage im nérdlichen
BoderseeEinzugsgebiet. Sie ist dem Abwasserzweckverband (AZV) Mariatal bei Ravensburg
zugeordnet und reinigt eine Abwasserfracht von 170.000 EinwetWeten (ca. 80.000 Einwohner)
(Triebskorn et al. 2013b)Im Jahresmittel gelangen pro Tag 40.860 Abwasser durch ein
Mischkanalisationssystem in die Klaranlage. Bei Trockenwetter betgigMaximalzuflus etwa

625L/s. Bi Regenereignissen kann der aiifl bis zu 1.10Q/s ansteigen, wobeailann 30% der zu
behandelnden Abwassermenge auf Schmutzwasser entfal@rRest entfallt auf das von befestigten
Flachen abflieBende Niederschlagswasser. Das Abwassgrauf mechanische, biologische und
chemische Weise gereinigiedele und Muller 2017Bereits vorhrem Ausbau war die Klaranlageit

einem Sandfilteausgestattei(Triebskorn et al. 2013b)m Jahr 201@urde mit dem Bau einer vierten
Reinigungsstufe (Adsorptionstechnologie mit pulverisierter AktivkoRAK) begonnen, undni
Oktober 2013 wrde die zusatzliche Reinigungsge vollstandig in Betrieb genommen. Seitdem
durchlauft das Abwasser wie gehabt die mechanische, biologische und chemische Reinigung, wird
dann allerdings nach der Nachklarung in ein dreiteiliges Reaktionsbecken geleites mid PAK
versetzt wird. Nach Zugabe von Fahd Flockungsmitteln wird die mit PAK versetzte Wassermenge

in ein Absetzbecken geleitet, in welchem die PAK abgeschieden wird. Die abgesetzte PAK wird in das
Reaktionsbecken zurlickgefihrt. Das aus dem Abseken ablaufende Abwasser wird in den
Schnellsandfilter geleitet, dort filtriert und gelangt anschlieRend als gereinigtes Abwasser in die
Schussen. Die Dosierung der Pulveraktivkohle betrug im UntersuchungszeitranghnPAK pro Liter
AbwassefJedet und Miller 2017)
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Probestellen

An der Schussen erfolgte die Enthahme von Gammariden parallel zu den an diesen Stellen
durchgefuhrten Untersuchungen der Kooperationspartner, so dass deren Ergebnisse spater in die
Interpretation der Ergebnisse des Gaiden-Monitorings miteinflieRen konnten. An der Probestelle

der Argen war dies leider nichineingeschrankméglich. Untersuchungen der Kooperationspartner
(Triebskorn 201Avurden an Probestellen der Unteren Argen durchgefiihrt. Da an diesen Probestellen
keine Gammariden vorkamen, wurde das Monitoring auf den unteren Abschnitt der Vereinigten Argen,
in BodenseeNéahe, verlegt. Erst an dieser Probelgdtaten Gammariden wieder gehéuft auf, so dass

die ausgewahlten Untersuchungsmethoden auch durchgefiihrt werden konnten.

Die Lage der einzelnen Probestellen im Untersuchungsgebiet kann Abbildumgl Tabelle 1

entnommen werden.

Ravensburg

KA Langwiese

(PS 2b, MZB)
Amtzell

Meckenbeuren

(PS 4, MZB)—®

Friedrichshafen Tettnang

Neukirch

Eriskirch

Abbildung 7 Untersuchungsgebiet mit Lage der Probestellen (PS) an Schussen und Argen, an denen Invertebraten
entnommen wurden. Fir das Monitoring mit Gammariden waren folgende Probestellen, welche auf der Karte deutlich
hervorgehoben sind, von Bedeutung: ®Bund P® (obehalb der Klaranlage (KA) Langwiese) un@ Riterhalb der KA)

an der Schussen sowie Pals Referenzstelle an der Argen. Das Makrozoobenthos (MZB) wurde an folgenden Probestellen
untersucht: P® (oberhalb der KA, oberhalb des Regeniiberlaufbecken (RE®jtal), P (unterhalb des RUB, oberhalb

der KA), P3 (direkt unterhalb der KA), PS 2b @ unterhalb der KA) und BS(15 km unterhalb der KA). An der Argen
wurde PSSt als Referenzstelle untersucht. Karte: Basierend auf Daten von © OpenStreetiyibutors, Lizenz
http://opendatacommons.org/licences/dbcl/1.0/
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Tabelle1: Geographische Lage der Probestellen an Schussen und Argen, an welchen Invertebraten entnommen wurden.
Graphische Darstellung sieAdbildung?, Seite 12PS= Probestelle, KA F4tanlage Langwiese, RUB = Regeniiberlaufbecken
Mariatal, MZB = Makrozoobenthos. Bemerkungen zu den einzelnen Probesteflear im Zeitraum von 2012012
untersucht;“Bandere Bezeichnung der Probestellen in Publikation NKapitel3, Seite103): ©PS 1aPPS 1bFPS 2.

Probestelle | Koordinaten Lage im Untersuchungsgebiet Entnahme von:
bnTcpmQd Ravensburgstaig; 15%m oberhalb der KA, .
) ..
PS 00 9 ¢dc ot Qn rl 12 km oberhalb des RUB Gammariden
PS 0O bnTcnp QH RavensburgWeillenau; 2,%m oberhalb | Gammariden
9 tbc o p QH H der KA; 50m oberhalb des RUB MZB
c| psp bntcnnQnN RavensburgVeiRenaug30m oberhalb MZB
P 9 doc 0 H Qn d der KA; 1,1xm unterhalb des RUB
2
) pS P bnTtcnn Qrl Klécken (Ravensbur@50m unterhalb MZB
9 tbc 0 0 Qn ( der KA 3,8 km unterhalb des RUB
bnTcnnQr Lochbricke (Gemeinde Meckenbeuren);
PS 258 9 e oHQnd 10km unterhalb der KA; 1dm unterhalb | MZB
des RUB
Oberbaumgarten (Gemeinde Erigi); .
PS 3 g ;)(T: g |\O/| ?;Q t 15km unterhalb der KAL8 km unterhalb a:;rgmanden
P " des RUB
PS4 bnTcnnQH Untere Argen, ~1&%m oberhalb des MZB
< 9 pc p o Qn H Zusactmenflusses mit der Oberen Argen
(@]
< bn1eoc o] Gonren (Gemeinde Kressbronn);
PS5 o . Vereirigte Argen2,5km Entfernung zur | Gammariden
E9°3402.9% .
BodenseeMiindung

Um Auswirkungen des Ablaufs der Klaranlage Langwiese auf die Gammaridenpopulationen sowie auf
den Gesundheitszustand einzelner Individuen zu untersuchen, wurden an Probestellerunter
unterhalb der Klaranlage Gammariden entnommen. Oberhalb der Klaranlage war dieQamePS
WeilRenau (Ravensburd),5km oberhalb der Klaranlagl der ersten Untersuchungsperiode (20210

2012 Ergebnisse iKapitel3 (Seite37) beschriebemnd 2014 veréffetlicht (Seitel03)) wurden zudem
Gammariden an P®), etwa 15km oberhalb der Klaranlage gelegeantnommen P30 lag
flussaufwarts in weiterer Entfernung zur Klaranlage, unweit der Einleitirag klenerer Regen
Uberlaufbecken.Unterhalb der Klaranlagevurde PS3 (etwa 15km unterhalb der Klaranlage)
untersucht. Die Lage dieser Probestelle als Standort fir Untersuchungen unterhalb des Klaranlagen
einleiters war vor allem durch das Monitoring mit Fischen begringtgnneberg et al. 2014,
Henneberg und Triebskorn 2015, Maier et al. 2016, Maier et al. 2015, Triebskorn BQLdurch die

relativ groRe Entfernung (~18n) zur Klaranlage konnte sichergestellt werden, dass Fische, die an

dieser Stelle entnommen wurdesich auch dauerhaft unterhalb der Klaranlage aufhielten und nicht
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in den Flussbereich oberhalb der Klaranlage migrierten. Durch die simultane Entnahme von
Gammariden und Fischen an dieser Probestelle konnten somit die Effekte des Klaranlagenablaufs auf

unterschiedlichen biozénotischen Ebenen analysiert und interpretiert werden.

Im Rahmen der Erhebungen des Makrozoobentivasden ander Schusseweitere Probestellenin

die Untersuchungen miteinbezogenum mdgliche Veré&nderungen in der Integritdt des
Makrozoobenthos entlang des Flussverlaufs der Schussen aufzuzeigen zu .koDaen
Makrozoobenthos (hierzu zahlen alle aquatischen Lebewesen mit einer Grol3e fiioer die in und

auf der Gewassersohle leben (mit Ausnahme der Fische), wie z.B.-, SEittags und
Kocherfliegenlarven, Krebse, Wirmer, Kafer und Bgklrm 2017) im Gegensatz zu Fischen als
nahezu stationar bezeichnet werden kafui Lascio et al. 2013, Langmaier 200&nnten auch
Probestellen untersucht werh, die in geringerer raumlieln Entfernung zueinander lagen. Oberhalb

der Klaranlage wurde Makrozoobenthos anP&thommen Etwa 1,8km flussabwarts lag PISq
ebenfalls oberhalb der Klaranlage, jedoch unterhalb der Einleitung des Regeniberlaufbeckens
Mariatal. Unterhalb der Klaraage wurde entgegen der Untersuchungen der Ubrigen Projektpartner
nicht nur an einer Probestelle, sondern an mehreren Probestellen Makrozoobenthos entnof8zen
(850m unterhalb der KA) und BY15km unterhalb der KA). In den Jahren 2010 bis 2012 (Bigsb

in Kapitel 3 (Seite 37) beschrieben und 2014 verdtffentlicht (Seil®3)) wurde zusatzlich PZb
(zwischen P2 und PS gelegen, 1&m unterhalb der KA) untersuchtm Laufe des Projekts

af{ OKdza pIGsy ! PUANBS SAyYy ¢SAt RSNh RPropestéliéhNaufgrubKdizd a Sy
Reduktion der Anzahl untersuchter Stellen umbenahntderin 2014 veroffentlichtenPublikation
GLYDSNISONIGSa |a AyRAOI GigflaehcedTstadin sy’ ATéxic and & G NB
endocrine effects in gammarids amdactions at the community level in two tributaries of Lake

I 2yaidl yoSs { OKKapitkl$Seitet0g) Rurde R &s/PQa liezeichnet, PSals P3b

und P2b als PR. Um innerhalb der vorliegenden Arbedie untersuchten Probestellean der
Shusseneinheitlich zu baennen wurden im Folgendendie Bezeichurgn PS1, P2 und P2Db,

welche auch in Abbildung 7 und Tabdlldargestellt sind, verwendet.

An der Argen wurdem Rahmen des GammaridéonitoringsProbestelle PS bei Gohren (Gemeird
Kressbronnpgls Referenzstellgewahlt. Die Untersuchungettes Makrozoobenthos wurdean der
Unteren Argen an Probestelle BSbei Amtzell Oberau durchgefihrt. Auch alle weiteren
Untersuchungen der beteiligteRrojektpartnerfanden an dieser Probestell@mtzell Oberay)als
auch etwas weiter flussaufwartsei Rehmen47°44'20.5"N 9°53'42.8)Estatt. Diese Probestellen
lagennordlichvon Wangen im Allgau, rund k& oberhalb des Zusammenflusses der Oberen und

Unteren Argen und etwa 3km entfernt von PS bei Gohren. Insofern konnten die Ergebnisse des
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GammarideAMonitorings mit den Ergebnissen der Untersuchungen der Kooperationspartner nicht in
unmittelbaren Zusammenhang gebracht werden, da sich die Gewasserstruktur zwischen den
Probestellen der UnterenArgen und der Vereinigten Argen wesentlich unterschied. Die
Gewasserstruktur der Unteren Argen wird von grof3en rundgeschliffenen Steinen dominiert, die
keinerlei Unterschlupfmoglichkeiten fir Gammariden bieten. Bei Regenereignissen, die eine starke
Stromurg mit sich bringen, bewegt sich das Flussbett und die Gammariden werden abgeschwemmt
und/oder zerdruckt. Aus kleineren Bachen gelangen Z@@ammarudossarumin die Untere Argen,

diese kdnnen sich dort jedoch nicht halten und werden flussabwaérts verdritst im Unterlauf der
Vereinigten Argen ist die Stromung geringer. Hier ist die Flussmorphologie wesentlich durch eckigere
Steine charakterisiert, welche auch kleinere Platten und Vorspriinge aufweisen. Dadurch entstehen
viele kleine strdomungsberuhigte @ale, in welchen sich Gammariden halten kénnen (pers. Mitteilung
Karl Wurm, Gewassertkologisches Labor Starzach, 12/20B8die Argen als wenig belastetes
Referenzgewdésser wahrend des Untersuchungszeitraums keinen wasserbaulichen Malinahmen
unterlag, konten die Ergebnissdiverser Untersuchungen der Verbundpartner an der Unteren Argen
unter Bericksichtigung der verschiedenen Probestellen trotzdem in die Interpretation der Daten des
GammarideAMonitorings miteinflieBen und Hinweise auf jahresspezifischal yahreszeitliche

Schwankungen liefern.

3.2 Monitororganismen:Flohkrebse der Gattun@ammarus

Systematik, Morphologie und Okologie

Amphipoda (Flohkrebsegtellen eine Ordnung der Malacostraca (HOhere Krelda)und werden
systematisch zu den Crustacférebstieren)innerhalb des Stammsed Arthropoda (GliederfuiRer)
gezahlt Die Gammaridea, die gréfite Untedmung innerhalb der Amphipoda, umfassen etwa%5
der 6000 beschriebeen Arten der marinen und limnischen Flohkrel{§estheide und Rieger 2013)
und gelten als deren ursprindiiste GruppgSchellenberg 1942Pie GattungGammarugGemeine
Flohkrebse) ist die arterund individuemeichste Gruppe innerhalb der Amphipoda und Sif und
Salzwasser von der Aik bis in die Tropen vertrete(Schellenberg 1942)n den Fliel3gewéssern
Mitteleuropas sind die drei héufigsten Arte@ammarus fossarun{Bachflohkrebs, Koch 1835),
Gammarus pulexGemeiner Flohkrebs, Linné 1758) uBdmmarus roesel(iFlussflohkrebs, Gervais
1835)(Pockl 1993apie Abundanz degenanntenArten wird durch die Beschaffenheiter Gewésser
bestimmt: G.fossarumgilt als dersensitivste Vertregr und besiedeltschnell flieRende Oberlaufe
sowie Quellregionerund toleriert auch starke Stromur(@ockl 1993a)n den Mittellaufen gréRerer
Flisse isG.pulexdie dominante Art, kann jedoch auch in Quellen und langsam flié€® Bachen

vorkommen.G.roeselibesiedelt vor allem trage flieBende Flussunterlaufe, in welchen abgestorbene
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Pflanzenteile und Aas die Nahrungsquelle bil@8ohwab 1995)in FlieRgewassern kdnngadoch

weite Bereiche auftretenin denen beide ArtenQ@.pulexund G.roesel) vorkommen(Pockl 193a)

In mitteleuropaischen FlieRgewéassern besiedeiwhkrebseden Gewassergrund und den Ufersaum

wo sie sichzwischen Steinen, Wurzgleflechten und Falllaubaufhalten Mit Hilfe der funf
Peraeopodepaare (Schreitbeinpaare) kénnen sie auf dem Untergriguafen, oder sich mittels der

drei Pleopodepaare (Schwimmbeinpaare) und Bewegungen ddeonsschwimmend fortlewegen
(Brehm und Meijering 1996Die in Mitteleuropa heimische@ammarusArten sind nicht besonders

bunt oder farbenprachtig, sondern eher unscheinbar braimligriinlich oder graulichteilweise
orange (Pockl 2014) Ausgewachsene mannliche Flohkrebse kdnnen eine Kdrperlange von bis zu
23mm erreichen(Pockl 2014)Weibchen sind durchschnittlicktwas kleiner(Eggers und Martens
2001, Pockl 1993a, Schellenberg 1942)

Peraeon

Pleosoma
Ply.; mit je 1 Paar Pleopoden

Flagellum *’YI

g& Gnathopoden
At

Antennen Peraeopoden

Abbildung 8 Korpergliederungron Gammarussp.: Schematische Darstellung (lateral), verandert n&tapman (2007)
Peraeon bestehend aus sieben Segmenten {fRe); Pleosoma (drei Segmentl ¢ Pk) und Urosoma (drei Segmentdr;

¢ Urs) bilden das Pleon (Abdomen). 4t 1. wnd 2. Antenne, &: 1. und 2. GnathopodenPss: Peraopoden
(Schreitbeinpaare), 14 Uropoden. Pleopoden (Schwimmbeinpaare) an; Rl Pk sind aus Griinden der besseren
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.

/| KFENF 1T 0SNRaGAaOK TFTNNJ RAS C2 NI LA dzt NiPHagedvor IENJ DI Y
eigentlichen Paarung. Kurz vor der Reifehdutung (Parturialhdutung) des Weibchensidmakin
Mannchen mit seinem erstenGnathopodenpaar wischen Cephalothoraxund dem ersten

Peraeonsegment des Weibchens ein und verharrt dort. 8bittlen nun das sogenannte Ropula
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Stadium(Abbildung 9 und 10Dieses Stadium kann je nach Wassertemperatur zwischen mehreren
Tagen und mehreren Wochen andauern. Die eigentlictaruPa ist erst nach der Reifehautung des
Weibchens mdglich, in der das Marsupium (Brutraum) gebildet wird und sich die beborsteten
Oostegite (Brutlamellen) entfaltenwelche einen Verlust der Eier verhindefPdckl 1993a,
Schellenberg 1942, Westheide und Rieger 20%8ilie Reifeh&utung erfolgtyeht das Mé&nnchen das
Weibchenso, dass beide ventralseitig Giber Kreuz zu liegen kommen. In dieser Position entlasst das
Mannchen die Spermien und leitet sie mit seindeopoden zum Marsupium des Weibchens. Danach
trennt sich das Paar wieder. Das Weibchen entlasst nun die Eier ins Marsupium, wo siatbefru
werden und sich entwickelfPockl 1993a)Die Entwicklungszeit der Eier ist stark temgterabhéngig

(Pockl 1993aund kann vier bis sechs Wochen betrag@rehm und Meijering 1996Nach dem

{ OKf dzLJF @SNDBt SA06SYy RAS Wdz@SyAft Sy y20KASB®HEEY o0Aa
1993a) Danacltbeginnt eine dreimonatige Juvenilphase im Gewasser, bei der etwa alle zwei Wochen
eine Hautung stattfinde{Eggers und Martens 200Nach etwaneun bis zehHautungen bei einer
Kdérperlange von sechs bis neun Millimetreichen sie dann ihre Geschlechtsrdfgckl 1993aDie

Lebensdauer voammariderbetragt etwa ein bis zwelahre(Eggers und Martens 2001)

’

.
" s
Y ot S e

Abbildung 9: Gammarus roesegliPrakopulaStadium. Abbildung 10: PrakopulaStadium von Ganmarus sp,
Das Mannchen liegt in der oberen Position und halt «  Zeichnung ausBorowsky (1984) Mé&nnchen gepunktet,
Weibchen mit seinem ersten Gnathopodenpaar (sie ~ Weibchen weil3. Das Mannchen halt mit den kleiner
Abbildung 10) fest. anterioren Gnathopoden (AGS) das Weibchen fest,
posterioren Gnathopoden (PG) kdnnen wéhrenddes:
uneingeschrankt bewegt evden (Borowsky 1984)

Bedeutungfiir das aquatische Okosystem undsallonitororganismus

Gammariden spielen in FlieBgewassern eine essentielle Rolle beim Abbau von partikularem
organischem MateriglPockl 2014)Zwar enahren sie sich omnivor, die Hauptnahreagellebilden

jedoch Falllaub und anderes totes Pflanzenmaterial, das inGdigasser gelangtPockl 1993a,
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Schellenberg 1942)Dieseswird zuerst von Mikroorganismen besiedalind anschlie3ed von
Flohkrebsen geschreddei$omit steht es anderen Organismen der Nahrungskette zur Verfigung und
die Anhaufung von organischem Material im Gewasser wird verhii@éakl 2014, Schwoerbel 1999)
Demzufolge sindFlohkrebsevon zentraler Bedeutung fiir das aquatische Okosystem und nehmen die

Stellung ein, diém terrestrischen Okosystem den Regenwirmeakommt(Pockl 2014)

Mit Ausnahme einer kurzen Reproduktionspause im Spatharbdt Winter sind Gammariden das
ganze Jahr Uber fortpflanzungsfahkigockl 2014)Bis zu Beginn der Reproduktionspause tragt ein
Weibchenin etwa einmonatigem Abstan@Eggers und Martens 200kjs zu sechBruten pro Saison

aus (Pockl B93b) Avei weitere Male kann das Weibchen der folgenden Saison britefPockl
1993b) Dabei nimmt im Laufe der Zeit die Gro3e der Bruttikmierlich zu.P6ckl und Humpesch
(1990) untersuchten in ihren Studienausfihrlich die Reproduktion von Flohkrebsen, die in
vershiedenen Gewassern in Osterreighsammelt wurdenFur G.roeselizahlten sidn finf Bruten
einer Saison 10, 22, 34, 48 und 61 Eier (= 175 Eier pro Saison). Bei optimalen Nahrungsangebot und
zwei bis drei weiteren Bruten in der Folgesaison kann @irpeseli Weibchen wahrend seiner
Lebensdauer sogar insgesamt um die 333 Eier produzierefPockl 1993b) Bei 13,5C
Wassertemperatubetrug der Schlupferfolg der Eier vdh.roeseli51%. InG.fossarumentwickelten
sichsogar76 % der gelegten Eier zu juvenilen Gammariden (Wassertemperatur@iBockl und
Humpesch 1990)In Abhangigkeit von der Wassertemperatireichendie Nachkommen aus der
ersten bis zur vierten Bruh derselben Saison die Geschlechtsreife und produzieren selbst noch im
gleichen Sommer weitere Nachkomm@rockl 1993b)Durch diese ausdauernde Reproduktion und
hohen Reproduktionsraten kann der Flohkrebsbestand bei guten Bedingungen leicht ehte 2on
10.000 Individuen pro Quadratter oder mehr erreicher(Pdckl 2014)Somitmachen Flohkreles
einen hohen Biomasseanteil von FlieRgewasdarsystemenaus. Da sie im unteren Bereich der
Nahrungskette stehersind siedadurchA y 3 6 Sa 2 Yy RS NB | K dziRIGFéchriéifiddddSvona C dzy
grof3er Okologischer und 6konomischer Bedeuthtgijering und Pieper 1982, Pockl 1993a, Pockl
2014, Schellenberg 1942)

Neben weiteren Aspekten eignen sich Gammariden aufgdieserhohen Abundanz hervoagend

als Monitororganisme®® { AS &AAYR 6SA0 OSNBONBAGSG dzyRer {2YYSY
N6 S NK I dzl®bckly2a1dyisrivdenn die HabitatAnforderungen erfillt sindreproduzieren sich
Gammaiden in gro3er Zahlnherhalb kiirzester Zekdnnen somiteine grof3e Anzahl arlohkrebsen

gesammelt werden wobei daher selbst die Emahme groRerer Stichproberals 6kologisch
unproblematisch anzusehast (P6ckl 1993a, Pockl 2018urch ihre GrolRe von bri 23mm sind sie

mit bloRem Auge gut zu erkennen, im PrakopBtadium konnen die Gedelehter einfach getrennt

und britende Weibchefeicht erkannt werdenSomitsprechen auch diese eher praktischen Griinde

welche die Probenahme und das Handlingetreffen, fir den Einsatz von Gammariden als
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Monitororganismen(P6ckl 2014)Ein letzter wichtiger Aspekst auRerdemderen Sensivitéat. Sie

gelten als relativ anspruchsvoll in Bezug auf ihr HalfRétkl 1993alnd reagieren empfindlich auf
Beeintrachtigungen derGewassergite, gewdasserbaulichdallnahmen und Schadstefhtrage
(Meijering und Pieper 1982, Schirling et al. 2005, Williams et al. 188%)runddieser Eigenschaften

sind Flohkrebsevielseitig einsetzbar, wasich in einer groRen Anzahl verdffentlichtéko(toxiko}
logischerSudien mit Gammaridedemerkbar machf{Andrei et al. 2016,|8er und BurkhardHolm

2016, Brettschneider et al. 2019, Briickner et al. 2018, Buchberger et al. 2018, Bundschuh et al. 2017,
Chaumot et al. 2015, Dalhoff et al. 2018, De CaSuitala et al. 2017, Gerhardt et al. 2007, Gerhardt

et al. 2012, GobmeZanelaet al. 2016, Jungmann et al. 2017, Kénemann et al. 2019, Langer et al. 2017,
Mehennaoui et al. 2016, Munz et al. 2018, Rollin et al. 2018, Rosch et al. 2017, Shahid et al. 2018a,
2018hb, Straub et al. 2017, Tatar et al. 2018, von Fumetti und Blaurock\8@bgy et al. 2018, Wigh

et al. 2017, Zubrod et al. 2014)

3.3 Untersudiungsmethoden

Entnahme der Gammariden

An jeder Probestelle wurden miteinem herkémmlichenKiichensieb(1mm Maschenweite)
Gammaridenper Handfangentnommen. Laubanhaufungen und insa®¢er hangende Pflanzen der
Ufervegetation sowie Wourzelgeflechte von Baumen und Strauchern stellen typische
DFYYFNARARSYKIFIOAGFGS RINE A¢ REBNBU BzPREIZFVMIE 2 € §i NS 6
der Hand wrden dese Habitate geschuttelt/aufgewirbelt und die Gammariden im stromabwarts

gehaltenen Kiichensieb aufgefangen.

Abbildung 11: Hohe Gammaridendicht an Probestelle  Abbildung 122 Gammariden, randomisiert dem Eime
PS0 im Mai 2017, est ¢ dzNX (0  dzy FPockl ROTAY entnommen, zur Bestimmung des Geschlecht
Nad nur wenigen Minuten wadas Kichensieb volle  verhaltnisses.

Gammariden.
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Auf diese Art wurden in vielen unterschiedlichen Bereichen der Probestelle Garemgedammelt.

Dabei wurde darauf geachtet, dass moglichst alle verschiedenen Habitate an einer Probestelle in die
Aufnahme miteinbezogen wurden. Alle gesammelten Flohkrebse wurden in einem Eimer
zusammengefihrt. Aus diesem konnte die fir jede Untersuclaufaggderliche Anzahl an Individuen
randomisiert entnommen werderProbenahmerwurden bis zu vier Mal pro Jahr, vor und nach dem
Ausbau der Klaranlage Langwiese, durchgefuhrt. Genaue Angabdan Probenahmezeitpunkten
konnen Tabelle 2entnommen werden. Pallel zur Entnahme der Gammariden wurd@weils

limnochemische und limnophysikalische Parameter bestimmt

Tabelle 2: Probenahmezeitpunktém Frihling, Sommer und Herbgor (20162012) und nach Ausbau (202817) der
Klaranlage (KA) Langwiese. Entnahder Gammariden undBestimmung limnochemischer und limnophysikalischer
Parametererfolgten jeweils an den Probiedlen der Schussen (PSoberhalb der KA und BSunterhalbder KA) sowie an
Probestelle PS am Referenzgewdasser Argen.

Jahreszeit

Jahr Frihling Sommer Herbst

2010 19. April ig: il:gust 13. Oktober
Vor KAAusbau 2011 9. Mai 7. Juli ;;’gﬁig‘;‘”

2012 3. Mai 4. Juli 24. Oktober

2014 21. Mai 1. Jul 2. Oktober
e KAcba 2015 30. Mai 12. August

2016 3. Mai

2017 18. Mai

3.3.1 Populationstkologische Untersuchungen

Bestimmung der Art

An allen untersuchten Probestellen wurden 100 Gammaridem Sammelgefal? randdsiert
entnommen undin 2% Glutardialdehyd (gelost in 0,006 Cacodylatpuffer) fixierund bis zur
weiteren Verwendung gekihlt aufbewahrt. Jedes Individuum wuride Ldor unter einem
Stereomikroskop in einem mit Fixans gefllten Blockschalof@phologish auf Artniveau bestimmt.
Gammarus roeselésst sich bereits bei genauem Betrachten mit bloRem Auge von den zwei anderen
Arten Gammarugpulex und Gammarusfossarun) anhand desausgepragtenRickenkiet am
Pleosona unterscheidenEggers und Martens 200@Abbildung 14)Fir die Unterscheidung zwischen
Gammarus pulexund Gammarus fossarunibeide ohne ausgeprdgte Rickenkielung) wird als

Bestimmungsmerkmaldie Lénge des Innenasts dedritten Uropoden (Schwanzanhange)
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herangezogefAbbildung 13)Ist derinnenast(innerer Ramugdes drittenUropodenhalb so langder
weniger als halb so langie derAuRenast (aulRerer Ramuys$landelt es sich urammarugossarum
(Eggers und Martens 200BBei Gammarus pulebetragt die Bnge des Innenasts mindestens zwei
Drittel der LAnge des AuRenagtsmann 2003)Auch firGammarus lacustriSeeflohkrebsSars 1863
trafen diese Bestimmungsmerkmale zu. Diese Art lieBle jsdoch anhand der Form des zweiten
Epimers und bei mannlichen Individuen zusatzlich durch die Dicke und Belgpd&sif-lagellums der
zweitenAntenne gut vorG. pulexunterscheidenGammarudacustrisistaber, wiebereitsdemNamen
nach zu schliel3erfast ausschlie3lich inefhenden Gewéassern verbreitéEggers und Martens 2001,
Schellenberg 1942in welchenAlgen und Planktodie Nahrungguelle bilden (Amann 2003)In den

untersuchten Bodenseezuflissen komnesk Flohkrebsart nicht vor

1)

Abbildung 13: Dritter Uropod (Schwanzanhang) vo  Abbildung 14: Gammarus roeseli Markantes
) Gammarus fossarumll) Gammarus pulexund Bestimmungsmerkmal: Rickenkiel (Dorsaldornen)
[11) Gammarus roeselP = Pedunculus; Rinnerer Ramus Pleosoma. Abbildung nad¢taraman und Pinkster (1977)
(Innenast), R= auBerer Ramus (AufRenasfibbildung

verandert nab Eggers und Martens (2001)

Bestimmung des Geschlechisd der Korperlange

Nach Bestimmung der Art wurde von allen 100 Gammariden die Kdrperlange genieazenwurde

jedes Indiviluum mit Hilfe von Federstahlpinzetten vorsichtig auf einem Millimeterpapier gestreckt,
bis Cephalothorax Peraeon, Pleon und Telson in einer Linie lagerschlieRend wurde die Distanz
zwischenvorderem Rand des Rostrunusid dem Ende des Telsons K&rpetdnge) ermittelt und
notiert. Die Bestimmung des Geschlechts erfolgte anhand der sekundaren Geschlechtsorgane.
Méannchen sind durch zwd?enispapillen am Sternit des siebt®eraeonsegments (Ventralseite,
zwischen dem letzten Schreitbeinpaar) erkennfyélelton 1979)Abbildung 15)Weibliche Flohkrebse
weisenauf der Ventralseite des ersten bis viertearaeconsegments vi€taar OostegiteBrutlamellen)

auf. Diese bilden bei Eiablage das Marsupium (Brutra@8ytcliffe 1993) (Abbildung 16)

Intersexindividuen sind durch das Auftreten beider &uR3erer Geschlechtsorgane bestimmbar. Waren
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keine duReren Geschlechtsmerkmale ersichtlich, wurdeid ¢ A SNJ | f & o Ece@d&h At a | f
etwa neun bis zehRlautungen (bei einer Korperlange zwisclseghs und neun Millimetgerreichen

die Gammariden ihre Geschlechtsreff&ckl 1993b)Davor sind die sekundaren Geschlechtsorgane

noch nichtsoweitausgebildetdass eine Bestimmung anhand dieser mdglich wéare

.\
‘ 3 > ;~.L’

IS

Abbildung 15 Gammarus pulex Weibchen. AuRere Abbildung 16 Gammarus pulexMannchen. AuRRere
Geschlechtsmerkmale. O. = Oostegite (Brutlamellen) Geschlechtsmerkmale. P. = Penispapillen

Bestimmung der Fekunditat

Um die Fekunditat britender Weibchen an den Probestellen zu bestimmen, wurden 20 briitende
Weibchen dem Sammelgefald enthommen. Britende Weibdlvahbereits makroskopisch durch das

mit Eiern gefiillte Marsupium erkennbdAbbildung 17) Jedes Weibchen wurde einzeim 2%
Glutardialdehyd (gelost in 0,008 Cacodylatpuffer) fixierind bis zur weiteren Verwendung gekuhit
aufbewahrt. Im Labor wurdeunéchst von jedem Weibchen die Korperlange (Distanz zwischen
vorderem Rand des Rostrums und Ende des Telsons) gemessen. Dazu wurden, wie bereits bei der
Bestimmung der Geschlechter angegeben, die Weibchen vorsichtig mit Hilfe zweier
Federstahlpinzetten guMillimeterpapier gestrecktAnschlielRend wurde jedes Weibchen unter dem
Stereomikroskopn einem mit Fixans gefiillten Blockschéalclaaih Artniveau bestimmt. Um die Anzahl

der Eier zu ermittelnwurde mit Préaparierund Insektennadeln vorsichtig das Mapsum geéffnet

indem die Oostegite weit zur Seite gebogen wurdévit einer Pipette und Fixans aus dem
Blockschalchewurden die Eier aus dem Marsupium gespiilt, um diese mdglichst nitiesohadigen
(Abbildungl8). Sollten sich noch ezelne Eier im Matgpium befunden habenwurden diese vorsichtig

mit einer Insektennadel entnommen. dzF A Ndzy R R S NJ pdeiZZéit{iin déd Jivenkeuch A Y S &
nach dem Schlipfen noch im Marsupium verbeilfEockl 1993a)kdnnen sich Juvenile dnfrisch

gelegte Eier zeitglich im Marsupium befinden. War dies der Fall, wurden auch sie dem Marsupium

entnommen. AlleEierbzw. Juvenile wurdegezahlt ggf. addiertund die Summeneben der Lange
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eines jeden Weibchens notiert. Mit diesen Angaben konmtach folgender Formel der
Fekunditatsindex (FI) berechnet werden: FI = Anzahl der Eier bxemildyW Koérperlangedes
WeibchengPdckl 1993a)Untersuchungen voRockl (1993azeigen, dass derFekunditatsindex bei
gleich grof3en Weibchen verschiedener Art gleich grofl3 ist. Demzufolge konnten fur jede Probestelle

die Fekunditatsindizes aller britendereWichen, unabhangig ihrer Art, zusammengefagsiden.

Abbildung 17 Gammarus pulex Weibchen. Ventral Abbildung 18 Herauspréaparierte Eier und Juvenile d
gelegenes Marsupium (Brutraum) mit Eiern/Juvenil ~ Gammarus puledVeibchens.
gefllt.

3.3.2 Biochemische Untersuchung

Stressproteinanalyse

Zur Bestimmung des Stressproteinleveldsf§70) wurden Flohkrebse verwendet, die sich zum
Zeitpunkt der Probenahme im Prakopdlall I RA dzY 0S¥l yRSy® 2 NKNByYR RSNJ
3 dzI NFPhagedvar der eigentlichen Paaru®pckl 1993a)halt das Mannchen mit seinem sten
Gnathopodenpaar das Weibchen am Ricken {Bstrowsky 1984und befindet sich somit in der
Prékopula immer in der oberen Position. Dadurch konnte schnell und einfach das Geschlecht des
jeweiligen Gammariden bestimmt werdelBin weiteres wichtiges Kerium, das die Verwendung von
PrakopulaPaarerbedingt stellt das StressproteiGrundlevel dar. Dieses istfast jedem Orgasimus
nachweisbafLewis et al. 1999, Sanders 199&jriiet jedochinnerhalb eines Reproduktionszyklusses

in Gammariden(Schirling et al. 2004)Durch die Verwengshg von Prakopulraaren wurde
sichergestellt, dass sich alle zu untersuchenden Individuen im gleichen Entggsthdium befanden

und sich demnach nicht in ihrem Stressprot@rundevel voneinander unterschiedenDa
Untersuchungen vorSures und Radszuweit (200idhd Sures (2008apezeigt haben, dass eine
Parasitierung mit Acanthocephala (Kratzer) das Stresspr@aindlevel in Gammalen beeinflussen

kann, wurdereudemnur Individuen verwendet, welche auferlich sichtbar nicht parasitiert waBen.
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mit Kratzern parasitierten Individuen ist der Parasit als gelber, orangener oder roter Fleck auf der

Dorsalseite des Gammariden erkennip@bbildung 19a und 19b)

Abbildung 19 a) und b}Gammarus pulegarasitiert mit Acanthocephala (Kratzer) an Probestelle 3 an der Schil€s¢n
und Probestelle 5 an der Argéhob). Grobe Artbestimmung anhand der Farbung des Parasitea): Pidmplorhynchus
laevis(Endwirt: Fische) erscheint als gelb bis gelborangener Fleck auf der Dorsaldgifgglyghorphus minutu@&Endwirt:
Wasservogel) ist dagegen viel dunkler orange bis rétlich gef@ditache et a2001, Cézilly et al. 2000)

An jeder Probestelle wurden 40 Gammariden im Prakofutaium (= 20 Paare) dem Sammeleimer
entnommen. Rein makroskopisch wurde von jedeRaar die Art bestimmt. Dain langjéhrigen
Erhebungen von Dr. Karl Wurm (Gewasserddisithes Labor, Starzach)Schussen und Argen an den
untersuchten Probestellen fastausschlieBlichGammarusroeseliund Gammaruspulex auftraten,
wurde lediglich zwischerG.roeseli(Rickenkielung vorhanden) ur@.pulex (ohne Riickenkielung)
differenziert Die Unterscheidung zwisché&h pulexund G.fossarumist nur anhandder Betrachtung
der Aste des dritterUropoden moglich. Dies ist am lebenden Tkaum durchfiihrbar und sollte in
Anbetracht des dadurch entstehenden immensen Stresse®icher die Ergebsse der
Stresproteinanalyse verfalscht hatiezermieden werdenMannchen und Weibchen wurden mittels
Federstahlpinzette vorsichtig voneinander getrenatif einem Papiertuch trockengetupind ziigig
einzeln inflissigem Sticksto8chockgefrorenBis zumweiteren Verwendung wurden die Organismen

im Labor bei80 °C gelagert.

Die relativen StrssproteinHsp70Levelwurden Uber ein Immunblotting-Verfahren ermittelt, in
welchem durch Reakti@n mit zwei aufeinanderfolgendentikbrpem die Proteinbanden pe
Farbreaktion sichtbar gemachund anschliel3endlensitanetrisch quantifiziert wurdenUm einen
Abbau der Proteine zu verhindern, waen die Proba wahrend der folgenden Arbesshritte stéandig
auf Eis gehaltenAufgrund der geringen Grol3e wurden von jeddier Ganzkérperhomogenate
hergestellt. Dazu wurden die Proberit einem Exktraktionsgmisch au80 mM Kaliumacetat, 5nM

Magnesiumacetat, 26hM Hepes und 26 Proteasehemme(Protease inhibitor cocktail, Sigma
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Aldrich versetzt (Weibche 60uL; Mannchen80 pL), mechanisch mit einem St6Rel homogenisiert
und anschlieBendentrifugiert(4 °C, 20.000 rcf, 10 mirus dem erhaltenen Uberstand wurdemb
entnommen und die Menge an Gesamtprotein anhand der Methode Baaldford (1976pestimmt.
Der restliche WUerstand wurde im Verhdltnis 1:3mit SDSProbenpuffer (Glycerin,
Natriumdodecylsulfa{SDS) -Mercaptoehanol, 10mM TrispH7, Bromphenolblau) gaischt, fur

5 min bei 96100°C erhitzund anschlief3end bis zur weiteren Verwendung-B8r°Caufbewahrt.Die
Auftrennung des mit SDS versetzten Proteingemischs erfolgte Uber einePdbfaSrylamie
Gelelektrophoese (SD®AGE, 1% Acrylamid/ Bisacrylamid pH 8,8) wobei je Probe |80
Gesamtprotein aufgetragen wurddittels semidry-Blotting Verfahren (Westernblptwurden die
Proteine auf Nitroellulose UbertragenUm unspezifische Bindungsdesl der Membran ziesetzen,
wurde die Nitrozellulosemembran nach dem Transfer fir 1,5 Stundennier é\bsattigungslosung
(50% Pferdeserum50% TBS50 mM Tris, 150mM NaCl pH 75)) bei Rauntemperatur inkubiertund

im Anschluss 5 min in TBS gewaschen. Im néchsten Salwite die Nitrozellulosemembran in einer
ersten Antikérperldsungniouse anthuman Hsp70Verdiinnung 15000 in 10% Pferdeserum und
TBS Uber Nacht inkubiert. Nactlem néchsterWaschschritt (3nin in TBSyvurde die Membran in
einer zweiten Antikorperldsun(goat antimouse IgG konjugiert an PeroxidaseVerdiinnung 1:000

in 10%Pferdeserum undB$ fiir 2 Stinden inkubiertNach erneutem Waschen in T&3nin)wurden

die Proteinbanden in einer Farbeldsungt{M 4-chloro(l)naphtol, 8% Methanol, 30nM TrispH 8,5,
0,015% HO,) auf der Basigler durchdie Peroxidase des 2. Antikdrperkomplexes katalysierte
Farbreaktion sichtbar gemacHdie gefarbte Membran wurde eingescannt und das optische Volumen
der Proteinbanden densitometrisch quantifiziertm@ge Stut Lite, 4.0.21, ECOR Ing. Die
erhaltenen Werte wurdeiin Relatiorzu einem in jedem Gel parallel doppelt aufgetragenem Standard

(Danio rerig Ganzkérperhomogenatjesetzt, um eine Vergleichbarkeit der Proben zu gewabhrleisten.

3.4 LimndogischeUntersuchungen

Begleitendzur Enthahme der Flohkrebse wurdan jeder Probestelléimnologistie Untersuchungen
durchgefihrt. Vor Ort, direkt in der Strdomung, wurden die Wassertemperatur, elektrische
Leitfahigkeit, pHWert sowie Sauerstoffgehalt unesattigung nithilfe eines Multimeters KIQ40D
portables 2Kanal Multimetey Hach Lange GmbHyemessen. Zur Bestimmung limnochemischer
Parameter wurden an jeder Probestelle Wasserprohes der Strémungntnommen.Diese wurden
gekuhlt transportiert und am Ende jeder Benahmekampagne umgehende analysiert. Mittels
Rundklvettentests (NANOCOLORIRcheryNage) wurden die Gehalte ahlitrat-Stickstoff, Nitrit
Stickstoff und AmmoniurStickstoff sowie Ortho-PhosphatPhosphorund Chlorid photometrisch

(Kompaktphotometer PE2, MachereyNagel,Deutschlan)l bestimmt.Die Bestimmung der Gesamt

dzy R / I ND2yF GKNNIS SNF2f3GS GAGNAYSONRAOK YAGGST a
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Analyse wurden die Ergebnisse anhand der Qéenengewasserverordnuri@GewV 2011)nd nach
den Orientierungswertender LAWA (Bund/Later-Arbeitsgemeinschaft Wasse)LUBW 2008)

eingestuft.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistischeAuswertung der Daten erfolgte anhaniér Sftware JIMP (SAS Institute Incersion
14.0.0. Fir alle Tests wurde ein Signifikanzniveausion 56 h ' n>np 0 FSa G 3St S3d o

Artenverteilung: Um Unterschiede hinsichtlich der Artenverteilung zwischemn deinzelnen

Probestellen zu ermitteln, wurde eihikelihoodRatio .2-Test mit anschlieRenden paarweisen
Vergleichend C A & K § NI & angewandd (Anschie@etidd wurde fiir multiples Testen mit der
sequenzielleBonferroniHolmMethode Kkorrigiert

Geschlebterverhaltnis: Fir jede Probestelle wurde das Verhaltnis von Mannchen zu Weibchen

berechnet.Aufgrund der sehr unterschiedlichen Verteilung der Arten an den einzelnen Probestellen
wurden fur die Betrachtung dieses Parameters be&mmarusArten zusammengfasst, um eine
ausreichend groRe StichprobengréRe zu erhalfemschlieRend wurdeittels LikelihooeNJ (12 st

mit anschlieendesequentiellerBonferroniHolm Korrektur Gberprift, ob sich das fir die Probestelle
errechnete Verhaltnis sigitkant von einemVerhéaltnis von 1:1,5Merteilung der Mannchen zu
Weibchen) unterscheideDasfiir diesen Brameter gesetzt&/erhaltnis von 1:1,%urde aufgrund der
Ergebnissevon Ladewig et al. (2006yewahlt. Deren Untersuchungen haben gezeigt, dass das
Geschlechterverhaltnis in Gammaridenpopulationenrauater normalen Bedingungen, also in eher
unbelasteten Gewassern, von einer 1:1 Verteilung der f&en zu Weibchen abweichen kann. In
Gammaridenpopulationen in einem geringflgig belastefduss in BadeW(rttemberg betrugdas
Verhéltnis von Mnnchen ziNeibchen 1:1,%Ladewig et al. 2006Basierend auf diesergebnissen

kann an den Probestellen der Schussen eine signifikante Abweichung des Verhaltnisses von Mannchen
zu Weibchen von 1:1,5 auf Effekte, die dudn Einleiter der Klaranlage Langwiese verursacht
werden, hindeuten.

Fekunditat: Fir jedes Weibchen wurde der Fekunditatsindex (= Anzahl der EierJoxenilen /
Korperlange des Weibchens) berechnd®dckl (1993a)zeigte in seinen Studien, dass der
Fekunditatsindex voammarusWeibchen unterschiedlicher Art bei gleicher Korpergrole gleich grol3

ist. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden pro Probestelle die Fekunditatsindizes aller 20 Weibchen
zusammengefasst, daufgrund der hohen Varianz in der Artenverteilung fur eine gesonderte
Betrachtung jeder Art die StichprobengréfRe fir ein aussagekraftiges Ergebnis nicht ausreichend
gewesenware. Um Unterschiede zwischen den einzelnen Probestellen zu ermitieirde zun&hst

RSNJ 51 GSyaldl | dzF b2NXYIt GSNISAtdzyd O6{ KI LIANR 2 At
Uberprift. Lag eine Normalverteilung und Varianzhomogeng&itDatervor, wurden die Probestellen
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mittels oneway ANOVA gekoppelt an einen Tukey KramerPt&DHoc Testerglichen. Im Falle von
normalverteilten Daten mit inhomogenen Varianzenurde zum Vergleich der Probestellezin

2 S f OKT@si mit anschlieRendesequentiellerBonferroniHolm Korrektur angewandt. Lagetie
Daten in nicht normalverteilteForm jedoch mit homogener Varianz vor, wurden die Probestellen
mittels einesKruskalWallis Testgefolgt voreinemSteetDwass Post Hoc Tasiteinanderverglichen.

Stressprotein HspZDevel:Fir jede analysierte Probe wurde deelative Hsp76Gehalt (relativ zu

einem parallel laufenden Standard) berechnéinschlieRend wurde der Datensatz auf dieselbe

Methode, welche bereits bei Auswertung der Fekunditat angewandt wurde, statistisch analysiert.

3.6 Zusatzlich&ntersuchungen des Makrozoobenthos

Im R&amen der Verbundprojekte SchussenAktiv, Schussenfiktivind SchussenAkilust wurde

von Dr.Karl Wurm Gewéserokologisches Labor Starzadhy Makrozoobenthos an verschiedenen
Probestellen der Schussen sowie an einer Referenzstelle an der Argen aohteBie Ergebnisse der
Untersuchungen des Makrozoobenthos sind Bestandteil der in dieser Arbeit aufgeflihrten
Publikationen, insbesondereder Kapitel 3 bis 5. Alle weiteren Untersuctysmethoden der
Projektpartner, welche vor allem in Kapitel 1 und 2 inhiRan der Projektvorstellung dargestellt
wurden, werden hier nicht naher erlautert.

Zwei Mal pro Jahr wurdéMakrozoobenthos an derin Abbildung 7 dargestellten Probestellen
entnommen Vor dem Ausbau der Klaranlaigaedendie Untersuchungen in den Jahren 2029. April

und 6. Oktober) und 2013 (20. Mai und 9. Oktobstgtt. Nach Ausbau der Klaranlage wurden
Untersuchungerin den Jahren 2014 (11. April und 4. Oktober), 2015 (11. Juni und 3. Oktober) und
2016 (9. Juli und &ktober) durchgefuhrt

Untersuchungen des Makrozoobenthoserfolgten gemald der Methode der Europdischen
Wasserrahmenrichtlinie2000/60/EG (WRRL) (Europaische Union 20Q0)Hierbei wurden die
Aufnahmen flachenund substratbezogen nach den Vorgaben des MidtbitatSampling Verfahrens
durchgeflhrt: Zuerst erfolgte eine Kartierung der verschiedenen Substrat#ifthfen; anschliel3end
wurden 20 Teilproben (a 25x2Bn), paritatisch zu den vorhandenen Substraten, mit Hilfe eines
SurberSamplers (508 ¥ a | & OK 5@ B265gninBrimen und zu eineGesamtprobe vereinigt
(=1,25m?). Um das maximal mogliche Arteninventar der Schussen und Argen zu erfassen und larval
schwierig zu bestimmende Taxa determinieren zu kdnnen, wurden zusatzlich Adultfange mittels
Kescherung dddfervegetation und Lichtfallen durchgefilf/urm 2017) Die entnommenen Proben
wurden im Gelande lebend sortiert und in #® Ethanol fixiert. Die anschlieRende taxonomische
Bestimmung im Labor wurde mindestens bis zum Niveau der operationellen Tadbstse et al.

2004) vorgenommen.Die ©kologische Qualitat der Schussen wurde nach dem Bewertungssystem

at SBRBARYAUGKAT TS RSNJ . S6SNIidzy3aazTiao!l NFicatiof ¢ 9wl / {
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System 4.04) ermittelt:FUr jede Probestelle wurde die Abundanz aller makrozoobenthischer
Organismen berechnet (Individuen pro?mdie Gesamttaxazah{Haase et al. 2004)EPTTaxa
(Ephemeropteren, Plecopteren und Trichopteren) umkzahlsensitver Taxa (nach Fauna Aquatica

Austriaca(Moog et al. 2017j)bestimmtsowie der SaprobienindgRolauffs et al. 2003)erechnet.
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4 Ergebnise und Diskussion

Das Effektmonitoring mit limnischen Wirbellosen, Inhalt der vorliegenden Arbeit, wurde zeitlich
gestaffelt durchgefuhrtDie folgenden funf Kapitel bauen aufeinander auf, und die Ergebnisse werden
chronologisch von der Integration der niegenden Arbeit in das Gesamtprojekt bis zu den
Langzeiteffekten der Pulveraktivkohlestufe vier Jahre nach deren Inbetriebnahme vorgestellt. Der

Inhalt der einzelnen Kapitel sowie entsprechende Zusatzinformationen und Fortschritte kdnnen

Tabelle 3ntnommen werden.

Tabelle3: Kapitel 1¢ 5 der vorliegenden Arbeit: Inhalt, Zusatzinformationen und Fortschritte

Kapitel

Inhalt

Zusatzinformationen, Fortschritte

1

Integration der vorliegenden Arbeit in das
Gesamtprojekt

Vorstellung der weiteren Untersuchungend
Kooperationspartner

Ergebnisse aller Projektteile vdem Ausbau
der Klaranlage

Herstellung von Zusammenhéngemigchen
ausgewahlten Ergebnissen in limnischen
Wirbellosen und den Ergebnissen weiterer
Projektteilevor dem Ausbau der Klaranlage

Spezifische Ergebnisgér Gammariden und
Makrozoobenthos vodem Ausbau der
Klaranlage

Ausfuhrliche Darstellung der Endpunkte
Geschlechterverhéltnis, Fekunditét,
Parasitierung und Stressproteingehalt in
Gammariden sowie Abundanz, sensitive Tax
und Saprobiaindexinnerhalbdes
Makrozoobenthossor dem Ausbau der
Klaranlage

Kurzzeiteffektan limnischen Wirbellosen zwe
Jahre nacldlem Ausbauder Klaranlage

Vergleich zwischen den Ergebnissen in
Gammariden/Makrozoobenthos vor dem
Ausbau der Klaranlage und zwlahren danach

Largzeiteffekte der Pulveraktivkohlestufe bis
2017 (vierdahre nacldem Ausbauder
Klaranlagg

Statistische Gesamtanalya#er mit limnischen
Wirbellosen erhobenen Daten, von 2010 bis
2017.

Geschlechterverhéltnis in Gammariden:
Nichtlineare Regression des Unterschieds
zwischen PS 3 und BS
MakrozoobenthosAhnlichkeitsanalysen
(ANOSIM, Analysis of Similarity) und graptes
Darstellungdurch NMDSPlots (Nichtmetrische
multidimensionale Skalierung)
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Kapitel 1:SchussenAktivplus: ragttion of micropollutantsand of potentially pathogenic
bacteria for further water quality improvement of the river Schussen, a tributary of Lake

Constance, Germany

TriebskornR, AmlerK, BlahalL, GallertC, GiebnerS, GiudeH, Hennebeg A, HessS, HetzenaerH, Jedel&,
Jung}M, KneippS, KohleH-R, Krais$, KuctB, Lange&, LoffleH, Maier D, Metzgerd, MullerM, OehlmannJ,
OsteraueRR, Peschk¥, Raizned, Rey, RaultM, RichterD, SacheF, ScheureM, SchneideiRappJ, SeifaiM,
SpiethM, VogelH-J, WeyhmlleM, WinterJ and WurnK (2013)

Environmental Sciences Europe 25: 2. DOI: 10.1186/279625-2

Das erste Kapitel beschreibt Aufbau und Ziele des Verbundpraj@ktsussenAktplusi und bildet

somit den Rahmen der vorliegenden Arbédas NB 2 S 1 (i a { gk &edaksoy Voh Klikred
verunreinigung und Keimen zur weiteren Verbesserung der Gewasserqualitit, des Bodenseezuflusses
{ OK dzaar8eyyomBundesministrium fur Bildung und Forschung (BMBF), mit Unterstiitzung des
Ministeriums fir Umwelt, Klima und Engiewirtschaft BadeiWirttemberg (UMBW) unter der
Fordermalinahme RiSKW®&isikomanagement von neuen Schadstoffen und Krankheitserregern im
Wasserkreislaymmit einer Projektlaufzeit von 2012 bis 2015 geford&as Hauptziel des Prags war

die Untersuchung undanschlieendeBewertung unterschidether Reinigungstechnologien auf
Klaranlagen und Regenentlastungen hinsichtlich dét#izienzzur Verminderung des Eintrags von
Mikroschadstoffen und Keimen in FlieRgewasBée. Untersuchaogen fanden, begleitend zum Ausbau

der Klaranlage Langwiese (AZV Mariatal, Ravensburg) mit einer vierten Reinigungsstufe, im
Bodenseezufluss Schussen als Modell fiir ein durch Abwasser beeinflusstes Gewasser mit groRem
Einzugsgebiet, statt. Parallel wurdémtersuchungen an der Argeaturchgefiihrt, dieaufgrund der

relativ geringen Schadstoffbelastung als Referenzgeergewahlt wurde

Wie auchim VorgangeiProjekt oSchussenAktivstand die Klaranlage Langwiese ifentrum der
Untersuchungenjedoch wurde der Fokusim ProjektaSchussenAktplush erweitert und mehrere
unterschiedliche Reinigungssysteme in Abwasead Mischwasseranlagen untersuctMeben der
Klaranlage Langwiese waren dies die Klaranlagen (KA)rdrisnd Merklingen sowie daRegen
uberlaubecken (RUB) Mariatal urdker Retentionsbodenfilter (RBF) Tettnaridje an der Schussen
gelegene KA Langwiesar ein Modell fur eine grofRe Klarlge mit 170.000 Einwohnerwerten (EW

Im Oktober 2013 wurde der grof3technische Ausbau mit einer Pulverahktadtafe abgeschlossen
und diese vollstandig in Betrieb genomme&meKA Eriskirch, ebenfalls an der Schussen gelegen, wurde
als Modell éner mittelgroRen KA (40.000 BWewahlt. Hier wurde einPilotanlagemit Ozonierung,
granulierter Aktivkohle und Saritiér installiert Die KA Merklingen, welche als einziges Testsystem

auRRerhalb des Bodensdgeinzuggebiets lag, galt als Modell fir eikéeine Klaranlage mit 2.400 EW
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Hier konnte der grof3technische Einsatz von Ozon vor einem bereits bestehenden Lamgiitersa
untersucht werden. Auch innerhalb der untersuchten Mischwasserentlastungssysteme kamen
verschieder Technologien zum Einsatz. Im RUB Mariatal bei Ravensburg wurde ein Lamellenklarer
zum Feststoffrickhalt installiert. Mit dem RBF Tettnang wurddestehender Retentionsbodenfilter

als ein Modell fiir ei biologisches System nach mehreren vorgeschaltBiei auf seine Effektivitat
getestet. In allen Testsystemen wurdeim verschiedenen Abschnitten des Reinigungsprozesses

Wasserproberentnommen.

Um die Auswirkungen weiterfihrender Reinigungsstufen auf die Biota und das Okosystem der
Schussen zu untersuchen, wurden vier Probestellen an der SchussenupnBeunterhalb der KA
Langwiese und Eriskirch sowie des RUB Mariatal, und eine Referenzstetle Argeh gewahlt. An
diesen Stellen wurden Oberflachenwassend Sedimentproben entnommen sowie durch passives
Monitoring auch FischelLéuciscus cephalu@dbel) und Alburnoides bipunctatugSchneider)
Flohkrebseund Makrozoobenthos untersuchitNeben den passiven Monitoring an den Freiland
probestellen wurde zusétzlich ein aktives Monitoring r8almo truttaf. fario (Bachforelle) und
Oncorhynchus mykigRegenbogenforelle) durchgefuhrtiyudie Effekte des Ablaufs der KA Langwiese
breit gefachert zu bestnmen Hierzu wurden zwei BypaSdationen, eine an der Schussen und eine

an der Argen, installiert. In jeder Station befanden sich finf Aquarien, durch die Flusswasser geleitet
wurde. Hier konnten Forellen, Forelleneier und daraus geschliipfte Jungfisgtie Schnecken
gehéltert werden. Zusatzlich wurden Forellen in Schwimmkafigen direkt in der Schussemnraber
unterhalb des Einleiters der KA Langwiese aktiv exponiert. Auch der Ablauf der KA Eriskirch wurde
mittels aktivem Monitoring mit Regenund Bachorellen detaillierter untersucht. Hier wurden
Aquarien in der Klaranlage installiert, durch die zum einen der herkdmmlickh&ble@&f und zum

anderen der aus der Modellanlage (Ozon, granulierte Aktivkohle und Sandfilter) geleitet wurde.

Die durch diese Véhren gewonnenen AbwasseOberflachenwasserSediment und Biotaproben
wurden anhand verschiedenerchemischer, mikrobiologischer und 6kotoxikologischer Methoden

untersucht Die Aufgaben dedaran beteiligterProjektpartner sind in Tabellkzusammengefsst.
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Tabelled: Angewandte Methoden einzelner Projektpartner zur Untersuchung gewonngbeasser, Oberflachenwasser

Sedimentund Biotaproberh Y wl KYSy RS&

t Nples$1 a8 of OKdzaaSy! | (A QD

Verantwortliche Projektpartner

Angewandte Methoden

Analytik

DVGWTechnologiezentrum
Wasser (TZW) Karlsruhe

Chemische Analytik> 150 Spurenstoffe)on Abwassey,
OberflachenwasserSediment und Fischproben

Institut fir Seenforschung (ISF)
Langenargen

Mikrobiologische Analytikon Fakalkeimein Abwasser,
Oberflachenwasseund Sedimentproben

Karlsruher Institut fiir
Technologie (KIT)

Mikrobiologische Analytintibiotikaresistenter Stammeon
E. coli Enterokokken und Staphylokokken

Untersuchungvon Wirkpotentialen

Eberhard Karls Uravsitat
TUbingen

EarlyLife-Stage Tesmit Danio rerio(Entwicklungstoxische
Potentialg

GoetheUniversitat Frankfurt am
Main

umu-Testund AmesFluktuationstesimit Salmonella
typhimurium(Genotoxische Potentiale)
Reportergenasay(YDS)Dioxinrdhnliche Potentiale)
Zellkulturtestmit Vertebratenzelllinier{Zytotoxische Potentiale)
Wachstumdnhibitionstestmit Lumbriculus variegatus
(Entwicklungstoxische Potentiale)

Wachstumdnhibitionstest mitLemna mino(Phytotoxische
Potentiale)

ReportergenassafyES, YAES, YAS, YAA®BRproduktionstest
mit Potamopyrgus antipodarurEndokrine Potentiale)

Research Centre for Toxic
Compounds in the Environment
(RECETOX), Brno

Reportergenasay mitRattenZelllinie H4lIHic (Dioxn-ahnliche
Potentialg

Reportergenassamit MammakarzinomzelllinieileLa Zelllinie
und MDAkb2-Zellen(Endokrine Potentiale)

Universitat Stuttgart

E-ScreenAssay(Endokrine Potentiale)

Untersuchungvon Wirkungen

Eberhard Kds Universitat
Tubingen

Untersuchungen mit Fischen:

Mikrokern-Test(Genotoxische Effekte)

EROD AssgZytochrom P4501A1Dioxindhnliche Toxizitat)
Histopathologigzytotoxische Effekte)
EarlyLife-StageTest(entwicklungstoxische Effekte)
StresproteinAnalyse(proteotoxische Effekte)
Vitellogeninanalyse, Gonadhistologie, Gonadosomatischer
Index(endokrine Effekte)

*Untersuchungen mit Flohkrebsen:

StressproteirAnalyse(proteotoxische Effekte)
Geschlechterverhdltnig Flohkrebsppulationen und
Fekunditatsindizebritenderder Weibchen(endokrine Effekte)

Universitat Avignon

Acetylcholinesterasénhibition in Fischeifneurotoxische Effekte

Gewasserokologisches Labor
Starzach

*Makrozoobenthos(Effekte in der Biozéngse

*Bestandteil der vorliegenden Arbeit
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Die chemische Analyseon Uber 150 Spurenstoffen (darunter Pharmazeutika, Schwermetalle und
Zuckeraustauschstoffarfolgte in Abwasser, Oberflachenwasser Sediment und Fischpben. Auf
mikrobiologischer Ebene wden in Abwassey Oberflachenwasserund Sedimentprobendie
Konzentrationen an Fakalkeimegcherichi@oliund intestinale Enterokokken) bestimnztuséatzlich
wurde n Abwasserund Oberflachenwaserprobennachantibiotikaresistente Stdmmaen von E. coli

Enterokokken und Staphylokokkgesucht.

Um Rickschlisse auf potentietxischeund endokrineWirkungen des Atund Oberflachenwassers
sowie Sediment zu ziehen, wurden mit diesen Proben zuhewitro und in vivoWirkpotentialtests
durchgefihrt. Genotoxsche Potentiale wurdenin vitro anhand des umiIests und Ames
Fluktuationstess mit Salmonella typhimuriurbestimmt. Potentielle Dioxirdhnliche Toxizitatvurde

in vitro mittels zwei verschiedeneReportegenAssays, unter Verwendung von Hefezel(@east
Dioxin Screen YD8hd der RatterZelllinie H4IIE.lycuntersucht. Um zytotoxische Potentiale zu
bestimmen, wurdenin vitro Zellkulturtests mit Vertebratenzelllinien (HR3: Hypophysenzellen der
Ratte; RTEW1: Leberzellen der Regenbogenforeldrchgefiihrt Entwicklungstoxische Potentiale
wurdenin vivoanhand des Eadiife-Stage Tests miDanio rerio(Zebrabarblinglind des Wachstums
Inhibitionstests mit Lumbriculus variegatus(Glanzwurm) bestimmt. Fir die Untersuchung
phytotoxischer Potentialen vivo wurde der Wachstumsinhibitionstest mitemna minor(Kleine
Wasserlinse) durchgefuihrZur Bestimmungendokring Potentiale in vitro wurden versbhiedene
Methoden angewandtOstogene Potentiale wurden anhand verschiedener Reportergenassays (
Hefe (YES Yeast Estrogen &een) Mammakarzinomzelllinie und Helzzlllinie (humane
Zervixkarzinomzelllini¢)sowie anhand anhand von3treerAssays mit hu@nen Brustkrebszellen
bestimmt. AntiOstrogene Potentiale, Androgene Potentiale und Aatdrogene Potentiale wden
ebenfalls anhand verschiedener Reportergenassays bestimmt: mit Hefezellen (YEAS Yeast Anti
Estrogen Screen = Astiistrogene Potentiale; YAS Yeast Androgen Screen = Androgene Potentiale;
YAAS Yeast Androgen Screen =-Antirogene Potentialemit Mammakarzinomzelllinie und Heka
Zelllinie(Androgene Potentiale) sowie mit humanen Brustkrebszellen MDA (Androgene und Anti
Androgene Potentiale)n vivowurden endokrine Potentiale (Ostrogenitat) mit dem Reproduktionstest

mit Potamopyrgus antipodarurfZwergdeckelschnecke) untersucht

Umneben den potentiell zu erwartenden Wirkungen awlih tatsachlicha toxischen und endokrina
Wirkungen in Fischen und Fischnahrtieren (direkt aus dem Freiland entnorodemgegentber
Flusswasser exponiert) in Schusaerd Argen zu untersuchen, wurden verschieddBiemarker
analysen durchgefuhrt.Genotoxische Effekte wurden anhand des Mikrok&asts in Fisch
Erythrozyten bestimmt.Dioxindhnliche Toxizitdt wurde anhand des EROD Assays in Fischen
untersucht.Um zytotoxishe Effekte zu bestimmen, wurden tapathologische Untersuchungen von
verschiedenen Fischorgan@reber, Niere, Kieme) durchgefihEntwicklungstoxische Effekte wurden
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mittels EarlyLife-StageTest mit Bachund Regenbogenforelleneierand -larven welcke in den
Bypéassen gehaltert wurden, bestimmAnalysen des Stressprotein Hsp70 Levels in Fischen und
Fischnahrtieren (Gammariden) lieBen Ruckschlisse Uber proteotoxische Effekde ADaten der
Stressproteinanalyse in Gammariden sind Bestandteil deiegeriden DissertatiorMittels Messung

der Acetylcholinesterasthibition in Fischen wurden neurotoxische Effekte bestimBrndokrine
Effekte (sowohl (AntiPstrogenitat als auch (AntBndrogenitat) wurden sowohl in Fischen als auch in
Fischnahrtieren bs&timmt. Mittels Vitellogeninanalysen, Gomenhistologie und Bestimmung der
Gonadosomatischen Indig konnten endokrine Effekte in Fischen nachgewiesen werden.
Fischnahrtieren wurden endokrine Wirkungen auf der Basis der Veranderungen des Geschlechter
verhaltnisses in Flohkrebspopulationspowie der Fekunditatsindizes britender Weibchmstimmt

Diese Untersuchungen sind Bestandteil der vorliegenden Arbeit.

Damit Rickschlisséber mogliche Effekie des Kléanlageneinleiters nicht nur hinsichtliginzelrer
Organismemezogensonderrauchdie Auswirkungen auf gantebensgemeinschaftdreriickschtigt
werden konnten wurde an den Freilandprobestellen parallel zu allen bereits genannten Analysen die
Integritat des Makrozoobenthos untersucht. Hier wurden satiedene Endpunkte betrachtevie
beispielsweise die Anzahl sensitiver Taxa oder der Saprobienibdexgewonnenen Ergebnisse

wurden in die Kapitel 3 bis 5 der vorliegenden Arbeit integriert.

GegenAbschlussdes Projektes, als die Probenahmekampagnenideé und die verschiedenen
Untersuchungen abgeschlossen waren, wurde der gesamte Datensatz statistisch an&lgsierth
konnte ein Gesamtbild erstellt und der Erfoliir jede einzelneMaRnahme zusammenfassend
dargestellt werden Anhand der Untersuchungean Fischen, Flohkrebsen und der makrezoo
benthischen Lebensgemeinschaft direkt im Okosysteumde zudem die 6kologische Relevanz einer
jeden MalRnahme beurteiltAlle ermittelten Ergebnisse flossen in Kostéumtzenabschatzungen fir
das Einzugsgebiet declBissen ein. Bonnte abgeschatzt werden, in welchem Mal3 Spurenstoffe und
Keime reduziert werden konnemund welche Aufwendungemafir notwendig sind Neben den
genannten wissenschaftlichen und technischen Untersuchungen und Erkenntnissen war abersauch da
Thema Offentlichkedtarbeit ein wichtiger Aspekt des ProjektMit Informationsflyern und einer
eigenen Projekthomepageurdendas ProjekbSchussenAktplusiund de gewonnenerErgebnisse
der braten Offentlichkeit vorgestelltind anhand verschiedeneoxtrage auf Tagungen und diversen

Publikationenauch im wissenschaftlichen Bereich veroffentlicht.
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Kapitel 2: SchussenAktivg Eine Modellstudie zur Effizienz der Reduktion der Gehalte an
anthropogenen Spurenstoffen durch Aktivkohle in Klaranlagen: Exposs- und
Effektmonitoring vor Inbetriebnahme der Adsorptionsstufe auf der Klaranlage Langwiese

des AZV Mariatal, Ravensburg

Triebskorn R, Blaha L, Engesser B, Giide Herdeter H, Henneberg A, KohlelR Krais S, Maier Beschke K,
Thellmann P, VogélJ, Kuch B, Oehlmann J, Rault M, Suchail S, Rey P, Richter D, Sacher F, Weyhmiller M und
Wurm K(2013)

Korrespondenz Wasserwirtschaft Nr. 8: 4236. DOI: 10.3243/kwe2013.08.001

In diesem Kapitel werden die Ergelsgsied t N2 2 S 1 ( S a: ModelStidizaui Bffizieny deh O
Reduktion der Gehalte an anthropogenen Spurenstoffen durch Aktivkohle in Klaranlagen: Monitoring
vor Inbetriebnahme der Adsorptionsstufe auf der Klaranlage Langwiedas Initialprojektdes im
ersten Kapitel beschriebeneweiterfiinrenden Verbundprojektsa { O K dza $I6sy und desseén
C2NI aSal dzy 3 plogh ©vdeEslSDie Brgebdnigse werden fiir eine Probestelle an der
Schussen @&3), unterhalb der Klaranlageind einer Probestelle an der ArgenS@, als Referenz,
beschrieben. Hier wurdeim passiven Monitoringdberflachenvasser und Sedimentproben sowie
zwei heimischéischarten (D6bel und Schneiflend Flohkrebse entnommeitm aktiven Monitoring
wurden in mit Flusswasser durchstromten Aquarien in Bypassen an aeis@n (Gunzenhaus,
unterhalb der Klaranlagkangwiese) und Argen (PflegelbeRggen und Bachforellen gehéltert und
Embryotests mit Forelleneiern durchgefihzudem wurden von 2062011 zu neun Zeitpunkten 24h
Mischproben vom Ablauf der Klaranlage Laigge entnommenAlle entnommenen Proben wurden
nach der in Kapitel 1 beschriebenen Methodenpalette bearbeitet. Somit konnten die Ergebnisse aus
chemischer Analytiktoxischen und endokrinen Poteaitests sowie toxischen und endokrinen
Effekttests miteinader verglichen werdemund die Relevanz der Wirkpotaaltests im Labor fir

tatsachliche Wirkungen in Organismen aus dem Freiland tberprift werden

Die chemische Analytik in Oberflichenwasserproben zeigte deutliche Unterschiede in der Belastungs
situation zwischen den beiden Bodenseezuflissen Schussen und Anggesamt wurderin der
Schussen unterhalb der Klaranlage LangwieS8)Eeutlich mehr Spurenstoffe nachgewiesen als an
Probestelle B4 an der Argenvon 75 untersuchten Spurenstoffen konntender Argen lediglich 12

in Konzentrationen tber der Nachweisgrenze analysiert werden. Im Ablauf der Klaranlage Langwiese
wurden 29 Spurenstoffe nachgewiesen und im OberflachenwakseBchussetraten davon 21 auf.

Das Auftretermehrerer Stoffe(z.B. Carbmazepin, N,NDimethylsulfamid, Sucralose, Benzotriazol) in

der Schussen unterhalb der Klaranlage konnte eindeutig auf den Klaranlageneinleiter zurtickgefuhrt

werden.Dem Verhaltnis von gereinigtem Abwasser zur Wasserfihrung der Schussen entsprechend,
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waren die gemessenen Spurenstoffkonzentrationen im Oberflaichenwasser der Schussehigirei
zehnmal geringer als im reinen Klaranlagenablauf.

Auch die entnommenen Fischproben (Dobel: primar Leberproben und Muskulatur; Schneider:dPool au
drei bis vier ganzen $tiher) wurden der chemischen Analytik unterzogetierbei traten von 82
untersuchten Spurenstoffer22 tber der Nachweisgrenze aufarunter Quecksilber, Arsen und
Cadmium sowie persistente Stoffe wie polychlorierte Biphenyle (PCBs) und polybromierte
Dipherylether (PBDEsyowohl in den Fischproben der Schussen als auch in jenen der Argen wurden
hinsichtlich der Gehalte an Quecksilber, Arsen und Cadmium sehr hohe Konzentrationen
nachgewiesen. Die Konzentrationen an Qudbler im Fischgewebe Uberschi@n in der Schussen
(max. 75Qug/kg) und Argen (max. 91@/kg) sogar deutlich die existiereadJmweltqualitdtsnorm

von 20ug/kg. Auch DDX (ein Metabolit des Insektizids DDT (Dichlorphenyltrichloretlidagsen
Herstellung und Vertrieb in Deutschland seit 19&tboten ist), Methyltriclosan (Metabolites
Antibakterizids Triclosan), PCBs und PBB&@slen in mittleren bis héheren Konzentrationén
Fischgewebemachgewiesen. Dahingegen konnten die meisten untersuchten endokrin wirksamen

Substanzen nichih den Fishproben gefundemverden.

Endokrine Wirkpotentiale konntenin vitro sowohl im Klaranlageblauf und Oberflachenwasser
(EScreen) als auch im Sediment (Reportergasays) der Schussen nachgewiesen wertienivo
wurden durch Reproduktionstests mit der &rgdeckelschneckd?otamopyrgus antipodarumin
Sedimenten der Schussen und auch in Sedimenten denfsghr starke 6strogenwirksanfotentiale
gefunden Dass sich diese dstrogenen Einfliisse bereits in Freilandorganismenei@euteten die
Ergebnisse deWirktests in Fischen und Flohkrebsen #&m.der Schussetraten unterhalb der
Klaranlage vermehrt weibliche Schneider und Gammariden weaf in im Bypass exponierten
Jungforellen konnte Vitellogenin (ein Dottervorlauferprotein, das normalerweisevonweiblichen
geschlechtsreifen Tieren gebildet wird) nachgewiesen werden. Neben den beschriebenen dstrogenen
Einflisserwurdenauchzusatzliche antbstrogene toxischeund genotoxisch&fekte nachgewiesen
welche mit den Ergebnissen der chemischen Analgtikerbindung gebracht werden koten. Im
Vergleich zur Argen wurddoei Dobeln aus der Schussen eine verzogerte Gamaife (bei Weibchen)

und ein signifikant verringerter gonadosomatischer Index {(Mgibchen und Mannchergrmittelt.
Zudem wurde im Vegleich zur Argenein signifikant verringerter Glykogengehalt (Speieher
kohlenhydrat) in der Lebeund eine deutlich erhdhte Anzahl an Mikrokernen, welcB&NA
Schadigungen anzeigen, in ddfrythrozyten von Dobeln festgestellt. Auch auf Ebene der
Lebensgemiaschaft wurden Veranderungen hinsichtlich der ermittelten Endpunkte im Flussverlauf
der Schussen festgestellt. So war die Artenanzahl und Individu¢edioherhalb des Makro
zoobenthos vor allem die sensitiven Artengruppen betreffend, unterhalb deraflage deutlich

verringert.
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Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen mit Flohkrebsen stellen
einen wichtigen Bestandteil des Gesamtprojekts daurch das Effektmonitoring mit Gammariden
wurde die Methodenpalette des Gesamtprkjs erweitert und die Effekteer Klaranlage Langwiese
konnten neben Wirbeltieren (freilebendend aktiv exponierte Fischalch in wirbellosen Gewasser
organismen, welche von groRer Bedeutung fiir aquatische Okosgstieni, beschriebewerden Die

in Kapiel 3 detailliert dargestellten Ergebnisse des Flohkrebsmonitorings sind in das vorliegende
Kapitel eingeflossen und haben erheblich zur Interpretation der Resultate des Gesamtprojekts

beigetragen.

Anhandder Kombinatiorverschiedener Untersuchungsmethodemelche sowohl die Expositioras

I dzZOK RAS 9FFS10aSAGS FoRSO10SYyS ¢6FNISa AY tNR2S|
dem Auftreten ausgewahlter Spurenstoffeden Ergebnissenendokriner und toxischer
Wirkpotentialtests den direkt in Fredndorganismen auftretenden Effekten und der Verénderdeg

wirbellosen Lebensgemeinschaft herzustelleAuf dieser Basigonnte auch gezeigt werden, dass
unterhalb der Klaranlage vor deren Ausbau mit einer vierten Reinigungsstufe toxische und hormonell
wirksame Substanzen der Schusseworlagen, welcheich bereitdurchdie entsprechenden Effekte

in denim Gewasselebenden Organismen derspiegeltenDes Weiteren wurde durch die im Rahmen

@2y a{ OKdzaaSy! {GAQa R dzNJakied SatidN ideudlics,y dass yié Sah dzO K dzy
Referenzgewdésser hinzugezogene Argen zwar deutlich geringer belastet war als die Schussen, jedoch
auchnicht vollig frei von Beeintrachtigungen (z.B. hoQeiecksilbergehalt in Fischen), und somit der

Bedarfbesteht, auch hier weitere Wersuchungen durchzufiihren

Kapitel 3: Invertebrates as indicators for chemical stress in sewag#uenced stream
systems: Toxic and endaoe effects in gammarids and reactions at the community level in

two tributaries of Lake Constance, Schussen andek

Peschke K, Geburzi J, KéhleR WWurm K, Triebskorn R

Ecotoxicology and Environmental Safety 106:-128; DOI: 101016.j.ecoenv.2014.04.011

Kapitel 3 enthalt die Ergebnisse zu Untersuchungenlimitischeninvertebraten an Schussen und
Argen im Zeiaum vor dem Ausbau der Klaranlage Langwiésstersucht wurden toxische und
endokrine Effekte in Gammariden sowie die Integritat des Makrozoobenthok.biochemischer

Ebene wurden proteotoxische Wirkungén Gammarideranhand der Stressproteinanalygds70)

untersucht.Um toxische und endokrine Effekte auf organismischer Ebemeuateilen, wurde das
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Geschlechterverhaltnis in Flohkrebsen sowie die Fekunditat britender Weibelséimmt. Zusétzlich
wurden alle entnommenen Gammaridermakroskopisch auf enen Befall mit Parasiten
(Acanthocephala) untersucht. Die durch eine Parasitierung entstehersderkturellen Veran
derungen im Organismus wurden exemplarisch fur ein Individuum anhand histologischer Techniken
dargestellt.Um maogliche Auswirkungetes Ablafs derKlaranlage.angwiese sowie der Einleitung des
flussaufwarts gelegenen Regenuberlaufbeckens Mariagath auf biozdnotischer Ebeneu
analysieren wurde an mehrere Probestellendem Flssverlauf der Schussen folgend, Makrozoo
benthos nach Vorgabetter WRRIEuropéische Union 2006htnommen Fir jede Probestelle wurde
die Abundanz aller makrozoobenthigghOrgansmen ermittelt (Individuen pro Quadratmeder
AnschlieRend wurden die unterschiedlichen Taxa mindestens bis ZueauNder Operationellen
TaxalistgHaase et al. 200destimmt, die Gesamttaazah] EPTTaxa (Ephemeroptereilecopteren
und Trichoptereh und Anzahl sensitivelTaxa (nach Fauna Aquatica Austrigdéoog et al. 2017%)

ermittelt sowie der SaprobienindgRolauffs et al. 2003)erechnet.

Die Untersuchung der Artenverteilung der zwei abundanten Flohkrebsa@ammarus pulexind
Gammarus roeselizeigte deutliche Unterschiede zelien Schussen und Argen sowigischen den
einzelnen Probestellen der SchussémderArgen traten an Probestelle BSausschlie3licks. pulex
auf, wohingegentdie Flohkrebsgemeinschadin den Probestellen der Schussen ausiée Arten mit
jeweils verschiedeneAbundanenbestand An P (oberhalbderKA) traten signifikant mehs. pulex
und wenigerG.roeseliauf als an den Probestellen B& (weit obertalb der KA unterhalb drekleiner
RUB und PSS (unterhalb der KA. Zwischen den Probestellen &% und PS wurden keine
signifikanten Unterschie festgestellt. An diesen beiden Probestellen bestand uhéersuchte
Gammaridengmeinschafizutiber 90% auss.roeseli DasgemischteAuftretenmehrere Gammariden
Speziedst per senicht ungewohnlichln unseren heimischen Flie3gewéassern werden hawkge
Bereiche von beideArten G.pulexund G.roesel) besiedelt(Pockl 1993a)NachSchwab (1995)st
das Auftreten vort. pulexallerdingseher durch hdlkre Sauerstoffgehaét und bessere Wasserqualitat
bedingt wohingegenG.roeselials ein wenigtoleranter eingestuft wird Die Ergebnisse der parallel
durchgefihrten limnochemischen Analysen zeigten jedoch kewesentlichen Unterschiedeim
Sauerstoffund Nahrstoffgehalzwischen den einzelnen ProbestellneVerringerung der Abundanz
von G.pulexan PD0 und PS3 kann moglkherweise als Hinweis agfine Schadstoffbelastung an
diesen Probestellen,evursacht durch drei kleine RUBS00) unddurch die KA Langwiese (BS

gesehen werden.

Gammariden stellen fufPomphorhynchus laeviand Polymorphus minutyswelche beide als
acanthocephale Parasiten eingeordnet werden konrgen Zwischenwirt dabDa in mehreren Studien
bereits beschrieben wurdedass eine toxisch belastete Umwelt eine Parasitierung von Organismen
begiinstigen kan{Marcodiese 2005, Morley et al. 2010, Sures 2008a, 2008b)dein diesem Kapitel
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auchdie Parasitierungsrate in Gammariden bestimiies erfolgte makroskopisch im Freiland vor
Fixierung der Individueranhand der auf3erlich sichtbaren gellange gefarbten Beiche unter dem
CarapaxDie Parasitierungsrate wurde flir beide Flohkrebsart€np(lexund G.roesel) getrennt
betrachtet. Die Anzahl parasitiert€s.roeselilndividuen unterschied sich nicht signifikant zwischen
den untersuchten Probestellen und lawischen drei bis finf Prozent. Im Gegensatz dazu traten in
Individuen vorG. pulexsignifkante Unterschiede ider Parasitierngsrate zwischen Probestelle 65
(2%) und P8 (7%)in der Schussen awwischen P8 (oberhalbder KA) und PS (unterhalbder KA)
gab esjedoch keimr signifikanten UnterschiedeVielmehr wurde ein Trend zu zunehmender
Parasitieungsrate (P80 < P® < P3) festgestellt.Mdglicherweise nimmt der Schadstoffcocktail,
verursacht durchdie RUBInd KAsm Flussverlauf der Schessimmer mehr zu und erreicht an BS

ein Niveau, das einen Anstieg der Parasitierungsrate zur FolgeAhhtand histopathologischer
Untersuchungn wurde deutlich, welche Ausmalie eine Parasitierung mit Acanthocephala im
betroffenen Wirt annehmen kanmufgund de enormen Grol3e des Parasiten, welcher fasto@er
GroRe des Wirts erreichte, wden die Wirtsosgane (Gonaden, Mitteldarm und Mitteldardnise)
extrem zurtckgedrangtine deutliche Funktionskeintrachtigungder Organe kann di€olge eine

solchenParasitierungsein.

Um mogliche endokrine Effekte aufzuzeigen, wurde das Geschlechterverhaltnis in Zeder
untersuchenden Flohkrebsgemeinschaft bestimmtin den Probenahmen der Frihlingaind
Sommermonge wurde an den Probestellen P8 (veit oberhalb KAunterhalb dreikleiner RUB) und

PS3 (unterhalbder KA) ein signifikant zugunsten der Weibchen verschobenes Geschlechterverhaltnis
festgestellt. Basierend auf den Ergebnissen kadewig et al. (2006Jlie in eirem eher unbelasteten
Gewasser ein Geschlechterverhaltnis von Mannchen zu Weibchen von 1:1,5 fand, deligeia de
Schussen ermittelterignifikanten Abweichungnvon diesem Verhaltnis zugunsten der Weibchen auf
Effektehin, die durchdie Regenuberlaufecken (P80) und den Einledtr der Klaranlage Langwiese
(PS3) verursacht wurderDurch dieseeinleitungerkdnnen unter anderenendokrine Disruptoren ins
Gewassergelangen welche eine Verschiebung des Geschlechterverhaltnisses zugunsten der
Weibchen veruvsachenkdnnen Diesen Effekt konnten aucBchneider et al. (2015) ihrer Studie
beobachten. G.pulex wurden in FlieBrinnen gegeniber 3366 und 108prozentigem
Klaranlagenablauf der Klaranlage Gravenwiesbadteissen (ausgestattet ndtei Reinigungsstufen,
25.000 EinwohnerWerte) fur einen Zeitraum von 30 Tagesxponiert. In allen Fliel3rinnendie
Abwasseranteile enthielten, war das Geschlechterverhdltnis signifikant zugunsten der Weibchen
verschoben und defnteil der Weibchen nahm signifikant mit steigender Abwasserkonzentration zu
(Schneider et al. 2015)Auch bei Watts et al. (2002)wurden in Laborstudien signifikante
Verschiebungen des Geschlechterverhaltnisses zugunsten der Weibchen bei ExpositicBguulen

gegentber 10@g/L, 1ug/L und10x 3 k [ -Ethinyléstradiol (EE) festgestellt.Im Gegensatz zum
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Frahjahr war im Herbst das Geschlechterverhaltmisdan Prdestellen der Schussemicht mehr
signifikant zugunsten der Weibchen verschobie energiezehrede Fortpflanzung im Frihjahr und
Sommer(P6ckl 1993akann eine steigende Mortalitat der Weibchen zur Folge haberiche sich

wiederum auf dagseschlechterverhaltnis auswirken kann

Die Ergebnisse der Untersuchungen des Geschlechterverhaltnisses deuteti® Rtdsenz endokrin
wirksamer ®ffe unterhalb der RUBNd der Klaranlage Langwiese himtersuchungen voriarth et

al. (2018) Ladewig et al. (2006)nd Mazurova et al. (201Qeigten im Gegensatz zu den Studien von
Schneider et al. (2015)nd Watts et al. (2002)dass im Freiland auch nachweislich erhéhte
Konzentrationen o6strogenwirksamer Stoffe nicht zwangslaufig in erhohter Fekunditat weiblicher
Gammariden resultierte. Ladewig et al. (2006)nd Mazurova et al. (2010§onnten bei erhdhte
Ostrogenkonzentrationen keine Auswirkunganf die Fekunditat nachweisemarth et al. (2018)
berichtetenvon verringerter Fekunditat weiblicher Gammariden anee Probestelle unteralb der
Klaranlage Wallernhausen in Hessen und auch UntersuchungeBretiechneider et al. (201@)n der
Nidda, ebafalls in Hessen gelegen, zeigten einen verringerten Fekunditatsindex in weiblichen
Gammariden an einer Probestelle flussabwarts von zwei kommunalen Klararifdiggnet al. (2017)
exponiertenG.fossarumin einer Pilotanlage der Klaranlage Bellecombe (H&ateoie, Frankreich).

Hier kannten die Effekte der Abwasserreinigung anhand des Belebtschlammverfahrens mit und ohne
Zugabe von Ozon (9mg QJ/L) untersucht werden. In beiden Ablaufen war die Fekunditat weiblicher
Gammariden im Vergleich zur Kontrolle signifikant verringéfigh et al. 2017)Diese Ergebnisse
deuten darauf hindass der Fekunditatsindex in Gammariden von einem komplexen Zusammenspiel
zahlreicher Faktoren bestimmt wird. An den Probestellen der Schussen wurde im Sommer und Herbst
ein signifikant verringerter Fekunditatsiexan PS8 (unterhalb der KA) und BB {(wveit oberhalbder

KA, unterhalb drei kleiner RUBn Vergleich zu RB(oberhalbder KA) festgestellt. Zwischen Schussen
und Argen traten keine signifikanten Unterschiede auf. Im Gegensatz zu Laborstudien sind
Flohkrebsgemeinschaftém Freilanckeiner defhierten Menge ausgewahlter Chemikalien ausgesetzt,
sondern eine breiten Mischung unterschiedlichster Schadstoffe. Dieser Scbiig3bocktail, welcher
durch RUBRInd KAs in die Gewasser gelangt, kann durch toxische Wirkung trotz erhéhter endokriner

Potentide die Fekunditat negativ beeinflussen.

Neben diesenpopulationsdkologischen Aspektemwurden an jeder Probestelle in einzelnen
Ganzkorperhomogenaten von jeweils 40 Gammaridenw2bliche und 20 mannlichelndividuen)
mittels SDS5elelektrophorese und Imuomoblot auf biochemischer Ebene die Stressproteinlevel
(Hsp70) bestimmt um mogliche protetoxische Effekte zu ermitteln Zu diesem Unter
suchungszitpunkt unterschieden sich die beide Arten G.pulex und G.roesel) in ihrem
StressproteirGrundlevel sigifikant. Deshalb wurden digergebnissefir beide Arten getrennt
ausgewertet Zwischen dem H0O-Level weiblicher und mannlicher Flohkrebse traten keine
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signifikanten Unterschiede auf, so dass die Ergebnisse beider Geschlr@darmengefasst werden
konnten. In G.roeselikonnte die Hsp7@nalyse nur in Individuen aus der Schussen durchgefihrt
werden, da diese Flohkrebsan der Argen nicht auftrat. Die fUfG.roeseli ermittelten
Stressproteinlevel unterschieden sidwischen den Probestellen der Scramssicht signifikant
voneinander Daten fur G.pulex die im Sommer erhoben wurderzeigten jedoch signifikante
Unterschiede zwischen den Probestellen der Schussen: Das-HepdldnG. pulexwar an P®0 (weit
oberhalbder KA, unérhalb drei kleiner RUB) drPS3 (unterhalbder KA)im Vergleich zu Probestelle
P30 (oberhalbder KA) signifikant erhéht. Zwischen Schussen und Argen wurden keine signifikanten
Unterschiede festgestellDie chemische Analytik im Rahmen des Verbundprojekts zeigte, dass die
Konzentationen von 14 ausgewahlten Spurenstoffer{darunter Carbamazepin, Diclofenac,
Metoprolol, Acesulfam und 1Benzotriazol) die mit 100%iger Detektionshaufigkeivor dem
Klaranlagenausbaan den Probenahmestellen PSind PSS gemessen wurdeman PS3 (unterhalbder

KA) deutlich hdher lagen als an PS 0 (obertiattK A)(Scheurer et al. 2017b)Ynter Bertcksichtigung
dieser unterschiedlichen Belastung der Probestellen mit Spurenstoffen ist anzunehdaess das
ermittelte Stresspoteinlevel an PS 0 (oberhaliler KA) einen eher ungestresster Zustand der
Gammariderwiderspiegelt. Demzufolge kamiie Erh6hung des Stressproteinlevel§Simpulexan PS 3
(unterhalbder KA) auf proteotoxische Wirkungen von Schadstoffen, welche in erh&latezentration
unterhalb der Klaranlage vorlagenridokzufiihrensein An Probestelle P® (weit oberhallder KA,
unterhalb drei kleiner RUB) wurde zwar keine chemische Analytik durchgefiihrt, aber auch hier war
von einer hoéheren Schadstoffkonzentratiorufgrund der Regenwasserentlastung auszugehen,
wodurch das Stressproteinlevel@ pulexerhtht wurde.Diese Ergebnisse spiegelten sich auch in den

bereits diskutierten Untersuchungen des Geschlechterverhaltnissesemidetkunditat wder.

Um die Auswirkugen des Einleiters der Klaranlage auch auf Ebene der Lebensgemeinschaft
darzustellen, wurdeDaten zum Makrozoobenthos ausgewertet, din Dr. Karl Wurm (Gewéasser
Okologisches Labor Starzaam) Herbst2010erhoben wurden Nach denvonder WRRIEuropaische
Union 2000)orgegebenen Verfahren wurds den Probestellen Ri5(oberhallbder KA, oberhallnles

RUB), P$ (oberhalb der KA, unterhalbdes RUB), P& (direkt unterhalbder KA), P8b (10km
unterhalbder KA) und P$ (15km urterhalbder KA) der Schusséfakrozoobenthos entnommerks
konnte ein deutlicher Einfluss des Regeniberlaufbeckens Mariatal und der Klaranlage Langwiese auf
alle untersuchten Parameter innerhalb der makrozoobenthischen Lebensgemeinschaft festgestellt
werden. Im Verlauf der Schussen naBmsowohl die Anzahl makeoobenthischer Taxa als auch die
Individuendichte pro Quératmeter kontinuierlich von P& (oberhalbder KA, oberhallses RUB) (iber

PS1 (oberhalb derkA, unterhalodesRUB) ziPS2 (direkt unterhalbder KA) ab und waren dort am
gerinsten.Weiter flussabwarts, an P2 und PS3, nahmen die Anzahl der Taxa und auch deren

Abundanz wieder zuDasselbe Muster ergab sich auch bei Betrachtung der Anzahl sensitiver Taxa nach
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Fauna Aquatica AustriacBMoog et al. 2017)und der EPATaxa (Ephemeroptera,Plecoptera,
Trichoptera).Da vor allem sensitive Taxa und HRXKa welche Uberwiegend intolerante Arten
beinhalten,empfindlicher auf Belastungen, insbesondere auf toxischdiissd, reagierefiHering et

al. 2004) kann der Riickgang dieser Artdnrch mogliche toxische Einfliisse des RUB und der KA
bedingt sein Von funf der in der Schussen vorkommenden Arten der Kaferfamilie EImidae, welche zu
den sensitiven Taxa gezahlt werd@hoog et al. 2017)traten an P& direkt unterhalb der Klaranlage
lediglich Elmis maugetiiund Limnius volckmarauf. Esolus parallelepipedugiolus cupreusind
Oulimnius tuberculatyswelche an Probestellen oberhalb der Klaranlagemgefunden wurden,
kamen an P3 nicht mehr vor Weiter flussabwértszehn Kilometeunterhalb der Klaranlage (28),

schien sich das Makzoobenthos wieder erholt zu habamd ahnelte in Bezug auf Indiviendichte

und Artenzahl der ator ermittelten Situation an P& oberhalb der Klaranlage.

Nachdem die gesammelten Arten auf Niveau der Operationellen Taxébhémbock et al. 2010)
bestimmt wurden,wurde der Saprobienindex berechndber Saprobienindex gibt das Mal3 der
organische Belastung, der die Artengemeinschatft eines FlieRgewéassers ausgesatrias{Rolauffs

et al. 2003) Durch das Saprobiensystem wird jeder einzelnen Art des Makrozoobenthos ein Saprobie
wert zugeordnet, der ein MaR fir den Sauerstoffbedarf der jeweiligen Art darstellt. Derhieteic
Mittelwert der Saprobiewerte aller makrozoobenthischen Organismen eines FlieRgewéasserabschnitts
indiziert somit die Sauerstoffverhaltnisse, die in dims&ewdadsserabschnitt herrschelVerden
organische Substanzen ins Gewasser eingetrdgem dies dich unterschiedliche Prozesse zu einer
Verringerung des Sauerstoffgehalts im entsprechenden Gewésserabschnitt fiihren. Im betroffenen
Abschnitt kbnnen dann nur die Arten Uberleben, die an sauerstoffarme Verhaltnisse angepasst sind.
Im Verlauf der FlieRstré&e kdnnen eingetragene organische Substanzen aber auch wieder abgebaut
werden. Dies filhrt zu einem steigenden Sauerstoffgehalt im Gewasser und anspruchsvollere Arten
konnen diesen Gewasserabschnitt wieder besiedeln. Ein hoher Saprobienindex weist aigohegan
Belastung hin, wahrend bei sinkender organischer Belastung auch der Saprobienindex niedriger wird
(Rolauffs et al. 2003Per Saprobienindex an den Probestellen 8ehussn lag zwischen 1,77 (Bp

und 1,90 PS2b), der Schwankungsbereich zwischen den einzelnen Probestellen war also relativ gering
Anhanddieser Wertekonnte dem gesamten Untersuchungsbereich der Schussemnach WRRL
(Europdisch&nion 2000V A Yy RS & (i Sy a 3 &praviNRZABNndd & @Id4A082 6 A S SN S |
1,6 und 2,1)zugeordnetwerden Der nur minimale Astieg des Saprobienindex an P8irekt
unterhalb der Klanalage (1,86) im Vergleich zu P@berhalbder KA, unterhab des RURL,83) zeigte,

dass die Klaranlage Langwiese nur geringe Auswirkungen auf die Saprobie des untersuchten
Gewaésserabschnitts hatt®ereits vor Inbetriebnahm der Pulveraktivkohlestufe wiele Klaranlage

einen hohen Reinigungsgrad auf,da@ssdie organische Fraktion des Abwassgersler KA vollstandig

abgebaut wude und nicht mehr in den Vorfluter gelaregt
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Die Ergebnisse der Untersuchungen vor dem Ausbau der Klaranlage zeigten, dass sowohl der
Gesundheitszustand von Gammariden als auch die litd¢gies Makrozoobenthos an verschiedenen
Probestellen der Schussen durch die Einleitung der Klaranlage Langwiese beeintrachtigt waren.
Unterhalb der Klaranlagé®>S3) war das Geschlechterverhaltnis in Gammariden signifikant zugunsten
der Weibchen verscham, was auf die Prasenz endokrinwirksamer Substanzen hindeutete. Dass auch
allgemein toxische und proteotoxische Stoffe unterhalb der Kl&aranlage vorhanden waren, uf3erte sich
in einer signifikant verringerten Fekunditat britender Weibchen und einem dgntfierhdhten
StressproteinlevelAuch auf der Ebene der Lebensgemeinschaft konnten Verdnderungen beobachtet
werden.Direkt interhalb der KlaranlagPS2) war die Gesamttaxazahl als auch die Anzahl sensitiver
und EPITaxa deutlich verringerZudem war d@ Anzahl an Individuen pro Quadratmetan P2,

direkt unterhalb der Klaranlaggeringer als an den flussaufwérts gelegenen Probesteéllebhen der
Veranschaulichung der Auswirkungen des Klaranlageneinleiters auf Gammariden und Makrozoo
benthoswurde anhand dieser Untersuchungen auch verdeutlichass 6kotoxikologische Studien auf
unterschiedlichen biologischen Organisationsebenen zu unterschiedlidBrgebnissen flhren
koénnen. Beispielsweiseurden inGammariden 1%&m unterhalb der Klaranlag®S3) festgestellt, dass

diese durch den Klaranlageneinleiter beeintrachtigt oder durch zusatzliche diffuse Eintrage beeinflusst
waren,wohingegerdie Lebensgemeinschaft des Makombenthos an dieser Stelle noch unbeeinflusst

zu sein schien.Somit wurde auch die Bealeutung eines breitgefacherterMonitorings auf
verschiedenen biologischen Organisationsebenenr Beurteilung der Auswirkungen von

Mikroschadstoffeintragen auf invertebrate Gewéasserorgamisroekraftigt.

Kapitel 4:Reaktionen von Flohkrebsen und Makrozlbenthos auf die Nachristung einer

Klaranlage mit einer Pulveraktivkohlestufe

Peschke K,lBmester J, Hermann M, KéhlerR® Reitter K, Scheurer M, Wurm K und Triebskorn R

gwf - Wasser/Abwasser 157(4): 3879

In diesem Kapitelerden die Ergebnisse der témsuchungen mit Invertebraten v@g20102013) und
zwei Jahrenach dem Ausbau der Klaranlage Langwig@®914 und 2015) verglichen und in
Zusammenhang mit delaBrgebnissemveiterer Projektpartner des Verbundprojekts Schussenpkis
gebracht.Die Untersuchungen mit Gammariden wden an PSO (oberhalb der Klaranlage) uts3

(15kmunterhalb der Klaralage) an der Schussen sowieR#b an der Argen durchgefiuihiDie Effekte
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auf Ebene der Lebensgemeinschaft (Makrozoobenthvogsiienan PSO (oberhalb der Klanlage) und

P32 (direkt unterhalb der Klaranlaggnder Schussen sowie arsR an der Argen betrachtet.

An Gammaridenwurde das Geschlechterverhéltnisses undie Fekunditat bestimmt und der
Stressproteingehalt analysiert. Um diggebnisse vor dem Ausbader Klaranlage besser mit jenen
nach dem Ausbau vergleieh zu kénnenwurdenfir die einzelnen Parameter die Daten jeweils vor
und nach dem Ausbau der Klaranlage jeweils fur Fruhling, Sommer und Herbst zusammempatasst
dem Ausbau der Klaranlage wdie Datenlage zum Zeitpunkt dieser Veroffentlichung noch etwas
geringer. e Ergebnissem Frihling nach Ausbau der Klaranlagerden durch die gemittelten
Frihlingsprobenahmen der Jahre 2014 und 204&fgestellt Sommer und Herbstestandenlediglich

jeweils aus eineProbendame im Jahr 2015

Wie in Kapitel 3bereits beschrieben, war das Geschlechterverhaltnisehalb der Klaranlage
Langwiese vor Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe im Fruhling und Sommer signifikant
zugunsten der Weibchen verschobeAnderweitige Studien im Labor uréreiland konnten ein in
Richtung der Weibchen verschobenes Geschlechterverhaltnis in Gammaridasammenhangnit

einer Exposition gegentber Gsgenen und/oder Xenodstrogenen bring€¢Bchneider et al. 2015,
Watts et al. 2002)Und auch die an der Schussen gewonnenen Ergebnisse vor Inbetriebnahme der
Pulveraktivkohlestufe deuteten auf mdogliche hormonell wirksame Substanzen flussabagits
Klaranlageneinleiters hinNach dem Ausau der Klaranlage war das Geschlechterverhaltnis in
Gammariden nur noch im Frihling signifikant zugunsten der \Weibcverschoben, die zuvor
beobachteten Unterschiede im Sommer traten nicht mehr abfass hormonell wirksame
Mikroschadstoffe unterhalb derKlaranlage vor deren Ausbau prasent waren, zeigten auch
Untersuchungen weiterer Kooperationspartner. Anhand vBeportergenassay mit Mamma
karzinomzelllinie und Hekzelllinie (Bleha und Benisek 201&owie EScreen Assayduch 2017a)
wurden dstroger Wirkpotentiale an PS unterhalb der Klaranlage festgestellt. Nach dem Ausbau der
Klaranlage waresowohl in den Reportergenassagis auch in den durchgefiihrten-&creen Asses

die ermittelten Konzentrationen an Ethinyldstradiolaquivalenten (EEQ) deutlich geringer als zum
Zeitpunkt vor Ausbau der Klaranla@g@laha und Benisek 2017, Kuch 201 T®mzufolgekann die
Reduktion 0OstrogenerSubstanzen durch die Pulveraktivkohlestufe zu einer Veranderung im
Geschlechterverhaltnis gefiihrt haben, wodurch dieses im Sommer nicht mehr signifikant zugunsten
der Weibchen verschoben wurde. Nach wie vor war das Geschlechterverhdltnis allerdingsling Frih
auch nach Ausbau der Klaranlage signifikant zugunsten der Weibchen verschoben. Moglicherweise
haben sich Pestizide, die verstarkt im Frihjahr eingesetzt werden und auch hormonell wirken kénnen,

auf das Geschlechterverhdltnis ausgewirkt.
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Zusatzliche twische Einflisse der Klaranlage Langwiese wurden anhand der Untersuchung der
Fekunditat britender Gammaridegrsichtlich. Wie in Kapitel Bereits diskutiert, bestarkten weitere
Studien(Brettschneider et al. 201%arth et al. 2018, Ladewig et al. 2006, Mazurova et al. 2010, Wigh
et al. 2017)die Annahme, dass die Fekundiat weiblicher Gammariden von einem komplexen
Zusammenspiel zahlreicher Faktoren bestimmt wird. Vor Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe
war de Fekunditatsindex weiblicher Gammariden in den Sommuned Herbstprobenahmen unterhalb

der Klaranlage signifikant niedriger als oberhalb. Dies stand vermutlich weniger mit hormonellen als
mit zusatzlichen toxischen Einflissen im Zusammenhang. Durch ddrawder Klaranlage wurden
diese Einflisse reduziert, so dass hinsichtlich der Fekunditat weiblicher Gammariden zwischen den
Probestellen oberund unterhalb der Klaranlage keine signifikanten Unterschiede mehr auftraten. Im
Probenahmezeitraum nacheth Audvau der Klaranlagavaren die Fekunditatsindizes britender
Weibchenim Herbstan P$ an der Agen signifikant hdher als an B$interhalb der Klaranlage an der

Schusse. Im Herbst waren die toxischen Wirkungen in der Argen somit geringer als in der Scthusse

Um gezielt proteotoxische Wirkungen zu untersuchen, wuwde bereits in Kapitel3eschrieben, das
Stressproteinlevel dean den einzelnen Probestellantnommenen Gammariden bestimmt. Nach
dem Klaranlagenausbau, im Frihling 2014, konrdenPS0 anhand einergréf3eren Stichprobe an
G.roeseli und G.pulex Individuen erneut die Stressproteisrundlevel beider Arten statistisch
verglichen werden. Im Gegensatz zu Ergebnissen die eine kleinere Stichprobe vor Ausbau der
Klaranlag lieferte ergaben sich numit der fir statistische Auswertungen geeigneteren grof3eren
Stichprobe keine signifikanten Unterschiemehr zwischen den beiden Arten. Im Folgenden wurden
deshalb die beiden Arten nicht mehr getrennt analysiert alsfsammarus spetezeichnetDadurch
konnten nun auch die Stssproteinlevel in Gammariden vé#%3 an der Schussen (unterhalb der KA)

mit denjenen in Gammariden vd?s5 an der Argen verglichen werdafie vor Ausbau der Klaranlage
ergaben sich naclderen Ausbau keine signifikanten Untersetle zwischen dem Stressprotein
Grundlevel weiblicher und mannlicher Gammariden. Somit konnten nach wie vor die Analysen beider
Geschlechter zusammengefiihrt und gemeinsam ewsget werden.Vor dem Ausbau der Klaranlage
Langwiese war im Frihling das St®teinlevel in Gammariden unterhalb der Klaranlage signifikant
hoher als an deProbestelle oberhalb der Klaranlage.Gammariden, die nach Inbetriebnahme der
Pulveraktivkohlestufe unterhalb der Klaranlage entnommen wurden, war das Stressproteinlevel im
Vergleich zur Probestelle oberhalb der Klaranlage nicht mehr signifikant eii@sdeutete darauf

hin, dass proteotoxisehSubstanzen, die vor dem Ausbau der Klaranlage das Stressproteinlevel in
Gammariden erhdht hatten, durch Inbetriebnahme der Pubkéivkohlestufe reduziert wurderund

sich nicht mehr in einem Anstieg des Stressproteinlevels duRerten

Auch auf Ebene der Lebensgemeinsclidfitersuchung des Makrozoobenthos durch Dr. Karl Wurm,
Gewasserokologisches Labor Starzddmnten durch den Aumau der Klaranlage Langwiese bereits
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15 Monatenach Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe erste Veranderungen festgestellt werden.
Betrachtet wurden in diesem Kapitel die Gesamttaxazahl und der Saprobierdintiard der Daten

fur Fruhling und Herbst vogMittelwerte der Jahre 2012 und 2013) und nach dem Ausbau d
Klaranlage (2014)Vor Inbetriebnahme der Puvaktivkohlestufe waren direktunterhalb der
KlaranlaggPS2) die makrozoobenthischen Taxa geringerer Anzahl vertreteals es oberhalb der
Klaanlage (P8) und an der Argen (P&) der Fall warNach Ausbau der Klaranlage war die Taxazahl

an der Skussenunterhalb der Klaranlage Langwiese im Frihjahr als auch im Herbst im Vergleich zu
Probenahmen vor dem Ausbau deutlich erhdhh ReferenzgewéasseArgen erniedrigte sich im
Frahling und Herbst naatem Zeitpunkt des Klaranlagenausbaus an der Schussen die Anzahl der Taxa.
Da die Untersuchungen des Zustands nach Ausbau der Klaranlage lediglich ein Jahr (2014) umfassten,
konnte nicht eindeutig festgéslit werden, ob der Riickgang makrozoobenthischer Taxa an der Argen
eher mit jahresspezifischen Schwankungen oder einer Verschlechterung des Gewasserzustands an der
Argen inZusammenhang gebracht werdenrkwe. An der Schussen wurden positive Veranderungen
auch bei Auswertung des Saprobienindex gezeigt. Nach Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe war
der Saprobienindex in der Schussen unterhalb der Klaramhlaggwiese im Frihling deutlich und im
Herbst leichhiedriger als vor dem Ausbau der Klaranldgies war am Referenzgewasser Argen nicht

der Fall. Die Zuschaltung einer vierten Reinigungsstufe kann @8BVNert (Chemischer
Sauerstoffbedarf, beschreibt die Menge an Sauerstoff, welche zur Oxidation der gesamten organischen
Stoffe im Wasser verbraucht imd) im Klaranlagenablauf deutlich verringern, da organische
Verbindungen Uber Aktivkohle entnommen werden kénn@netzger 2019) Eine Emdhung des
Sauerstoffgehalts im Gewasser unterhalb der Klaranlage nach deren Ausbau kdnnte sich in einem
Anstieg der Anzahl sauerstoffsensitiver Taxa auf3ern. Diesen wird im Saprobiensystem ein geringerer
Saprobiewert zugeordnet als es bei Arten die an sstoffarme Bedingungen angepasst sind der Fall

ist, was zu einer Verringerung des Saprobienindexes flihren wiirde. Anhand der begleitenden
limnochemischen Wasseruntersuchungen konnten an der Probestelle unterhalb der Klaranlage jedoch
keine Unterschiede zwiben den Untersuchungszeitraumen vor und nach deren Ausbau festgestellt
werden.Da aber belastungssensitive Arten zumeist auch die Arten sind, welche héhere Anforderungen
an den Sauerstoffgehalt des Gewassers stellen, kann einer Erniedrigung des Saptekiaach der
Anstieg belastungssensitiver Taxa aufgrund der Reduktion von Spurenstoffen im Klaranlagenablauf

zugrunde liegen.

Diese positiven Auswirkungen der Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe auf der Klaranlage
Langwiese auf invertebrate Lebew@dsa der Schussen spiegelten sich auch in zahlreichen Ergebnissen
beteiligter Kooperationspartner des Verbundprojekt&ler, welche inAbschnittS zusammengefast

und diskutiert werdenlm vorliegenderKapitels konnte zum einen gezeigt werden, dass sowiehl

Verteilung der Taxa innerhalb des Makrozoobenthos als auch der Gesundheitszustand von
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Gammariden durch die Klaranlage Langwiese bei Ravensburg vor deren Ausbau mit einer
Pulveraktivkohlestufe negativ beeinflusst wurde. Hinweise auf moégliche Wirkungemohell
wirksamer Substanzen lieferten die Untersuchungen zum Geschlechterverhdltnis bei Gammariden. Die
Resultate zur Fekunditat der Weibchen smf@en zudem fur den Einfluss nicht nur hormonell
wirksamer, sondern auch vor allem toxischer Substanzengsidie negativ auf die Fruchtbarkeit
weiblicher Gammariden vor Ausbau der Klaranlage ausgewirkt haben. Nach Ausbau der Klaranlage
kam es zu einer deutlichen Verbesserung des Gesundheitszustandes der Gammariden. Dieser Effekt
auf Individualebene spiegeltsich auf biozonotischer Ebene wider: Der verbesserte Saprobienindex
und die hoheren Taxazahlen in der Schussen unterhallK#ganlage wiemn auf einen positiven
Einfluss des KA Ausbaus auf die GewasserbiozonoseDhirder Untersuchungszeitraum nach
Inbetriebnahme der viertenReinigungsstufe jedoch erstwei Jahre umfasst konnten auch
jahresspezifische Schwiaimgennicht ausgeschlossen werdddim die in diesem Kapitel gewonnenen
Aussagen zu untermauern und jahresspezifische Schwankungen bestmdglichie@eachh konnen,
wurden die Untersuchungen noch fiir weitere Jahre fortgefiihrt. Die daraus resultierenden Ergebnisse

werden im folgenden Kapitel Aisammenfassendorgestellt.

Kapitel 5 Impact of a wastewater treatment plant upgrade ommphipods and othe macro

invertebrates: individual and community responses

PeschkeK,Capowiez YKohlerH-R, WurmK and TriebskorR

Frontiers in Environmental Science 7: 64; 1013389/fenvs.2019.00064

Hfekte des Ausbaus der Klaranlage Langwiese mit einer Pulvdalhigstufe aufwirbellose
Gewasserorganismen sirdich Inhalt deKapitels5, allerdings werden jetzt Langzeiteffekte bis 2017
betrachtet Die Untersuchungen mit Gammariden wurden, wie in allen vorherigen Kapiteln auch, an
den Probestellef®S0 (oberhalb @ér KA Langwiese) uS3 (unterhalb deilKA) an der Schussen sowie
an P$ am Referenzgewasser Argen durchgefliiMaikrozoobenthosorganisnme wurden an den
Probestellen P8 (oberhalb der KA), PASoberhalb der KA, untkalb des RUB), Pdirekt unterhab

der KA) und P$ (15km unterhalb deKA) an der Schussen, und ardR8n Referenzgewasser Argen

untersucht.Es erfolgte eine umfassende statistische Datenanalyse der gesamten Datensatze bis 2017.

Sowohl vor als auch nach dem Ausbau der Klaranlage iesegunterschied sich die Verteilung der
GammarusSpezies signifikant zwischen dBnobestellen oberund unterhalb der Klaranlage der

Schussen als auch zwischen Schussen und Afgerbereits in Kapited dargestellttrat in der Argen
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weiterhin ausschiiBlichG.pulexauf, wohingegen die Gammaridengemeinschaft in der Schussen aus
G.pulexund G.roeselibestand.Vor und nach dem Ausbau der Klaranlage wareR3 (oberhalb der
KA)signifikant mehiG. pulexund wenigerG.roeselivertreten als an PS (unterhalb der KA)An allen
untersuchten Probestellen traten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Artenverteilung
zwischen dem Untersuchungszeitraum vor und nach dem Ausbau der Klaranlage Langwiese auf.
Demzufolge schien der Auslauf der Klaagel die Artenzusammensetzung der Gammariden

gemeinschaft an dieser Probestelle nicht zu beeinflussen.

Das Geschlechterverhaltnigrgebnisse vo.pulexund G.roeselizusammengefiihrt und als.spec
betrachtet) war vor dem Ausbau der Klaranlage dviesean PS3 (unterhalb der KA) im Fruhling 2010,
2011 und 2012 sowie im Sommer 2010 signifikant zugunsten der Weibchen verschoben (Statistische
Uberprufung auf Abweichung von einem Verhéltnis der Mannchen zu Weibchen von 1:1,5). Nach
Inbetriebnahme der Pulvektivkohlestufe wurde unterhalb der Klaranlage eine signifikante
Verschiebung des Geschlechterverhaltnisses zugunsten der Weibchen nur noch im Friihling 2014 und
2015 festgestellt. In Untersuchungen drei und vier Jahre nach dem Ausbau der Kla(&nldujeg

2016 und 2017pab es keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen den Probestdlérhalb

(PD) und unterhalb (PS) der Klaranlage.Ergebnisse der innerhalb sleVerbundpragkts
durchgefihrten EScreen Assays zeigten beim Vergleich der Untersgsaaitpunkte vor und nach

dem Ausbau der Klaranlagedass deutlich weniger Ethinglbadiolequivalente (EEQ) an BS
(unterhalb der KA) nach dem Ausbau nachgewiesen werden koritesh 2017a)Untersuchungen

in Wasserproben, die den verschiedenegiriyungsabschnitten der Klaranlage entnommen wurden,
zeigten sogar, dass im Vergleidum Ablauf der Nachklarung durch Inbetriebnahme der
Pulveraktivkohlestufe die oOstrogene Aktivitdt um 86+ 5% reduziert wurde(Kuch 2017h)
Demzufolgest die Wahrscheinlichkeit hoch, dadie Veranderung des Geschleciverhaltnisses in
Gammaridengemeinschah unterhalb der Klaranlage nach deren Ausbau ddt damit einher
gehenden Reduktion Ostrogenwirksamer Substanzeisammenhéangt Fir jeden Probenahme
zeitpunkt wurde der Unterschied zwischen den ermittelten Gestigeerhaltnissen a P und

PS3 6 SNB OK y $RB0) arid ahar{d nichtlinearer Regressigfffourier Polynonirx2, #=0,99
graphisch dargestellDer Kurvenverlauf zeigteutlich, dass vor dem Ausbau der Klaranlage vor allem
im Frahling und Frihsommer groRe Unterschiede zwische@ &8l PS3 bestanden. Zu diesen
Zeitpunkten war das Geschlechterverhaltnis an3R8nterhalb der KA)starker zugunsten der
Weibchen verschoben als an @®berhalb der KA)In Ubereinstimmung mit den vdguch (2017b)
anhand des £creen Assays gewonnen Ergebmsswi3erte sich die Reduktion dsgrener Aktivitat

im Klaranlagenablauf durch eine kontinuierliche Verringerung der Unterschiede zwischen den
ermittelten Geschlechterverhéltnissen ob&iPS0) und unterhalb (PS) der Klaranlage Langwiese.

Jedoch wurden auch nach Inbetriebnahme der viefinigungsstuférotz einer Verringerung der
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Ostrogenen Aktivitat im Klaranlagenablgifuch 2017b)m Frihling Unterschiede zwischen ®8nd
PS3 festgestelltDies kann damit zusammenhangaetass Gammariden an B$15 km unterhalb der
Klaranlage) nicht ausschlieRlich durch den Klaranlageneinleiter hesihfwurden. Der Anteil
landwirtschaftlich genutzter Flachen (Hopfen und Obstkulturen) in der Umgebung v@nsPSehr
hoch.Pestizide, die zu den endokrinwirksamen Substanzen zéhletersen et al. 2002indvor allem
im Frahling und Frihsommer ausgebracht werdeirnen an dieser Probestelle das Géschter

verhaltnis in Gammariden im Frihling und frihen Sommer beeintrachtigt haben.

Vor dem Ausbau der Klaranlage zeigten sich auch deutiffie&tedes Klaranlageneinleitersuf die
FekunditatweiblicherGammaridenIn britenden Weibchen unterhalb dé&laranlaggPS3) war der
Fekunditatsindex im Herbst 2010, 2011 und 2012desrErweiterung der Klaranlage mit einer vierten
Reinigungsstufesignifikant verringert im Vergleich zur Probestelle oberhalb der Klaranlage).(PS
Nachdem die Pulveraktivkohlege in Betieb genommen wurde, traterim Herbst 2014 keine
Unterschiede mehr zwischen den Fekunditatsindizes britender Weibchen @GidB8rhalb der KA)

und PS3 (unterhalb der KAQwuf. Ergebnisse der Untersuchungen im Frihling und Sommer zeigten
dasselbe Muster. Die Fekunditat in weiblichen Gammariden kann neben endokrinwirksamen
Substanzen(Mazurova et al. 2010, Schneider et al. 2015, Watts et al. 2@02h durch die
Wassertemperatur beeinflusst werdd®6ckl 1993a)Limnochemische Untersuchungen, die parallel
zu jeder Entnahme der Gammariden an den entsprechenden Probestellen durchgefiihrt wurden,
zeigten, dass weder vor noch nach dem Ausbau der Klaranlage Unterschiede zwischen der Wass
temperatur an P® und PS bestandenDemzufolgekonntein diesem Falllie Wassertemperatur als

die Fekunditdt veranderndeFaktor ausgeschlossen werden. Im Freiland sind Gammariden einer
komplexen Mischung unterschiedlichst8purenschadstoffausgesezt. Dieser Schadstoffocktail

kann durch unspezifische Toxizitat endokrine Effekte Gberlagern und sich dadurch beeintrachtigend
auf die Fekunditat weiblicher Gammariden auswirkBorch den Ausbau der Klaranlage kondie
Konzentration zahlreicher Schetdffe sowohl im Klaranlagenausla(8cheurer et al. 2017a)s auch

an P33 unterhalb der Klaranlage mafRgeblich verringert werd&cheurer et al. 2017b)Diese
Verbesserung hinsichtlich der Schadstoffbelastuntgiinalb der Klaranlage auf3erte sich somit auch

in der Fekunditat britender Weibcheiuf Basis votuntersuchungen im Referenzgewdasser Argen
konnten jahresspezifische Effekt@usgeschlossen werden. Die Fekunditatsindizes britender
Weibchen an PS5 (Refereizgewasser Argenynterschieden sich zwischeallen untersuchten

Zeitpunktennicht signifikant und bewegten sich stets im &hnlichen Bereich.

Durch Erweiterung deBatensatzeszu denStressproteirHsp70Analys@ in Gammariden konnten
aufgrund der grofRen Vabilitdt der Daten durch statistische Auswertung keine Unterschiede mehr
zwischen den Probestellen obemd unterhalb der Klaranlage festgestellt werdé@tierdings war ein
Trend zu geringeren Hspi@veln in Gammariden unterhalb der Klaranlage3)Pig Vergleich zur
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Probestelle oberhalb (RB ersichtlich.,AuRerdem gab es Unterschiede zwischen detersuchten
Jahren.Beide eben genanntelnterschiede traterjedoch jahreszeitenunabhangig sowohl vor als
auch nach dem Ausbau der Klaranlage auf. Zu alemliEingebnisse kamen auch weitere Kooperations
partner anhand deren Untersuchungen mit Fischafilhelm et al. (2017analysierterdie Hsp76Level

in Leber, Nieren und Kiemenproben von im FreilamthitnommenerDdbel (eucisus cephalusund
Schneider Alburnoides bipunctatys Auch fiir diese Fischarten konnten fiir Stressproteine keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzalrferobestellenjedoch zwischen den einzelnen
Jahrennachgewiesen werderDie beiden im FreilanehtnommenenFischarten reagierten sehr stark

auf jahresspezifische Schwankungen, so dass die von der Klaranlage ausgehenden Effekte -mdoglicher
weise Uberlagertvurden (Wilhelm et al. 2017)Da Gammariden und Fische an den Probestellen zum
selben Zeitpunkt entnommen wurden, kdnnen auch bei der in Gantlmardurchgeflhrten Stress
proteinanalyse die Effekte der Klaranlage durch jahresspezifische Schwankungen Uberlagert worden

sein.

Auch die Untersuchungerdes Makrozoobenthos zeigten positit@ngzeiteffekte des Ausbaus der
Klaranlge LangwieseDie in dieem Kapitel vorgestellten Ergebnisse beinhalten Datenséatze der
Erhebungen aus Friihling und Herbst der Jahre 2012 und 2013 vor dem Ausbau der Klaranlage und aus
Frahling und Herbst der Jahre 2014, 2015 und 2016 nach Ausbau der Klarhighge. denan
Probeselle PO (Schussen, oberhalb der KRS2 (Schussen, direkt unterhalb der KA) upg4
(Referenzgewasser Argen) erhobenen Daten,dieeits teilweise in Kapitel gorgestellt wurden

enthalt die in diesem Kapitel enthaltene Analyse zusatzlich DatatidirobestellerPSL (unterhalb

des RUB Mariatal) undS3 (15 km unterhalbder KA) an der Schussen. Hierdurebnnten
Veranderungen im Flussverlauf der Schussen dargestellt werden, welche Effekte des RUB Mariatal und

der KA Langwiesaiteinschlossen

Im Herbstwurde vordem Ausbau der Klaranlage ein Rickgang der Gesamttaxazahl entlang des
Flussverlaufs der Schusseon P® zu PS festgestellt:Die Anzhl makrozoobenthischer Taxa war
unterhalb des RUB Mariatal (RJ geringer als oberhalb (% und néaam an den Probestellen
unterhalb der KA Langwiese (P8nd PS) noch weiter abAn PS3 (15 km unterhalb der KA) war die
Taxazahl am geringsten. Im Zeitraum nach Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe an der Schussen
war die Taxazahl an der SchussenP&0, PSL und PS geringer als im Zeitraum vor Ausbau der
Klaranlage. Dies war aber auch an4P&8m Referenzgewdsser Argen der Fall, wodurch die
beschriebenen Unterschiede auf jahresspezifische Effekte zurlickgefihrt werden kdénnen. An der
Schussen wurdgedoch direkt unterhalb der Klaranlage (R¥ nach Inbetriebnahme der vierten
Reinigungsstufe ein deutlicher Anstieg der Taxazahl festge&igll&hnliches Bild ergab sich auch bei
Betrachtung der Anzahl sensitiver Taxa (nach Fauna Aquatica Augiiacg et al. 2017, Ofenbdck

et al. 2010) der Frahlingsprobenahmen. Im Zeitraum vor Ausbau der Klaranlage an der Schussen nahm
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die Zahl sensitiver Taxa von®®bertalb der KA und des RUB) tiberlR8berhalb @r KA, unterhalb

des RUB) zu Pdirekt unterhalb der KA) kontinuierlich ab. Die geringste Anzahl sensitiver Taxa wurde
vor dem Ausbau der Klaranlage direinterhalb der Klaranlage (R¥ermittelt, an P® (oberhalb der

KA und des RUB) und aer Probestelle der Argen (RBwar die Zahl sensitiver Taxa agroRten.
Untersuchungen im Zeitraum nach dem Ausbau der Klaranlage ergaben eine gerigshl
sensitiver Taxa an RYSchussen, oberhalb KA) undfP®eferenzgewasser Argen). Diesen Veran
derungen liegen vermutlich auch jahresspezifische Schwankungen zugdeuteh waiauch hier,

wie bereits bei Betrachtung der Gesamttaxazédtgestellf die Anzahl sensitiver Taxa dite
unterhalb der Klaranlage (P¥nach deren Ausbau deutlich hdher als im Untersuchungszeitraum vor

Inbetriebnahme der vierten Reinigungsstufe.

Unterschiede in der Struktur der Makrozoobenthosgemeinschaft zwischen Schussen und Argen sowie
zwischen den Zeitrdumen vor und nach dem AusHder Klaranlage wurden statistisch anhand von
Ahnlichkeitsanalysen (ANOSIM, Analysis of Similarity) nach vorheriger Quadratwurzeltransformation
des Datensatzes der Gesamttaxazahiittelt und graphisch durch NMESots (Nichtmetrische mutkti
dimensionaleSkalierung) dargestellDas Ergebnisler Ahnlichkeitsanalyse unter Beriicksigbing

aller Probestellen zeigtéeutliche Unterschiede in der Struktur dgesamtenMakrozoobenhos
gemeinschaft zwischen Schussen und Argees Weiteren wurden durch den Véeigh der
Untersuchungszeitraume signifikante Unterschiede in der Makrozoobef8troktur zwischen dem
Zeitraum vor und nach dem Ausbau der Klaranlage ermittelt. Noch deutlicher wurden die Unterschiede
zwischen dem Zeitraum vor und nach dem Ausbau dera#liéige durch eine Ahnlichkeitsanalyse
anhand der Probestellen der Schussen, ohne Beriicksichtigung von PS 4 an debia@gnktur der
Makrozoobenthosgemeinschainhterschied siclnochsignifikant zwischen dem Zeitraum vor und nach
dem Ausbau der Klaréage LangwieseDieser Unterschied verdeutlichdass die Anderungen in der
Makrozoobenthosgemeinschaft an der Schussen vor allem vom Ausbau der Klaranlage verursacht

wurden und wenigevonjahresspezifischen Schwankungarhing

Auch beBetrachtung einZaer sensitiver Taxa wurden positive Verdnderungen durch Inbetriebnahme
der Pulveraktivkohlestufe an Probestelle 2 direkt unterhalb der Klaranlage deutlich sichtbar. Innerhalb
der Plecoptera (Steinfliegen) war die Abundanz Renla abdominalisProtonemua sp.und Leuctra

fusca welche als sehr sensitiv eingestuft werdéfoog et al. 2017)nach dem Ausbau der Klaranlage
fast doppelt so hoch im Vergleich zum Zeitraum da¥odem tratnach Inbetriebnahme er vierten
Reinigingsstufedie hochsensitive Steinfliegenaerla marginatazum ersten Mal seiBeginn der
Untersuchungen an PSdirekt unterhalb der Klaranlage aMeiterhintraten nach dem Ausbau der
Klaranlage erschiedene Arten der Ephemeroptera (Eintagsfliegenghdptera (Kocherfliegen) und
Elmidae Hakenkéafer) an P& (direkt unterhalb der KA) in deutlich groRerer Anzahlasfvor dem
Ausbau der Klaranlag&ine Ahnlichkeitsanalyse wurde auch diisemDatensat#iir sensitiveTaxa
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durchgefuhrt.Anhand diesekonnten allerdings noch keine signifikanten Unterschiede zwischen dem
Zeitraum vor und nach dem Ausbau der Klaranlage berechnet wendiemlie Abundanz der neu
auftretenden Taxa unterhalb der Klaranlage noch zu niedrig, wan sich in signifikanten
Untersdiedenniederzuschlagerllerdingszeige allein die reine Tatsache, dass Arten, die vor dem
Ausbau der Klaranlage nicht im Flussabschnitt dnatdy der Klaranlage auftraten und in
Untersuchungennach Inbetriebnahme der vierten Reinigungsstufe nun auch Paobestellen
flussabwartsder Klaranlage gefunden werdenrkaen, ganz deutlich, dass sich die Erweiterung der
Klaranlage mit einer Pulveraktivkohlestufe bereits nach drei Jahren positiv auf die makrozoo
benthische Lebensgemeinschaft ausgewirkt hat. Adha@es Wandels bezlglich der Abundanz
sensitiver Taxa innerhalb eines relativ kurzen Zeitraums kann davon ausgegangen werden, dass sich
diese Veranderungen in den kommenden Jahren fortsetzen werden dawh auch anhand

statistischer Methoden belegt werderdknen.

Die Verédnderungen in der Abundanz makrozoobenthischer Taxa fuhrten anhand der zugeordneten
Saprobiewerte auch zu Veranderungen im Saprobienindex an den untersuchten ProbeZighen.
wurde allen Probestellen der Schussen sowohl vor als auch naci\dskau der Klaranlage der nach
2ww[ RSFAYASNIS o3@apSbichindedNnRisches T,6iusd EldgEiische/URIAN
2000) zugeordnet jedoch konnten innerhalb dieseefinierten Bereick Veranderungen festgestellt
werden Vor dem Ausbau der Klaranlage stieg der Saprobienindex im FrihlisigHerbst
kontinuierlich von P8 (oberhalb deKA, oberhalb des RUB) iiberlP®berhalb @r KA, unterhalb des
RUB) zu P3 (direkt unterhalb der KA) an. Nach Inbetriebnahme Blalveraktivkohlestufe war der
Saprobienindex unterhalb des RUB Mariatal im VergleictPrinestelle flussaufwartsnmer noch
erhoht, verringerte sictjedochwieder an P2 direkt unterhalb der KA und lagy Mittel sogar leicht
unter dem an P8 ermittelten Wert. Zudem war der Saprobienindex direkt unterhalb der Klaranlage
nach deren Ausbau geringer als im vorl@rgnden Untersuchungszeitraum. Durch den Anstieg
sensitiver Taxa und dem Rulckgang saprophiler Taxa, wie z.B. deffrjggadella octoculataind
Salammrohrenwirmer der Gattungubifex direkt unterhalb der Klaranlage nach deren Ausbau,
verringerte sich der Saprobienindex an dieser ProbestBikse positiven Verdnderungemhichtlich

des Saprobienindexes konnten allerdingskird unterhalb der Kiranlage (PS) nicht festgestellt
werden. Auch nach dem Ausbau der Klaranlage unterschied sich an dieser Probestelle der Saprobien
index nicht wesentlich vom Zeitraum davor. Grund hierfir ist vermutlich der starkere Eintrag von
Pestiziden an dieser Probe#iee deren Umgebung im Vergleich zu Probestelle 2 durch starkere
landwirtschaftliche Nutzung gepragt ist. Durden Eintrag vonPestizide kann die Abundanz
sensitiver Taxawieder verringert werden, wodurch sich anhand der entsprechenden den Taxa

zugeordneen Saprobiewerten danarneutder Saprobienindex verandert.
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Zusammenfassend konntdurch die in diesem Kapitel beschriebenen Langzeiteffekte deutlich
gemacht werden, dass es durch digetriebnahme der Pulveraktivkohlestufeu sehrpositiven
Veranderungninnerhalb der wirbellosen LebensgemeinschaftOkosystem der Schusskam, und

dass sich sowohl der Gesundheitszustaled Gammariderals auch dientegritdt des Makrozoo
benthosverbessertenVeranderungen, die schon kurze Zeit nach dem Ausbau demkdge ghtbar
wurden,manifestierten sich in den Folgejahren und waren auch noch drei Jahre nach Inbetriebnahme
der vierten Reinigungsstufe im Gewasser feststellEn. Zusammenhang mit der Reduktion von
Spurenstoffen, die mittels chemischer Analyitik Rahmen des ProjektSchussenAktplust 3 ST SA 3
wurde (Scheurer et al. 2017a, 2017b%t wahrscheinlichDie Ergebnisse sprechen dafiglass die
Erweiterung einer Klaranlage mit einer Pulveraktivkohlestufe eine geeignete und lohnenswerte
Malnahme ist, um den Gesundheitszustamdn Gammaridn sowie sogar die Integritater
makrozoobenthischen Lebensgemeinschafederherzustellen und somit aquatische Okosysteme

nachhaltig zu schitzen.

5 Synthese

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Dokumentation und Bewertung der neu installierten
Puveraktivkohlestufe auf der Klaranlage Langwiese anhand eines Monitorings mit Gammariden im
Okosystem Schussen. Hierbei wurdeor und nach dem Ausbau der Klaranlage Langwiese
populationsdkologische und biochemischintersuchungermurchgefiihrt, um endokrig, allgemein
toxische und proteotoxische Wirkungdrei Gammariden aufzuzeigen. Abschlielend kénnen nun

folgende Fragestellungeudiezu Beginn der Arbeit aufgeworfen wurden, beantwortet werden

9 Fuhrt der Ausbau der Klaranlage Langwiese mit einer Pulwtaktestufe zu einer Reduktion

toxischer und endokriner Effekte @ammariden in der Schussen unterhalb der Klaranlage?

Vor allem dieErgebnisseauf populationsdkologischer Ebene zeig dass sich die untersuchten
Parameter an der Probestelle unterhalb de€taranlage Uber den Untersuchungszeitrapwsitiv
verénderten und diesbeziglich ein deutlicher Zusammenhang mit der InbetriebnadmReiyeraktiv
kohlestufe bestehtVor dem Ausbau der Klaranlagar das Geschlechtverhéltnigi Gammariden
unterhalb der Klaranlage in jeder Frihlingsprobenahme signifikant zugunsten der Weibchen
verschobenDieser Effekt wurde audm Frihlingzwei Jahre nach dem Ausbau der Klaranlage an der
flussabwaérts gelegenen Probestelle festgestellt. Die positiven Auswirkungen dedddanAusbaus

wurden erst durch die Untersuchung der Langzeiteffekte deutlicheilund vier Jahre nach dem
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Ausbau derKlaranlagewar das Geschlechterverhdltnis auch im Frihling nicht mehr signifikant
zugunstender Weibchen verschoben, zudemahm der Uterschied zwischen dem Geschlechter
verhaltris oberhalb und unterhalb der Klaranlagach deren Ausbau kontinuierlich aHinsichtlich
der Fekunditat weiblicher Gammariden schlug siagh Bomplexe Mischung des Mikroschadstoff
Cocktailssor Inbetriebnahme dr Pulveraktivkohlestufe in toxischen Effekiamterhalb der KAieder.

Im Vergleiclzu Weibchen, die oberhalb der Klaranlaggersucht wurden, wader Fekunditatsindex
bei Weibchen unterhalb derl&ranlagevor deren Ausbau verringert. Dignterschiede zvechen den
Fekunditatsindizes bei Weibchen ober und unterhalb der Klaranlagewaren in den
Herbstprobenahmen signifikant, in Friihling und Sommer als deutlicher Trend erkeBeidaits zwei
Jahre mch dem Ausbau der Klaranlage traten diese Unterschiedi¢ miehr aufund wurden bis zum
Ende des Effektmonitorings im Jahr 2017 nicht wieder festgesalhit wird ahand der in dieser
Arbeit vorgestellten Untersuchungemit Gammaridendeutlich, dassder Ausbau der Klaranlage
Langwiese mit einer Pulveraktivkdebtufe zu einer Reduktion toxischer (Fekunditat) und endokriner

(Geghlechterverhaltnis) Effelt beiGammariden unterhalb der Klaranlagefthrt hat.

1 Spiegeln sich die gewonnenen Ergebnisse auf Individualebene auch in Untersuchungen auf Ebene

der makrozobenthischen Lebensgemeinschaft wider?

Auch auf Ebene der makrozoobenthischen Lebensgemeinschaft wurden positive Veranderungen nach
dem Ausbau der Klaranlage festgestdereits zwei Jahre nach Inbetriebnahme der Pulveraktiv
kohlestufe verénderte sichdie Taxazahl, die Zahl sensitiver Taxa und auch der SaprobienindeR an PS
direkt unterhalb der Klaranlage deutlichvas als Indiz fir eine Verbesserung des Zustands der
makrozoobenthischen Lebensgemeinschaft angesehen werden kann. Vier Jahre nach damda&usba
Klaranlage wurden diese Veranderungen dumhnlichkeitsanalysen, die fur den kompletten
Datensatz durchgefuhrt wurdestatistisch mit signifikanten Unterschieden zwischen $ieuktur der
makrozoobenthischehebensgemeinschatft vor und nach dem Auster Klaranlagentermauert An
Probestelle 3 15km flussabwarts der Klaranlage, an der auch Untersuchungen mit Gammariden
durchgefiihrt wurden, warervier Jahre nach dem Ausbawch keine deutlichen Ausikungen
desselbenzu erkennen.Positive Verandemgen, die direkt unterhalb der Klaranlage festgestellt
wurden, schieen hierdurch die Belastung mit landwirtschaftlichen Eintragen tberlagert zu Aein.
Individualeben hingegen konnten anhand von Untersuchungen mit Gammariden an dieser Probestelle
positve Veranderungen durch den Ausbau der Klaranlage festgestellt wekdeh.vor dem Ausbau

der Klaranlage wurdgezeigt, dass die Auswirkungen des Kikrgeneinleiters, welche sich bei
Gammariden an Probestellldrei bereits negativ bemerkbar machtenijcht zu Veranderungemwer
Integritdt des Makrozoobenthos 18n unterhalb der Klaranlag&ihrten. Eine Veranderung und

Verringerung des Mikroschadsteffocktails durch den Ausbau der Klaranlage kaso auf
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Individualebene beiGammariden anhand endokriner dntoxischer Untersuchungsmethoden an
dieser Probestelle festgestellt werden, spiegelt sich jedoch noch nicht in Veranderungen der
makrozoobentlischen Lebensgemeinschaft widBeemzufolge scheint die Bestimmung der Fekunditéat

und des Geschlechterverhéltniss beiGammariden eine gute Methode zu sein, um in Form eines
Frihwarnsystems Verdnderungen im Gewasser aufzeigen zu kdnnen, bevor Reaktionen in der
gesamten makrozoobenthischen Lebensgemeinschaften festgestellt werden kéAodam wird
deutlich, wie wickig es ist, Untersuchungen auf verschiedenen biologischen Ebenen durchzufihren,
um Auswirkungen verschiedenster gewasserbaulicher oder sonstiger gewasserbeeinflussender

MalRnahmen umfassend beurteilen zu kénnen.

9 Lassen sich die b&8ammariden ermittelten fiekte in Zusammenhang mit den im Rahmen des
Verbundprojekts erhobenen chemisamnalytischen Daten sowie mit Ergebnissen verschiedenster

Wirkpotential und Effektuntersuchungen bringen?

Die in der vorliegenden Arbeit ermitteltenfékte beiGammarideriassen sichn Zusammenhang mit

den Ergebnissen anderer Verbundpartheingen Vor dem Ausbau der Klaranlage Langwiese konnten
sowohl direkt im Klaranlagenauslauf als auch an Probestelle dréamliinterhalb der Kléaranlage,
anhand des £creengKuch 2017a, 2017hind des Reportergenassays mit Mammakarzinomzelllinien
und HelL&Zelllinien(Blaha und Benisek 201fiphe dstrogene Wirkpotentiale ermittelt werden. Diese
spiegeln £h im Geschlechterverhaltnis b&8ammariden wider, das vor Ausbau der Klaranlage
signifikant zugunsten déWeibchen verschoben war. Durch den Ausbau der Klaranlage wurde die
Ostrogene Aktivitat im Klaranlagenablauf deutlich verringert. Hefsierte Reportergenassays (Yeast
Estrogen ScreeYES) zeigten, dass die konventionelle Reinigung der Klaranlageereits 16% der
Ostrogenen Aktivitat redueren kante, diese nach Ausbau aber nochmal um weitere93%%
reduziert wurde(Giebner und Oehimann 201 Mieses Ergebnis wurde auch durch Ergebnisse-des E
Screens unterstitzt: durchnbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe wurde die dstrogene Aktivitat
im Klaranlagenablauf um 86 + S%reduziert(Kuch 2017b)Auch direkt im Freiland, 18n unterhalb

der Klaranlage (PS 3) wurdeleutlich geringere 6strogene Potentiale ermittéBlaha und Benise
2017, Kuch 2017alpiese Veranderungen decken sich wiederum mit den vorgestellten Ergebnissen der
Untersuchung des Geschlechterverhltnisses. Dieses war vier Jahre nach Ausbau der Klaranlage auch
im Frahling nicht mehr signifikant zugunsten der Weibchenschoben, was auf eine Verringerung der

Ostrogenen Potentiale zurtickgefiihrt werden kann.

Anhand der chemischen Analytik wurden sehr deutliche Unterschiede zwischen der Entnahmeleistung
der Klaranlage vor und nach deren Ausbau sichtbar. Der EinsatZPwiveraktivkohle flihrte

insbesondere fir Carbamazepin, Metoprolol,-Beinzotriazol und Diclofenac, welche als nur maRig
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abbaubaren Verbindungen eingestuft werden, zu einer deutlich besseren Entnahmeleistung von tber
809%(Scheurer et al. 20H]J. Doch nicht nur im Klaranlagenablauf direkt, sondern auch in der Schussen
an Probestelle drei, Ilm unterhalb der Klaranlage, konnten positive Veranderungen festgestellt
werden. Anhand von 17 ausgewdhlten Leitparametern wurden die positiven Auswérkuthes
Klarnlagenausbaus im Freiland deutlich. An Probestelle drei konnte die Summer der in der Schussen
nachweisbaren Leitparameter von 318/L auf 2,qug/L reduziert werder{Scheurer et al. 2017bba

die Fekunditat weiblicheGammariden in der Schussen unterhalb der Klaranlage vor dereradusb
signifikant verringert war, kann als eine Ursache, trotz méglichem komplexen Zusammenspiel
mehrerer weiterer die Fekunditat beeinflussender Faktoren, die hohe Konzentration unterschied
lichster Schadstoffe angesehen werden. Nach Inbetriebnaden®ulveraktivkohlestufevodurch sich

die Konzentration ausgewahlter Schadstoffe nachweislich stark verrin@@cgeurer et al. 2017a,
2017b) war auch die Fekunditat b&eibchen unterhalb der Klartage nicht mehr niedriger alsb
Weibchen, die flussaufwérts der Klaranlage untersucht wurden. Ein Zusammenhang mit den

analysierten Mikroschadstoffkonzentrationen ist demnach sehr plausibel.

Desweiteren lieBen sich die Ergédse der Stressproteinanalyse b&ammariden gut in
Zusammehang mit jenen in Fischen bringgBammariden und Fische wurden an den Probestellen
zum selben Zeitpunkt entnommen. Aufgrund der groReariabilitdét der Daten konnten bei
Gammariden anhand der Stressproteinanalyse vier Jahre nach Ausbau der Klaranlage kein
Unterschiede zwischen den Probestellen mehr ermittelt werdénch die Stressproteinanalyse in
Leber, Nieren und Kiemenproben von im Freiland gefangener Dohelu¢isus cephalus und
Schneider Alburnoides bipunctatyszeigte, dass es zwischen denzeimen Jahren signifikante
Unterschiede gatWilhelm et al. 2017)Diese Unterschiede wurden auch bei Analyse der Gammariden
festgestellt und deken sich somit hinsichtlich der Stressproteinanalyse mit den Ergebnissen der

Untersuchungen an Fischen.

1 Fadhrt die Erweiterung der Klaranlage Langwiese mit einer vierten Reinigungsstufe zu positiven

Veranderungen im Okosystem der Schussen?

Die Ergebnisse f t SNJ Ay RSy t NP2S1(Sy pludd Odeyida & &§y Ofudeii D8 ¥ ! T i
durchgefihrten Untersuchungen zeigtestiass sich der Ausbau der Klaranlage Langwieselahre

nach Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestugehr positiv auf das Okosyste der Schussen

ausgewirkt hat. Neben den in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Untersuchungen mit Gammarid

zeigten auch freilebende und exponierte Fische einen deutlich verbesserten Gesundheitszustand und
positive Veranderungen, insbesondere bei Belttang der Parameter Histologie, Genotoxizitat und

BiotransformationPositive Veranderungen lie3en sich auch anhand verschiedener Wirkpotenzialtests
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nachweisen. Breitgefachertdnemische und mikrobiologische Analysen ergaben, dass im Mithl

als 80 %an Spurenstoffen und mehr als drei Zehnerpotenzen an Kettnech Inbetriebnahme der
zusatzlichen Reinigungsstufe enthommenrgian (Triebskorn 2017Die umfassenden Ergebnisse des
ANRGEyYy3ISESIESY £ SND dzflBhINEE DKEY RESOK dza DXKY! {RIIAEE
Klaranlage mit einer Pulveraktivkohlestufe eine effektive und zudem bezahlbare Maf3dainstel|t

um langfristigden nach Wasserrahthy NA OKGtf AyAS 3IST2NRSNILSY oa3dziSy
Ydza G F Y RA dzy a SNBENJ Cft A $hizakénit duahz$Hdllen dz SNNB A OKSy dzy R
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BBW Biologiebliro Weyhmiller, Achberg: von Michael Weyhmdller im Rahmen des Projekts SchussenAktiv zur
Verfligung gestellt, Januar 2010

Eberhard Karls Universitat Tibingen: https://fdatesce.unituebingen.de/portal/img/logo-uni-2.png
Gemeinde Eriskirch am Bodensééps://www.eriskirch.de/files/media/logo/logo.png
Gemeinde Merklingerhttp://www.merklingen.de/fileadmin/templates/images/logo.jpg

GOL Gewasserokologisches Labor, Sthtazon Dr. Karl Wurm im Rahmen des Projekts SchussenAktiv zur
Verfligung gestellt, Januar 2010

Goethe Universitat Frankfurt am Maihttps://upload.wikimedia.org/wikipedia/de/f/f0O/GoethelLogo.svg
Hydra (Peter Reynstitut fir angewandte Hydrobiologi&orstanz): https://www.hydra-institute.com/de/

Jedele und Partner GmbH, Stuttgdrttps://compa.pure
bw.de/sites/default/files/styles/company_profile_logo_cropped/public/company_profile_logo/JuP_Logo
mit_Schriftzug.png?itok=miyrk6l7

KIT Karlsruher Institdtir Technologie:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/3a/Logo_KIT.svg/128amgo_KIT.svg.png

LUBW Institut fur Seenforschung, Langenardpips://www.lubw.baden
wuerttemberg.de/standorte/langenargen

MasarykUniversitat in Briinn, Tschieien:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/1/12/Logo_Masaryk_University.svg/860px
Logo_Masaryk_University.svg.png

Okonsult Stuttgarthttp://www.oekonsult-stuttgart.de/
Regierungsprésidium Tubingen: Regierungsprasidium Tubingen (201 7)w@asseriberwachungsprogramm.

Regionalbericht fir den Regierungsbezirk Tubingen. Ergebnisse der Beprobung 2017. Deckblatt.
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SteinbeisTransferzentrum OsiVestKooperationenhttps://stz-ost-west.de/wp-
content/uploads/2017/04/STXogo_web.jpg

Stadt Tettnanghttp://tettnang.de/tt/wGlobal/layout/images/logos/logo.png
Stadt Ravensburdpttps://www.ausbildungsscoutavensburg.de/assets/uploads/5ab96go.jpg

TZW Technologiezentrum Wasser, Karlsritgs://www.dvgw.de/medien/_processed_/5/7/csm_tzw
logo_b83e030bl.jpg

Universitat Avignon, Frankreichttp://www.ed -archmatejd.eu/images/avignon_imbe.png

Universitat Stuttgart: https://www.beschaeftigte. wsituttgart.de/uni
services/oeffentlichkeitsarbeit/corporatdesign/cddateien/01_Logo/jpg/unistuttgart_logo_dppg
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Teil It Eigenanteil an den durchgefiihrten Arbeiten in den zur Dissertation

eingereichten Publikationen

Kapitel 1: SchussenAktivplus: reduction of micropollutants and of potentially pathogenic
bacteria for further water quality improvement othe river Schussen, a tributary of Lake

Constance, Germany

TriebskornR, AmleiK, Blahd, GallerC, GiebneB, Giddd, Henneber A, HessS, Hetzenaued, Jedel&,
Jung}M, KneippS, KéhleH-R, Kraiss, KuchB, LangeC, LéffleH, MaierD, Metzgerd, Miller M, Oehlmann,
OsterauemR, Peschki, Raizned, Rey, RauliM, RichterD, SacheF, ScheureM, SchneideiRappJ, SeifaM,
SpiethM, VogelH-J, WeyhmiilleM, WinterJ and WurnkK

Environmental Sciences Europe 25: 2. DOI: 10.1186/27%6-25-2

Hohe Beteiligung an der Erarbeitung der Grundlagen fir das ManusRigatung und Organisation
der Entnahme von Gammariden und Wagsoben (limnochemische Analylilkaus dem Freiland.
Beteiligung an Aufbau und Installation der BypAstagen, Mithilfe bei iBchprobenahmen in
Bypéassen und im Labdfigenanteil a der Erstellung des Manuskripts: fachlicher Teil zu Gammariden

sowie komplette Manuskriptkorrektur

Kapitel 2: SchussenAktiv¢ Eine Modellstudie zur Effizienz der Reduktion der Gehalte an
anthropogeren Spurenstoffen durch Aktivkohle in Klaranlagen: Expositionand
Effektmonitoring vor Inbetriebnahme der Adsorptionsstufe auf der Klaranlage Langwiese

des AZV Mariatal, Ravensburg

Triebskorn R, Blaha L, Engesser B, Gude H, Hetzenauer H, HennebergrA-RpKrais S, Maier D, Peschke K,
Thellmann P, Vogel H J, Kuch B, Oehimann J, Rault M, Suchail S, Rey P, Richter D, Sacher F, Weyhmidiller M und
Wurm K

Korrespondenz Wasserwirtschaft Nr. 8: 4236. DOI: 10.3243/kwe2013.08.001

100% Eigenanteil aRlanurg und Organisation der Entnahme von Gammariden und &/pssben
(limnochemische Analyfjkaus dem Freiland. Die Probenahme im Freiland sowie die Analyse der
physicechemischen Wasserparameter erfolgtenZzusammenarbeit mit Kolleginnen und Kollegen
Universitat Tubingen. 9% Eigenanteil an der Bearbeitung der gesammelten Flohkrebse: Bestimmung
der Art, Bestimmung des Geschlechts, Bestimmung der Fekunditat%l@&igenanteil an der
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Bearbeitung der Stressproteinanalyse in Gammariden sowie statistischeweftung aller
flohkrebsspezifischer DateBeteiligung an Aufbau und Installation der BypAsftagen, Mithilfe bei

Fischprobenahmen in Bypassen und im Labor.

Kapitel 3: Invertebrates as indicators for chemical stress in sewag#uenced stream
systems:Toxic and endocrine effects in gammarids and reactions at the community level in

two tributaries of Lake Constance, Schussen and Argen

Peschke K, Geburzi J, KohleRMVurm K, Triebskorn R

Ecotoxicology and Environmental Safety 106:-128; DOI: 101016¢gcoenv.2014.04.011

100% Eigenanteil aRlanungund Organisatiorder Entnahme von Gammaridemd Wassrproben
(limnochemische Analytfikaus dem FreilandDie Probenahme im Freiland sowie die Analyse der
physicechemischen Wasserparameter erfolgtenZugmmenarbeit mit Kolleginnen und Kollegaer
Universitat Tubingen. 9% Eigenanteil an der Bearbeitung der gesammelten Flohkrebse: Bestimmung
der Art, Bestimmung des Geschlechts, Bestimmung der Fekunditat%lB8igenanteil an der
Bearbeitung der Stresspiginanalyse in Gammariden und der graphischen Darstellung sowie
statistischer Auswertung aller flohkrebsspezifischer Ddbéa Erhebung des Makrozoobenthos wurde
von Dr. Karl Wurm (Gewasserokologisches Labor Starzach) durchgéfilt. Eigenanteil beder
Erstellung der Graphen zu Ergebnissen der Makrozoobe#thtersuchungen100% Eigenanteil bei

der ONBRGStfdzyd RS& alydaA{NALIGIA TdzNJ +SNI FFSyidft AOK«
9y @A NR Y Y S yFadhliche Bétr&uSnig uccidProf. Dr. Riteebskorn (Universitat Tubingen) und
Prof. Dr. HeinR. Kohler (Universitat Tubingen).

Kapitel 4:Reaktionen von Flohkrebsen und Makrozoobenthos auf die Nachriistung einer

Klaranlage mit einer Pulveraktivkohlestufe

Peschke K,lBmester J, Hermann M, K@rHR, Reitter K, Scheurer M, Wurm K und Triebskorn R

gwf - Wasser/Abwasser 157(4): 3879

100% Eigenanteil aRlanung und Organisation der Entnahme von Gammariden undéiasben
(limnochemische Analytfjkaus dem Freiland. Die Probenahme im Freilaodie die Analyse der
physicechemischen Wasserparameter erfolgtenZzusammenarbeit mit Kolleginnen und Kollegen

Universitat Tubingen98% Eigenanteil an der Bearbeitung gewonnener Proben im Zeitraum vor
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Ausbau der KlaranlagBetreuwng von Bachelodndidatinnenfkandidaten (Janne Burmester, Markus
Hermann und Katharina Reitter), die im Rahmen ihrer Abschlussarbeit die gewonnenen Pnoben
Zeitraumnach dem Ausbau der Klaranlage bearbeitet haben.%@igenanteil bei der statistischen
Auswertung alle flohkrebsspezifischer Daten sowie graphischer Darstellung der Ergebnisse. Die
Erhebung des Makrozoobenthos wurde von Dr. Karl Wurm (Gewassertkologisches Labor Starzach)
durchgefihrt und die chemische Analytik der entnommenen Flohkrebse erfolgte durdiabeo
Scheurer (TZW Karslruhe). 10 Eigenanteil bei Erstellung der Graphen zu Ergebnissen der
MakrozoobenthodUntersuchungen. 100% Eigenanteil beiErstellung des Manuskripts zur
+SNI FFSy it AOKdzy3 Ag? IRESINI N ! CoKd I SEA BSTBIKNACEN Y 6o TFK S
Rita Triebskorn (Universitat Tibingen) und Prof. Dr. HRikZhler (Universitat Tubingen).

Kapitel 5:Impact of a wastewater treatment plant upgmde on amphipods and other macro

invertebrates: individual and community response

Peschke KZapowiez YKohler HR, Wurm K and Triebskorn R

Frontiers in Environmental Science 7: 64; 1013389/fenvs.2019.00064

100% Eigenanteil aRlanung und Organisation der Entnahme von Gammariden und Wasserproben
(limnochemische Analytik) auseh Freiland. Die Probenahme im Freiland sowie die Analyse der
physicachemischen Wasserparameter erfolgten in Zusammenarbeit mit Kolleginnen und Kollegen der
Universitat Tlbingen98% Eigenanteil an der Bearbeitung gewonnener Proben im Zeitraum vor
Ausbauder KlaranlageBetreuung von Bachelorkandidatinnekéandidaten (Janne Burmesteiglene
EcksteinMarkus HermannKatharina ReitterDanina Schmigit die im Rahmen ihrer Abschlussarbeit

die gewonnenen Probeim Zeitraumnach dem Ausbau der Klaranlage timstet haben. 1006

Eigenanteil bei der statistischen Auswertung aller flohkrebsspezifischer Daten sowie graphischer
Darstellung der Ergebnisse. Die Erhebung des Makrozoobenthos wurde von Dr. Karl Wurm
(Gewasserokologisches Labor Starzach) durchgefihd die statistische Auswertung der
gewonnenen Daten erfolgte durch Dr. Yvan Capowiez (INRA Avignon, Fran@Elstgigenanteil bei

Erstellung der Graphen zu Ergebnissen der Makrozoobesindsrsuchungen100% Eigenanteil bei

Erstellung des Manuskrips dzZNJ + SNJ FF¥ Sy (i f A OK dzFmntigisyin BRGdmine@thl OK T S A (
Science, Water and Wastewater Managemer®® Cl OKf A OKS . SG NBdzdzy 3 R dzNOK
(Universitat Tubingen) und Prof. Dr. HeRXKdhler (Universitat Tubingen).
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Tell lIt Wissenschaftliche Arbeiten

Kapitel 1: SchussenAkipus. reduction of micropollutants and of potentially
pathogenic bacteria for further water quality improvement of the river

Schussen, a tributary of Lake Constance, Germany
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Abstract

The project focuses on the efficiency of combined technologies to reduce the release of
micropollutants and bacteria into surface waters via sewage treatment plants of different size and via
stormwater oveflow basins of different types. As a model river in a highly populated catchment area,
the river Schussen and, as a control, the river Argen, two tributaries of Lake Constance, Southern
Germany, are under investigation in this project. The efficienchefifferent cleaning technologies

is monitored by a wide range of exposure and effect analyses including chemical and microbiological

techniques as well as effect studies ranging from molecules to communities.

Background

According to the European WateNF YS 32 NJ] S5ANBOGAGST | a322R SO02f ;
adzNFI OS ¢ GSNERé KlFa (G2 060S I OKASOSR o6& Hampd® Ly
micropollutants and pathogens into surface waters via wastewater treatment plants (WWTPs) has
comeinto the focus of scientists as well as of politicians. Concomitantly, several research projects, as
e.3® (KS 9! LINR2SOG dat2a8SAR2Yyé ®OMB I -tainkKeBtivifies df 4 & LIND
NORMAN network (http://www.normametwork.net/) have investigated the efficiency of different
technologies in WWTPs, as ge. ozonation or charcoal filters, to lower concentrations of
micropollutants in surface waters. The efficiency and practical suitability of these technologies and

their respective dvantages and disadvantages were assessed for example by Beier and colleagues [3].
Stalter and ceworkers [4] and Schrank and colleagues [5] critically discuss the creation of toxic
metabolites by ozonation and recommend always to combine ozonation withyare of filters, eg.

sand filters. As a major advantage of ozonation Abegglenandcatdlagueg?2] and Margot and

colleagues [6] stress its efficiency to reduce pathogens in addition to micropollutants.

In contrast to WWTPs, less attention has beeipa to now to storm water overflow basins (SOBs)
as important sources for the release of micropollutants and bacteria into surface waters [7]. In two
studies, Brunner and colleagues [8] showed the efficiency of retention soil filters for the reduction of
particular and dissolved material as well as for ammonia, and Waldhoff ambiders [9] found

bacteria to be reduced by up to 90%.

Up to now, an integrative approach to address simultaneously WWTP and SOBs, micropollutants and
pathogens and combinationsf different cleaning technologies to reduce their release into surface
waters has not been realized so far which makes the project Schussepiddtiighly innovative with

this respect. A further outstading advantage of this projecs, in additionthat the efficiency of the

applied technologies is not only checked by means of chemical and microbiological analyses but, in
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parallel, by a wide range of ecotoxicological and ecological effect studies ranging from the molecular
to the community level. Basedn this holistic approach it will be possible to establish causal
relationships between exposure data, results from laboratory tests indicating toxic or endocrine
potentials, and effect data in feral animals by means of plausibility chains as outlinggebgkdrn

and colleagues [10].

As a model for a densepopulatedcatchment area, the catchment area of the river Schussen, one
major tributary of Lake Constandes,under investigation ithis project. In total, 20 WWTPs and more
than 100 SOBs are connedtto this river. Recently, Triebskorn & Hetzenauer [11] reported on
relatively high micropollutant burdens tifie Schussen river comparedtiwo other tributaries of Lake
Constance, the Argen and the Seefelder Aach. Lake Constance itself is one of thepoosnt
drinking water reservoirs in Germany and furthermore serves as a popular recreation site and intensely
used natural bathing freshwater. Consequently, minimizing the risk for man and the environment
resulting from micropdutant and pathogen dihargesinto this ecosystem is of great public interest

especially with respect to the precautionary principle.

Aim of the project

The project aims at providing a scientifically sound concept for an extended sewage and rainwater
treatment in densely popaled river catchment areas in view to reduce micropollutants and sanitarily
relevant pathogens (including antibiotiesistant bacteria) in surface waters. By a combination of
chemical and microbiological analyses and effaotnted biological studies wth reflect
consequenes of the applied technologidsr biota inthe rivers from the molecular to the community
level, the effectiveness of the applied technologies will be assessed. In addition, the optimization of
assays that characterize exposure andldgjical effect is envisaged. Extrapolation of data on
micropollutant and pathogen reduction to the entire catchment area of the river Schussen will result
in scenarios whose potential for implementation will bétically assessed by a compensive cost

benefit analyses.

Key activities

Prior and after applicatio of different sewage and rawater treatment technologies (including @.
combindions of ozonation with sand and charcoal filters) the release of micropollutants and bacteria
(including antibitic-resistant bacteria)s investigated in five diffent test systems (three WWTPs of
different size and two SOBS). In parallel, the resulting reduction of toxic and endocrine potentials in
effluents of the test systems, in stream water of the regggvwwater course, and its sedients are

quantified at five different field sites at the Schussen river as well as at one control site at the river

72



Argen. In addition, the putative decrease of harmful potentials in freshwater species are recorded by
various biobgicalin vitro and in vivotests. Concomitantly, real effects of the innovative cleaning
technologies are traced in the ecosystem by effaicalyses in different indigems fish species and

benthic invertebrateshat serve as their feed (Figuig.

In pamllel to the scientit progress, results and infoiation on their implicions will be actively

dissemiated among the public and selectively communicated to stakeholders and policy makers.

Work packages (WPs)

WP 1la: Technological improvement of wastater treatment plants and stormvater overflow

basins

Jedele & Partner GmbHs5tuttgart takes over the techical implementation of new technology,
maintenance, servicing, and optimizatian the following five test syems (three WWTPs and two
SOBSs).

Test syteem 1 WWTH.angwiese Association for Seage Teatment (AZV) Mariatal.

The WWTP Langwiese of the AZV Mariatal is the model for a large WWTP with about 170,000
population equivalents (PE). It wilekequipped with an active chewal filter on a large scal@he
installation will be firshed in spring 2013. Powdered activated carbon will bdeddo the main flow

after the biological treatmenand before the contact filter.

Test system 2VWTP Eriskirch, Association for Sewage Treatment (AV) Unteres Schussenta
With about 40,000 PE, test system 2 is a model for a mediused WWTPHere, a combination of
ozondion, sand fiter, and granulated activated carbditter has been realized on a seindustrial

scale, ie. in a patial flow of the effluent.

Test syteem 3WWTP Merklingen, community of Merklingen.
In test system 3, our model for a small WWTP (2400 PE) ozonation has been combined with an existing

slow sand filter on a largscale.

Test system 4&tormwater overflow basin Mariatalpwn of Ravensburg.
Usig this test system will allow investigation on a sémiiustrial scale wther the separation and

retention of solids can be impr@d by the installation of a haella separator.

Test system 5Stornmwater overflow basin connected ta retention soil filterTetthang, town of
Tettnang.
In this already existing test system the efficiency of rainwater treatment with final purification by a

retention soil filter is investigated.
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Project management, co-ordination, controlling, logistics (U Tubingen)t
Supervision, logistics (ISF Langenargen, RP Tiibingen)

v
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FIELD

1 1
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|9| Comprehensive view, modelling (U Tiibingen, Jedele & Pariner Stuttgart)
v
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U Tubingen, Jedele & Partner Stuttgart, STZEast-WestCommunication)

Figurel: Summary of theroject concept (WWTP: wastetea treatment plant; SOB: stormwater overflow basin
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WP 1b: Bypass systems

At the Schussen river downstream the WWTP Langwiese and, as a control, at the evetwodliow
through bypass systems have been establishe@ByV Achberdor active monitonng purposes. Thes
mesocosms consist of five 2BGaaiaria each flown through by 0l4s of stream water. In each of the
two systems, two aquaria can be heated up 8 In these senfield test systems, embryo tests with

trout and exposure experimentsithi adult trout and gammarids are performed.

WP2: Chemical analyses

The Water Technology Center, Karlsruhe (TZ¥nalyzingmicropollutants and heavy metals in
wastewater, surface water, sediments, and fish tissue samples. Furthermore, hydrazdienger
parameters are redarly recorded. Micropollutants like g. pharmaceuticals are analyzed by gas or
liquid chromatography coupled to mass spectrometry. By combining appropriate extraction and
enrichment technjues during sample preeatment, a high slectivity and sensitivity is achievethe
analytical techniques usddr solid samples are similar to those used for water samples but require a
sample preparation that efficiently removes-egtracted matrix compounds. The analydigish tissue
samples and sednents focus on moraon-polar compounds (&g. polcyclic aromatic hydrocarbons)

which are more likely to accumulate in these compartments.

A total of > 150 micropollutants are analyzed in more than 75 water samples and 120 sediment and
tissue sanples. Additionally, some pharmaceuticals and the artificial sweetener acesulfame have been
defined as indicator compounds with a constant discharge in recipieaiers. To control the
upgradingmeasureswith sufficiently high resolution in time these iditor compounds are measured

in 65 additional wastewater samples.

WP 3: Microbiological analyses

The Institute for Lake Research, Langenargen (t&rmines concentrations of fecal bacterka ol
[EC] and intestinal enterococci [IE]) in water sampiethe five tests systems as well as in surface
water and sedimens of the five field sitedn orderto obtain directly colonies for further isolation,
agar plate methods were prefred over MPN procedures witliquid media for determining
concentrationof fecal bacteria. For EC quantification appropriately diluted samples are plated on ECD
agar (Merck) [12]. In agreement with criteria applied in ISO EN-9808olonies with glucenidase
and indole reaction areaounted as EC. Concentrations of |E @e¢ermined according to ISO EN
78992 by counting colonies with positive esculin reaction of isolates grown on Sl&8wetiey agar.
Because river sediments were shown to be potentially important intermeditdeage sites of fecal
bacteriathat can be mbilized after resuspension at icreasing water discharge [13jpecial attention

is given to this aspect by testing growth, survival, and mobilization of fecal bacteria afiespension
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of selected isolates. Rally, it is attempted to estimate the eftt of climate changes on the loads of

fecal bacteria in the field by means of simple climate scenario models.

Antibiotic resistance is one of the most serious health threats of the 21th century. For this reason, the
spread ofresistant microorganisms intiie environmentshould be restricted. The contrikion of the

Institute of Biology for Engirers and Biotechnology dlVastewater, KIT Karlsruh&s to isolate, to

identify, and to determine the percentage of strairesistant to antibiotics in spées of saphylococci,

enterococci, ancE. colithat are introduced into the aqueous environmedté RA & OKIF NAS 2 F
wastewater. It will be evaluated, whether advanced treatmestthinologies of municipal wastater

could reduce the sk of dissemination of loroorganisms, especially of antibiotiesistant bacteria.

Distinct selective media like mannitol salt agar and Chap8tane agar are used to isolate
staphylococci from sewage, treated sewage, and surface waters. The isclgtiges are identified at
the species level bthe use of physialgical tests in MicronauBtaph®microtiter plates. Antibiotic
susceptibility to oxacillin, ciprofloxacin,y#nromycin, and clindamycin is testdsy the KirbyBauer
method according to DIN 589404]. The presence dhe mecAgene in methicillindxacillinresistant
staphylococci, especially 1 aureugMRSA: methicillimesistantStaphylococcus aureus revealed
by PCR and agarogel electrophoresis. In cooperation witBF Langenargeisolated fecal indidar
ONBElFIyAaYa |NBE ARSYGATASR | yidtant aftibidics (ESBLA éxtendlatra O S LJIG /
& LJS O i Ntyhase), ciprofiacin, and sulfamethoxazol/triethoprim are tested withE. coli
isolates. Antibiotic suptibility against vancomycin (VREineomycinresistant enterococci) and
ampicillin tested with enterococdésolates are used to dedbe the resistance pattern of
envirormental species. Additionally, the presence of the respective antibiesistance gene®larem

blactxv andvanA-E vanG) is examined.

WP 4. Effect analyses

To assesoxic and endocrine potentls in water sanples from the five test systems as well as in
surface water and sediments of the five field sites, several laboratory tests are applied.

These include several typ®fin vitroassays (&3. reporter gene assays using yeast and vertebrate cell
lines), but alsan vivolaboratory tests, as &. the Early Life Stadest with the zebrafisiDanio rerio

or the growth iribition tests with Lumbriculus variegatusr Lemra minor. The reporter gene
bioassays are based on genatlg modified cell lines, which have been stably transfected with specific
reporter genege.g. firefly luciferase). R@rter genes are induced and translated in the presence of
specifically actinggompounds (eg. estrogens, androgens etc.), and the enzymatic activity of the
reporter protein is easily determined (g. measuring bioluminescence). The detection of antagonistic
activity requires a background concentration of the agonistic referendestance and, hence,
antagonistic activity in the sample leads to a reduced expression and activity of the reporter enzyme

76



(i.e. decrease in luminescence or color change). This battery of bioassays therefore provides a
comprehensive overview of the overadixicity of the test samples (e.g. surface water, effluent or
sediment).

Toxic and endocrine effectdn contrast, are invegjatedin vivoeither in feral fish (chulpLeuciscus
cephdus], spirlinfAlburnoides bipunctatuy]and gammarids directly takerofn the field, or in animals

(trout [Salmo truttaf. fario, Oncorhynchus mykisahd gammarids) exposed to the river water in the
flow-through bypass systems under sefmeid conditions.

Tests indicng either toxic or endocrinpotentials and effects areummarized in Table 1.

Toxic potential and effects

Genotoxicity

Possible genotoxic effects of concentrated samples are determined by Uhiersity of
Frankfurt/Main with bacterial tests like themu- test and Ames fluctuation bioassay usBa@monella
typhimurium[15, 16]. Theumu assay is a soalled indicator test duto the factthat it detects primary
DNA damage. In contrast, the Ames mistspensionbioassay measures base subgion and

frameshift mutigenesis. In addition, theniversity of Tueligeninvestigates genotoxicitin vivoby

means of the micronucleus test in erythrocytes of fish.

Proteotoxicity

At the University of Tuebingenstressproteins areunder investigation in fish tissues and gammarids
sampled at the Schussen and the Argerfaatr field sites or exposed in the bypass systems as a
biomarker of toxic effect related to proteotoxicity [17]. To quantify levels of the 70 kD stress protein
family (Hsp70), a quantitative immunoblotting proeed using SD§el electrophoesis and
monocbnal antibalies in reference to total ptein and an internal Hsp70 standard [18] is used. Hsp70
levels are determined in livekidney, gills, and gonads of two indigenous fish species, chub and spirlin,

as well as in trout exposed in the bypass systems.

Dioxintlike toxicity

ByRECETOX, Brndioxinlike toxicity in vitro is investigated using a rat hepatoma cell line H4IIE.luc,
which determines dioxiike action (generated by g. PCBs, dioxins, polycyclic aromatic
hydrocarbons etc.) by measuring lucdse activity under the control of ¢harylhydrocarbon receptor

(AhR [19. In parallel, at theJniversity of Frankfurt/Mainagonistic activity at the anflydrocarbon
receptor is examined with a yeastased bioassay [20J vivg AhRmediated effects a in the focus

of CYPIAL1 measurements in liver and gill samples of chub and trout. The EROD activity, which is
photometrically detemined at theUniversity of Tubingenaccording to [21], reflects the cytochrome

P4501A1 biotransformation activity in thesespective organs.
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Tablel: Summary of bieassays and biotests used in Schussenpktss

Indication level Test

Toxic potentials umu-test, Ames test (genotoxicity)
in vitro reporter gene assays (vertebrate cells, yeasts) controlled by Ah-receptor (dioxin-like toxicity)
GH3, RTL-W1-cell culture (cytotoxicity)
ELS-tests with zebrafish (developmental toxicity)
Growth inhibition test with Lumbriculus variegatus (developmental toxicity)

Growth inhibition test with Lemna minor (phytotoxicity)

Toxic effects Early life stage tests with trout (developmental toxicity)
Acetylcholinesterase inhibition in the fish brain (neurotoxicity)
Cytochrome P450IA1 (EROD) in fish liver and gills (dioxin-like toxicity)
Histopathology of fish liver, gills, and kidney and gammarid tissues (cytotoxicity, fish and invertebrate health)
Stress protein Hsp 70 (proteotoxicity)
Micronucleus test in fish blood cells (genotoxicity)

Macrozoobenthos community (community integrity)

Endocrine potentials E-Screen (estrogenicity)
Reporter gene assays in vitro (estrogenicity, androgenicity, anti-androgenicity)

Reproduction test with the snail Potamopyrgus variegatus (estrogenicity)

Endocrine effects Vitellogenin in juvenile and male trout (estrogenicity)
Gonad histology of fish and gammarids,
Gonadosomatic index (GSI) in fish (estrogenicity, androgenicity)

Sex ratio and fecundity in gammarids (estrogenicity, androgenicity)

Phytotoxicity
As anin vivotoxicity test indicating phytotoxicity in samples of the five test systems, river surface
water, and sedimentsthe University of FrankfutMain makes use of thd.emna minorgrowth

inhibition test according to OECD [22].

Neurotoxicity

With respect to impact of neural function, one enzyme group of interest are claddireses including
acetylcholhesterases (ACHEFish brain exhibits ACHE activity involved in the deactivatb
acetylcholin at nerve eridgs, preventing continuousenronal firing, which is essgal for normal
functioning of sensory and neuromuscular systems. Many organophosphate and carbamatigleest

are reported to be effective ACHE inhibitors [23]. Activity measurements of ACHE are carried out
spectrophotometrcally on fish brain extracts at theniversity of Avignonaccording to [24] in

cooperation with the University of Tuebingen.

Cytotoxicty / tissue impairment

To evaluate the degree in reducing nspecific toxicity by the new wastewater etment
technologies, two cytimxicity assays using vertebrate cell lines (a rat pituitary and a rainbow trout
liver cell line) are applied by tHéniversity of Frankfurt/Main. These cell lines were chosen because

of their high sensitivity and ecological relevante.vivg cytotoxcity reflected by impaired tiie
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integrity is studied at theJniversity of Tuebingenin feral fish (chub and spirlin) andrganarids, as
well asin trout and gammarids exposed to the river waberthe bypasssystems at the Schussen and
Argen. In fish, the health status of livedidney, and gills and, in ganarids, the integrity of the
hepatopancreas is described and sequanttatively assessed by means of a fa@aled classification

protocol [25,26]. In addiion, the degree of parasitic infestation is determined in fish and gammarids.

Developmental toxicity

In order to reveal negative impacts on the development of fish amdriebrates, at thdJniversity of
Tuebingen early life stage (ELS) tests with brotwout (Salmo truttaf. fario) and zebrafishOQjanio

rerio) are conducted. Tests witlhdut are performed according to [27] in the two bypasstems at

the river Schusseftdownstream the WWTP Langwiese) and, as a reference, at the river Argen. Aquaria
in the laboratory serve as negative controls. Shortly after fertilization, trout eggs get exposed to the
three systems for continuaiexposure. At least every sexl day egggor rather the developig
embryos inside the chorion) are examined and coagulation/mortdiiggrt rate, hatching, swim up,

and malformations are recorded. Similar endpoints of toxiaity investigated in the labotary tests

with the zebrafish according [28]. In order to show possible impact on the development of sediment
dwelling invertebrates, the roduction test with the blackorm Lumbriculus variegatusas been
implemented into the effecbased test battery. This test is conducted at thimiversity of

Frankfurt/Main according to OECD [29].

Community integrity

By theWater Ecology Laboratory Starzadhe integrity of the macrozoobenthos communities of
Schussen and Argen are moniédrand assessed with the mditabitat sampling method according t

the EU Water Framework Directive [30]. Particular attention is paid to species residing in the sediment

(e.g. oligochaetes, midge larvae) and toxiesgmsitive species, as e.g. gammarids.

Endocrine potentials and effects

RECETOX Brdetermines estrogaic potentialswith the human breast carcinoma cell line MV[3{4]
and the cell line HeLa9903, bt transfected with a luciferse reporter gene undehe control of the
estrogen reeptor. Androgenic and aréindrogenic potentials are investigated usirgporter gene
assays with the breast carcinoma cell line MDAKB [32]. Atthieersity of Frankfurt/Mainpotentials
for estrogenicity, antestrogenicity, androgenicity, and afghdrogenicity are detected with yeast

based bioassays [20].

At the University of Stuttgart, estrogenigpotentials are determined by the-&creen assay, which is
based on the proliferation of human breast carcinoma cells @vIG#& the presence of estrogen active

substances in the samples. The estrogenic activity determined by {tBerden reflects a sum
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parameter over all hormonal &ige substances present ithe samples that is expresseit
concentration units of the reference sahi | y 0$4& (MNJi R-as@afdiol éguivalent concentration,
EEQ). The determination limit of the test for surface wat@nges in the order of < Ony/L EEQ. The
applied Escreen assay was developed by Soto and colleagues [33], optimized by Kérnes- and
workers [34], and modified by Schultis [35]. To determine the estrogenic activity in stream water,
acidulated water samples are solid phase extracted prior to the test for their endocrine potentials

vitro.

As anin vivolaboratorytest for the detecion of enda&rine potentials, the reproduction test with the
New Zealand mudsndlotamopyrgus antipodaruns carried out at theéJniversity of Frankfurt/Main
according to OECD [36]. In these parthenogenetically reproducing snails, offspring numbegprior
after development of a visiblehell) as well as mortality ardetermined after exposure to samples

from the five test systems artd surface water and sediment samples of the five field sites.

To detect endocrine effestin feral fish, at thé&niversity of Tuebingerthe eggyolk precursor protein
vitellogenin is analyzed in bypasgposed trout. Furthermore, gonads of feral fish are examined in
respect to impaiment of tissue integrity, presence of hermaphroditovaries or testes, the
gonadsomatic ingx (GSI), and maturity. Since vitellogenin typically is produced by breeding females
only, the detection of this protein in male or juvenile fish irdés the presence of estrogezailly active
chemicals in the environment [338]. After exposure in theypasssystems for about 140 dayslipod
samples of male fish or whole body homogenates of juveniles get analyzed with a vitellogenin ELISA
test kit (Biosense; product number: V010044026). As a positive control, fish argposed t20 ng/L

M T-éthinylestradiol (EE2); as a negative control they are kept in conditioned tap water. The gonad
integrity as well as the maturity stages of ovaries and testes are diagnosed microscopically, and the

gonadosomatic index (GSI) in trout and chadeétermined according to [39].

In order to address possible endocrine effects also in tebeates, gammarid populations from the

four field sites are under irastigation with respect to sex ratio, maturity, fecundity, and gonad
integrity at the Universty of Tuebingen In gammarids, these endpoints have beenyen sensitive
endocringmodulated reactions [40]. To determine the fecundity, breeding females are caught from
the streams, eggs and juveniles in the marsupium are counted, and the fecundityisncldgulated.

In addition, ovaries are fixed for histology and sections are examined microscopically to determine the

maturity status of the gametes.

WP 5: Data analysis

In addition to methods of conventional correlation analysis (linearHinear regession, ANOVA, tests

of significance), an information theory approach introduced to the biological discipline by Burnham &
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Anderson [41,42] is used by theJniversity of Tuebingerto identify the relative importance of

exposure data on recorded effects lipta. Its goal is to select the best explanatory variable from a

large set opotential factors. In this gmroach, variable selection takes into account multiple competing
hypotheses and allows inferences through the whole set of potential models, tkas tato account

the fact that no single model @., variable composition) can perfectly reflazature. The model

selection apJNB2 I OK A& oFaSR 2y !'1FA1SQa LYF2NNIGAZ2Y /[ NN
on the estimation ofnformation loss when a model is used to approximate the truth [43]. Using this
approach, it is possible to estimate the relative precision of several models created from the same data

set. Therefore, modelsan be ranked acconuly to their data fit and all single faws and interactions

can be estimated and predicted by model averaging.

Calculations concerning the extrapolation of data on micropollutant and pathogen reduction to the
entire catchment area will be conducted Bedele & Partner GmbH, Stuttgaend University of

Tuebingen

WP 6: Coordination and communication

The entire projectis coordinated by theUniversity of Tuebingensupported by theRegional
Commission Tuebingenin cooperation vth the University of Tuebien Okonsult Stuttgart is
responsible forthe identificgion of target groups and communication channels suitable for the
publication of the project, connections to local press and information media and the organization of
information events for stakeholders and the public. Major aims of the comation are (1) raising

the awareness in the public for water protection and problems related to micropollutants and
pathogen release into surface water$?) investigation of the readiness of the public to accept
additional dues for this purpose, and (8¥semination of the project’s aims and results to the scientific

community, stakeholders and the public.

Together with theUniversity of Tuebingerand Hydra KonstanzOkonsult Stuttgarthas already
realized the homepage of the project (www.schussenaktisjole) and an information flyer which can
be downloaded from the project homepage. In close cooperation withSteenbeis Transfer Center

EastWest Cooperatiora connection of SchussenAlgliusto the Danube strategy will be realized.
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Kapitel 22 SchussenAkti¢ Eine Modellstudie zur Effizienz der Reduktion der
Gehalte an anthropogenen Spurenstoffen durch Aktivkohle in Klaranlagen:
Expositions und Effektmonitoring vor Inbetriebnahme der Adsorptionsstufe

auf der Klaranlage Langwiese deZ¥A Mariatd, Ravensburg

Rita Triebskorn (Tubingen), Ludek Blaha (Brno/Tschechien), Brigitte Engesser, Hans Gude, Harald
Hetzenauer (Langenargen), Anja Henneberg, HRingohler, Stefaa Krais, Diana Maier, Kathadai
Peschke, Paul Thellmann, HahsVoge (Tubingen), Bertram Kuch (Stuttgart), J6érg Oehlmann
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Frank Sacher (Karlsruhe), Michael Weyhmuiller (Achberg) und Karl Wurm (Starzach)
Korrespondenz Waerwirtschaft Nr. 8: 42436. DOI: 10.3243/kwe2013.08.001

Zusammenfassung

Durch den kombinierten Einsatz verschiedener Methoden ist nachweisbar, dass sich Spurenstoffe auf
den Gesundheitszustand wasserlebender Organismen ud@ Integritit aquatischer
Lebensgemeinschaft negativ auswirken. Im Projekt SchussenAktiv konnte die Prdsenz von
Spurenstdéfen mit toxischen (z.B. gemtschen) und hormonellen (z.B. dstrogenartip&otentialen

sowie tatsachlichen Wirkungen in Verbindung gebracht werden. Die grof3abifast im Nachweis
Ostrogenartig wirkender Chekulien spiegelt sich auch in der Variabilitat der nachgewiesenen
Ostrogenen Wirkpotenziale und Wirkungen bei Rést und Fisahéhrtieren wider. Die reduzierte
Anzahl sensitiver Taxa unterhalb der untergechKlaranlage dngwiese (AZV Mariatal, Ravbnsy)

an der Schussen spricht daftigss sich negative Effektereés auf biozénotischer Ebene manifestiert
haben. Ein Zusamenspiel toxischer und hormoneller Einfliisse auf die Organismen in der Schussen ist
hierbei aufgru der erzielten Resultate waseheinlich. Fir die als Referepngisser ausgewahlte
Argen konte gezeigt werden, dass die untersuchte Probenahmestelle zwar insgesamt als deutlich
weniger belatet gelten kann als die Probahmestellen an der €hussen, dass aber auch hier Bedarf
besteht, bestimmte Expositionen (z. BSitosterol, Cadmium, Aen, Queksilber, Zink) und Effekte

(z.B. Aetylcholinesteraseemmung bei Fischen, fehlda Abundanz von Gammariden)rngeier zu

betrachten um gegebenenfalihre Ursachen zu eruieren.

Schlagwdrter: anthropogene Spurenstoffe, Klaage, Schussen, den, Estrogene, Toxizitat,

Vorfluter
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1 Einleitung

Der Eintrag von Spurenstoffen in Oberflachengewasser ist in den letzten Jahren verstarkt ins Zentrum
des Interesses von Wissenschaft, Politik und @ffiehkeit geriickt [1]. Die Ereiterung der Liste
prioritarer Substanzen gemafR Wassdrmenrichtlinie hat dieses Interesse in jlingster Zeit deutlich
verstarkt. Einhergehend milem steigenden offentlichen taresse ud dem Wissensauachs zur
¢CKSYIFGA] @ dldziB yia (RIFA  rtfeinbéd im. JahReS30092iMl Ralen seines
Konjunkturprogamms beschlossen, die Nachuirsg einiger Klaranlagen im Einzugsgebiet des
Bodensees mit Aktivkohlefiltern zu férdemam den Eintag von Spurenstéén in die Gewasser zu
mindern. Im Vordergrund stand higei am Bodensee aus Vorgegriinden das Schutzgut Triwmksser.

Mit Aktivkohlefiltem ausgestattet werden bzw. wden innerhalb dieses Programms im
Bodensee-Einzugsgebiet die  AnlagerEsparsingen  (Zweckverband  Stockacher  Aach),
Emmingen-Liptingen, Kssbronn-Langenargen sowie Lamgse (Abwasserzweckverband Mariatal,

Ravensburg).

Im Fokus des Projektes SchussenAktiv, das den Erfolg der weiteren Abwasselbahamd
Aktivkohle auf Expstions- und Wirkebene tberprifen soll, stand die Klaranlage Langwiese des AZV
Mariatal, Raensburg. Diese ist das gtél3Klarwerk im nordlichen Bodensee-Einzugsgebiet. Es ist
schon heute mit einer Sandfiltratioausgestattet und reinigt eine Abwasserfihcvon 170.000
Einwohner-Werten (ca. 80.000 Einwohner).Das gereinigte Abwasser wirdn die Schussen
abgeschlagen, idie neben der Klaranlage Lamigse noch 17 weitere mittlere und kleine Anlagen
sowie zahlreiche Regeniberlaufbecken einleiten. In der Semwird eine relativ grol3e Anzahl an
Spurenstoffen in zum Teil recht hohen Konzentrationaohgewiesen [2]. Dies liegineirseits arder
dichten Besiedelung des 8k&? groRBen Schussen-Einzugsgebietsl wien daraus resultierenden
hohen Eintragsmengen,ndererseits aber auch an einer \geichsweise geringen Vdidnung des
eingeleiteten Abwasers aufgrund relativ nigther Abflisse (MQ neun bis b&/s), die mit den relativ
geringen Niederschlagsmengen im nordwestlichen Bodenseegebiet zusdrangam. DiArgen, die

im Projekt als weniger belastetes Vergleichsgewasser herangezogen wird, wejstlsgieise einen

mittleren Alfluss von 223 m¥s bei einem Einzugsgebiet von 6&22 auf.

Das Ziel des Projektes SchussenAktiv war es, dieikusggen des Ausbauder Kléganlage Langwiese

mit einer Altivkohlesufe zu dokumentieren. Da sich die Fertigstellushgr Aktivkohle-Anlage in
Langwiese allerdings verzogert hat und erstim Sommer 2013 in Betrieb gegangen ist, stand im Rahmen
des Projektes zunashdie Erfassng des 6kotoxikiogischen Zustands der Sasen vor dem Ausbau

der Klaratage (KA) im Fokus. Digntersuchungen werden von 20914 im Rhmen des vom
Bundesministerium fur Bildungund Forschung (BMBF) geférderten Projekbundes

a { OdérxBtiplusy anveirgefiuihrt. In diesem Projekt wird die Effizienz weiterfihrender
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Abwassertechniken zur Eliminigsng von Spurenstoffen zuséith an zwei zusatzlichen Kadtagen

sowie an zwei Regenwasserbehandlungssystemen untersucht.
Innovativ am Forschungsansatz \@chussenAktiv ist die kombinierte Betrachtung

(1) der Exposition mittels cheischer Analytik durch den Nawekis von Spurenstoffen im

Klaranlagenablauf und im Obkchenwasser sowie im Sediment und in Biota,

(2) der Uberpriifung von inUmweltmatrices (Kl@mlagenakiufe, Oberflachenwassender

Sediment) vorhandenen xischen und endokrinen Wirkpotenzialen in Labortests und

(3) der tatsachlichen Effekte ini®a aus dem Freiland bzw. sben Organismen, die aktiv im

Freiland in Bypass-Systemen exponiert vaurd

Tabelle 1: Durchgefiihrte Untersuchungen im Rahmen von SchussenAktiv

Potenziale Effekte
Gentoxizitit Gentoxizitit
umu-Test (Recetox Brno) Mikrokerntest (Universitat Tiibingen)
Dioxin-dhnliche Toxizitat Dioxin-dhnliche Toxizitét
T Reportergen-Assays (Recetox Brno) Cyp-1A-1-Biotranformation/ EROD (Universitét
Tiibingen)
o Entwicklungstoxizitat Entwicklungstoxizitét
X ELS-Test Zebrabarbling (Universitat Tiibingen) ELS-Test Forellen (Universitédt Tiibingen)
. Gewebetoxizitit
S Histopathologie (Universitét Tiibingen)
¢ Proteotoxizitit
H Stressproteine (Universitat Tiibingen)
B Neurotoxizitét
Acetylcholinesterase (Universitat Avignon)
Integritit Lebensgemeinschaft
Makrozoobenthos (GOL Starzach)
E (Anti)-Ostrogenitit Ostrogenitit
N E-Screen, Reportergen-Assay mit menschlichen Zellen | Vitellogenin (Universitat Tiibingen)
D (MVLN, HeLa9903) (Recetox Brno)
0 Reproduktionstests mit der Zwergdeckelschnecke
K Potamopyrgus antipodarum (Universitat Frankfurt)
R Ostrogenitédt-Androgenitét
I Gonadenhistologie und gonadosomatischer Index Fische,
N Geschlechterverhaltnis und Fekunditdt Gammariden
- (Universitét Tiibingen)

Diese Kombination erlaubiree komplementare und umfassda Bevertung der Belastungssituation.
Wahrend die chemische Analytik stoffspezifische Fragestellungen nach PrasenzedueibWon
Chemikalien in Umweltmatrices beantworteten kann, st6f3t sie an Grenzen, sobald das gesamte
Spektrum an vorhandenen chemischen Belastungsfaktoren erfasst werden soll. Grund hierflr ist, dass

die Auswahl der zu analysierenden Stoffe a prioriAtigahl poteamiell im Gewasser nachweigiea
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Chemikalien bestimmt bzweinschrankt. Zudem ist der cimsche Charakter vor allenvon
Metaboliten und Transformt@éonsprodukten anthropogeneingetragener Substanzen, wisie
beispielsweise bei der Ozonierung vbwasser entstehen kénnen, derzeit vielfach noch unbekannt,

so dass diese Stoffe analytisch (noch) nicht greifbar sind. Problematisch kann auch sein, dass Stoffe in
so niedrigen Konzentrationen vorliegen, dass die Nachweisgrenzen unterschritten werdeist Do

allem in komplizierteren Matrices, wie Sedimenten oder Biota, der Fall. Wirkpotenzial- und
Effektanalysen haben den Vorteil, dass sie tber ein je nach Testsystem mehr oder weniger grof3es und
spezifisches Spektrum an Belastungsfaktoren integrieléa Potenzialanalytik vermélt hierbei ein

Bild vom Belasingszustand der Umweltpbe zum Zeitpunkt der Probenate im Sinne einer
Momentaunahme. Wirkungen bei Freilandganismen oder bei Organigm, die aktiv im Freiland
expmiert werden, Ubermittelnkomplementar hierzu Informationen zum Belastungszustand der
jeweiligen Probestelle bis zuZeitpunkt der Bembung im Sinne einetangzeitaufnahme. Da alle
Methoden auf zeitgleich entnommene Umweltproben angewendet wurden, kénnen im Rahmen von
SchussenAkltiQuerverbindungen zwischen den Ergebnissen geknipft und Plausibilititsketten erstellt

werden.

2 Methodik

Von 2009 bis 2011 wurden zu neun Zeitpunkten von der KA LangwiegMigdéhproben vom
KA-Ablauf sowie zeitgleich Wasserproben, Sedimente, Fische Rlmidkrebse an mehreren
Probestellen an der Schussenduan der Argen (als Referenxgisser) entnommen. Die Proben
wurden flr chemische Analgn von Spurenstoffen, Wirkpenzialanalysen und Wirkuntenchungen

genutzt. Zeitgleich wurden alle Pratiellen limnochemisch charakterisiert. Die Spurenstoffanalytik

fand am DVGW-Technologiezentrum Wasse Karlsruhe statt, limnocmeische Untersuchungen
wurden von der Universitdt TUbingen durchgefiihrt. Débletuciscus cephalusund Schneider
(Albumoides bipunctatuswurden vomSeenforschungsinstitut Langamgen durch Elektrobefischung

aus den Gewassern entnommen. In vom Bachwasser durchflossenen Aquarien (Bypass-Systeme) an
der Schussen unterhalb der Klaranlage Langwiese sowie an der Argen in der Umgebung von Wangen
(als Referenzgewasser) wurden Bach- und Regenbogenforellen sowie Flohkrebse aktiv exponiert und
Embryotests mit Regen- und Bachforelleneiern durchgefiihrt. Die vorliegende Publikation enthalt
Daten zu den Klaranlagenablaufen sowie zu den Proben, die atibedler Klaranlage Langwiese bei
Raensburg und an der Argen gewten wurden. Die fur Wirkpotenzial- unditkbnalytik eingeseten
Methoden sowie die bearbaanden Institutionen sind in Belle 1 zusammengefasst. Weiterfuhrende
Informationen zur Methodik md zum Aufbau deBypass-Systeme sind [3] zu eelhmen. Die Lage der

Probestellen sowie der Bypasgs&me sind in Abbildung dargestellt.

89



muntersucht  ® nachgewiesen (>NWG)

128

82

29

4

OFW KA-Ablauf Sediment Fisch

Abb.2: Anzahl untersuchter und maximal nachgewiesel
Substanzen im Ablauf der KA Langwiese, im Oberflac
Abb. 1. Lage der Probestellen, fir die Ergebnis  wasser (OFW) und Sediment unterhalb der KA Langw
beschrieben werden, und der Byp&eSgstene an sowie in unterhalb der KA Langwiese gefamen Fischer
Schussen und Argen. (D6bel und Schneider).

3 Zusammenfassung und Diskussion der Resultate

Das Projekt SchussenAktiv teazum Ziel, den 6kotoxikolagihen Zustand der Schussen im Vergleich
zur Argen vor Ausbau der Klaranlage (KA) Langwiese zu beschreibeu.viggten im KA-Ablauf, im
Oberflechenwasser (OFW) und in Sedirtemder Schussen unterhalb d€A (im Vergleich zur Argen)
sowie in Biota chemische Analgn auf verschiedene Stoffgnoen durchgefiihrt. Im Rahmen von
Labortests wurden toxische und hormormeRotenziale im Ablauf der KA und im OFW bzw. Sediment
der Schussen (im Mgeich zur Argen) bewertet. Ralel hierzu wurden reale endokrine und toxische

Wirkungen bei Freilandtieren oder bei Téer die aktiv im Freiland expiert wurden, untersucht.
3.1 Chemische Analysen

Die chemischen Analysen zeigen ein differenziertes Bild der Belastungssituation ird¢biserlasser

der Schussen unthalb der KA Langwiese mit Spastoffen im Vergleich zur gen. Im Ablauf der KA

wurden von 75 untesuchten Spurestoffen 29 Verbindungen inKonzentrationen Uber der
Nachweisgrenze gefunden, im Oberflachenwasser der Schusstem davon 21 auf (Abbilduri®). Der
{LW2NByad2FFna/ 2010FAfa 61N 1Tdz RSy OSNEOKASRSySy
quantitativ unterschiedlich zusammengetzt. In der Schussen warensgesamt deutlich mehr
Substaaen als in der Argen nachzuweisen (Argen: zwdlf Stoffe), und diese traten in den meisten Fallen
auch in deutlich héheren Konzentrationen auf alsdan Argen (Abbildung). Alledings waren auch
vereinzelt Substanzen in Oberflachenwasser (OFW) bzw. in Biota au#érglen in hoheren
Konzentratimen vorhanden als in der Sclses (z. ® Rl & t K@ Sipdteolicd® HiSy | m
Schwermetalle Arsen und Cadmium), was vor demetimund der deutlich starkeren Verdinnung

von Abwasser in der Argen aufgrund hoherer Abflisse umstebeender ist.

Fur mehrere Stoffe (B. Carbamazepin, N,N-Dimethyl&rhid, Sucralose, Benzotriazol) konnte der

Eintrag Uber die KA Langwiese als bestimdi#ir die Konzentration im Vorfluter festgemacht werden.
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Ublicherweise lagen die Konzentrationen im OFW um den Faktor dvezehin niedriger als im
KA-Allauf, was etwa dem Verhéltnis von gereinigter Abwassermenge zur Wasserfilhrung der Schussen
entspricht Stoffe, die im KA- Ablaid geringen Konzentrationen @. 4-tert-Octylphenol: 6hg/L;
Bisphenol A: 24g9/L) nachgewiesen wurden, lagen aufgrund des Verdunnuregdefim OFW meist

in Konzentréionen unterhalb der Nachwegrenze vor. Andere Spurendfwie zB. Diclofenac,
Etharolamin oder Coffein waren obkalb der Klaranlage bereits in vergleichbaren oder sogar etwas
hoheren Konzentrationen als flussabwarts vorhanden. Hierfir verantwortlich kobnnen Eittizéige
Eintragsspitzen aus Kéiagen obenalb der KA Langwiese sein. Vor dem Hintergrund der
vorgeschlagenen Erweiterung der Liste prioritdrer Stoffe der Europaischen Wasserrahmenrichtlinie
(WRRL) sowie der zu erwartenden Umweltqualitdtsnormen (UQN) wirden sich fir Diclofenac im

Oberflachewasserder Schussen Grenzwélierschreitungen ergeben.

Pharmazeutika SuBstoffe
10000 100000
2600 2200 18000
1000 510 10000 -
280 1400 800
- 40 20 W Kidranlagenablauf _, 1000 4 70
= ! 64
¥ 100 g 36 m P3 (Schussen uh KA) = 30
23 24 = 100
- P4 (Argen) 3030
10 |
10+ . m Kldranlagenablauf
3a 1 . 3¢ . ‘ m P3 (unterhalb KA)
Diclofenac  Carbamazepin Sulfamethoxazol ~Erythromyzin D — P4 (Argen)
Pot. hormonell wirksame Substanzen und PSM Triazole
10000 10000

3600 4600

990 1200 1100
1000 + 1000
380 420
180
160
100 61 110 2 u Kiiranlagenablauf
| 100 m P3 (Schussen uh KA)
10 . P4 (Argen)
10 +

= Kidranlagenablauf 10

m P3 (unterhalb KA)
3b 1 P4 (Argen) 3d 1

B-Sitosterol 4-tert-Octylphenol  Carbendazim

ng/L
ng/L

Benzotriazol 4-Methylbenzotriazol 5-Methylbenzotriazol

Abb.3 a-d: Konzentrationen ausgewahlter Substanzen (Maximalwerte) im Ablauf der KA Langwiese, im Oberflache
der Schussen unterhalb der KA (P3) und in der Argen (P4).

In Fschen konnten 22 von 82 untersuchten Spurenstoffen nachgewiesen werden (Klgild Alle

im Projekt erhobaen Daten zu Spurenstoffgehalten in Fischerd sauf das Trokengewicht (TG)
bezogen. Es ist davon auszugehen, dass die Messwerte fUr persistefite #&zogen auf das TG
(berecmet fiur Brachsen aus dem Bodensee) ungefahr um den Faktor drei bis vier hdher liegen als
diejenigen bezogen auf dasisetgewicht (FG) (Hetzenauer, pers. Mitt.). Untersucht wurden von
Dobeln primar Leberproben und Muskulat(Filet), in einigen Fallen auch Gonaden, Darm und
Gallenflussigkeit, bei deren Entnahme die Gallenblase punktiert wurde. Von Schneidern wurde jeweils

ein Pool aus drdis vier Fischen in toto anaigrt.
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Die Ergebnisse der Metatlalysen sind in Abbildungzisammengefasst. Auffallig ist, dass die Fische
aus der Schussen nur fir Zink und Kupfer hthere Werte zeigen als die Fische aus der Argen, in denen
sehr hohe Gehalte an Arsen, Cadmium und Quecksilldrgeaviesen wurden. Mit max. 7%@/kg TG

(DoObel Schssen) bzw. 910g/kg TG (Dbbel Argen) liegen die Werte fir Quecksilber indfisabs
Schussen und Argen ddioh Uber der fur dieses Schwermetall existierend#QN fir Biota der WRRL

von 20ug/kg. Sowohl die Zink-, als auch die KupferkonzentrationemiinFischen aus der Schussen
sind als sehr hoch einzustufen und liegen um den Faktor vier bis zehn hdher als Werte, die fiir Dobel
ausderMuré A Yy em ({mEnigiaht besiedelteseBiet) auch unterhalb von Kkinlagen gemessen
wurden [4]. Bachforellen, die in einem ebenfalls stark Abwasser-beeinflussten Gewésser, der Kérsch
bei Stuttgart exponiert waren, akkumulierten nur ein Drittel an Cadmiwnd Zink. Die
Kupferkonzentrationen in Ddbeln awder Schussen sind mehr alsfaéh héher als entsprechende

Werte aus Forellen aus der Kdrsch [5].

Metalle: Fische Schussen P3 (uh KA) und Argen (P4)
450

400

350

300 2,8
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| 27 N "
50 00 10 ' oolES W Dobel Schussen P3 (uh KA)

Schneider Argen P4

390
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Cd (dargest. Cu Zn Hg (dargest. As X . .
x100) x100) Schneider Schussen P3 (uh KA)

Abb.4: Metallgehalte (Maximalwerte) in Fischen aus der Schusagarhalb KA Langwiese (P3) und Argen (P4).

Die maximalen Konzerdtionen ausgewahlter persistégr Stoffe h Fischproben sind in Abbildusg
zusammengéasst. Der PCBehalt (Summe 6 Indikaté*CB) im Filet der untersuchten Dobelproben
liegt im Bereich deWerte, die fir Dobel aus verschiedenen tschechischen Gewassermbysti
wurden [6]. Geht man davon aus, dass die Werte bezadrdas Frischgewicht ungefahr um den
Faktor drei bis vier niedriger liegen als diéggn bezogen auf das Trockemgeht, liegen die Werte

fir Dobel und Barbe aus der Sclses zwar noch unterhalb, allerdings auch fur das Filet bereits im
Bereich des von der EQrinulierten Hochstwerts von 128g/g FG [7]. Werte fur Fise aus relativ
unbelasteten Geassern bewegen sich laut Kug@ers. Mitt) im Bereich von funf bis zelpg/kg FG.

Die Messwerte fur alle im Projekt wersuchten Fischarten liegen hier deutlich héher, wobei das Filet
einer zusatzlich untersuchten Barligafbus barbusmit einer Konzentration von ca00ug/kg FG am

starksten bdastet ist.
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Durchschnittswerte fur eine Belastung von Fischen mit DDX liegen laut Kuch (pers. Mitt.) in der
GroRenordnung von ca. funf bis zemy/g FG. Die Konzentrationen in Schneidern und Débeln aus der
Schussen sind demnach als moderatjatfigen in der Barbe als eher hoch zu bewerten. Allerdings
liegen alle Konzentrationen fur Fische aus der Schussen weit unterhalb der Hochstwerte, die in DObeln

aus tschechischen Gewassern gemessen wurden [6].

Persistente Verbindungen: Fische Schussen P3 (uh KA) und Argen (P4)

808 Anti-6strogene Potentiale Sediment
900
800
&= 700

W Dobel Argen P4 600
a6
m Dobel Schussen P3 unterhalb KA 500
Schneider Argen P4 4 B Schussen P3
. Schneider Schussen P3 unterhalb KA i Argen P4
W Barbe Schussen P3 unterhalb KA
131,2 111 2
I 59 1
0 | o L '

d hyltricl
PEDEX{IS)rgESt PCB6 DDX Methyltriclosan PNC PND PNE PNF PNG PNH PNI

1/1¢c25 (g/ml)
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8

Abb. 5: Konzentratimen von persistenten Verbindungen i  Abb. 6: Antidstrogene Potentiale im Sediment de
Fischen (Maximalwerte) aus der Schussen unterhalb Schussen (unterhalb Kléaranlage Langwiese) der
Klaranlage Langwiese (P3) und der Argen (P4). Argen zu 7 Probenahmezeitpunkten (PNENI).

Die Messwerte fur Methyltriclosan, einem Metaboliten des Antibakterizids Triclosgenlim Bereich

der aus der Umeltprobenbank flr BrassenAbramis brama aus deutschen FlieBgewassern zu
entnehmendn Werte [8]. Sie sind deutlich geringer als die Maximalwaetie,von [9] fiir Karpfen
ermittelt wurden (596ug/kg FG). Triclosan selbst verursacht sowohl cancerogene (Lebertumore),

gentoxische als auch endokrine Effekte [10, 11].

Polybromierte Diphenylettr (PBDE) wurden ebenfalls in den héchsten Konzentration Geweben

einer Barbe nadewiesen. Allerdings liegenuch die PBDE-Konzentration&m Dobel und Schneider

weit Uber der von der EU vorgesaien (extrem niedgen) UQN fiir Biota von 0,008%/g F5[12]. Die
Messwerte fir Débel liegen im mittleren Bereich der von [13] erhobenen Wertedtiel aus der Elbe.

Die Messwverte flir PBDE in Gammaridestie unterhalb der KA Langwie entnommen wurden, liegen

in der GroRenordnung der W fir Fische an dies Probestde. Deutliche Unterschiede zsghen
Fischen und Gammariden findet man in der Verteilung der akkumulierten PBDE-Kongenere: Wéhrend
bei Fischen BDE-47 mehr als 90 Prozent der Gesamt-BDE ausmauhted bei Gammariden aus

der Schussen die wesdich hydrghobere Verbindung BDE-209b dies mit Kongener-spegidher

Aufnahme bzw. Akkuntation bei den beiden Arten sammenhangt, ist derzeit nicht bekannt.

Die meisten der untersuchten endokrwirksamen Verbidungen konnten nicht ineh Geweben de
untersuchten Fche nachgewiesen werdenin hohen Konzentrationentrat allerdings das

Phytodstrogeni -Sitosterol, in sehr geringen Konzentrationen 4-tert-Octylphenol in Fischen aus
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Schissen und Argen auf. Die hohen Messwertei fiBitosterolin Fschen ais der Argen lassen sich in
Zusammenhangnit den im Oberflachenwasser nhgewiesenen hohen Konzentratien dieser
Verbindung bringn (s.0.). Da das 6strogenetBuazial dieses Phytodstrogemdierdings im Vergleich
zu syihetischen oder natiirlichen Hormonemm den Faktorl0* geringer ist [14], sind vodieser

Substanz ausgehende moonelle Potenziale in Schussen und Argen als eher gering einzuschatzen.
3.2Hormonelle und toxische Wirkpotenziale und reale Wirkungen

Ein Ziel des Projektes war es, die Relevdez Ergebnisse aus Wirkpotenzialtests im Labar fi
tatsachliche Wirkungen in @anismen aus dem Freiland (adsolchen, die dort aktiv exmpdert
wurden) zu UberprufenAuf Plausibilitat berunende Zammenhdnge mit moglicherwse fir die
Effekte verantworichen, im Rahmen des Projek in den untersuchten Umweltatrices

nachgewiesenen Chemikalien wurden hergestellt.

Hormonelle Potenziale, fir weie Chemikalienkonzentianen sogar unterhalb der
chemisch-analytischen Nachwgisnzen sowie Summeneffekte amtwortlich sein kénnen, wurden

im Rahmen von Schugskktiv mit in vitro- und in vivo-Testsystemen untersucht. Mit dem
E-Screen-Test, der auf der durch endokrin wirksame Chemikalien induzierten vermehrten Teilung
menschlicher Brustkrebszeti (MCF-7) basie wurde so zB. eine Ostrogene Gesanhtdvitat von

max. 4,6ng/L Ostogendquivalente EEQ) im KA-Ablauf bzw. max. dg/lL (EEQ) im
Oberflachenwasserat Schussen ermittelt. Im Seaként der Schussen wurden mit Reportergenassays,
welche die transformied Mammakarzinmzelllinie (MVLN) und die Zalie HelLa-9903 naen,
geringe Ostrogene und afistrogene Potenziale ermittelt (Abbildung 6). Vor dem Hintergrund, dass
hormonelle Effekte durch @mikalienkonzentrationen im uaren Nanogramm-Bereich ausgeldst
werden konnen, tragt die biologische Wirkpotenzialanalytik, wie sie beispielsweise vom E-Screen-Test
oder den im Projekt eingesden Reportergenasays geleistet wird, dazu bei, in einem
Konzentrationsbereich Vorsorge treffen zu kénnen, der mit instrumléart Analytik (noch) nicht

erfasst werden kann.

Durch diein vivodurchgeflihrten Reproduktionstests mit der Zwergdeckelschnds@mopyrgus
antipodarumwurden nicht nur, wie mit den Reportergenassays, in Sedimenten aus der Schussen,
sondern auch in sol@m aus der Argen sehr starkettigyenahnliche Potenziale nachgewiesen. Dieser
Unterschied ist mdglicherweise durch eine sehr viel hbhere Sensitivitdt dem imivoeTests

eingesetzten Testorganismen im Vergleich zu dem imitro-Test verwendetendll-Lirien zu erklaren.

Um die Indizienkette von der Prasenz potenziell hormonell wirksamer Substanzen tber endokrine
Potenziale bis hin zu tatsachlichen Wirkungen bei Freilandorganismen verlangern zu kénnen, wurden

Wirkuntersuchungen an Fischen (D6bel, Schneinher Forellen) und Flohkrebsen durchgefihrt, die
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entweder aus dem Freilanentnommen oder in Bypass-Systen aktiv dem Wasser von l&ssen

oder Argen gegeniber prniert wurden. Die Induktion der Bildung von Vitellogenin in Jungforellen
und die hdhere AnZd an weiblichen Schneidern und Gammariden in der Schussen unterhalb der KA
Langwiese lassen vermuten, dass sich an dieRBmbenahmestelle Ostroge Einflisse bei
Freilandorgaismen bereits moderat maniféert haben. Allerdings sprechen die verzOgerte
Gamadenreife bei weiblichen Do6beln und deignifikant niedrige gonadosmatische Index bei
mannlichen und weibliche®dbeln fir zsatzliche antidstrogene und / ed toxische Einfliisse. Um
Giftstoffe zu metabolisieren bzw. i@se zu entgiften, setzen Ongamen grol3e Teile ihrer
Stoffvechselenergie ein. Diese Eger steht in der Folge fur Organ- oder Kdrperwachstum nicht zur
Verfigung, so dass z. B. ffflanzungsorgane kleiner bleén (sog. energetischerade-off). Vor
diesem Hintergrund ist das signifikagéringere Gonadengewicht bei Ddbeln aus der Schussen zu
erklaren. Die Eyebnisse der biochemischen @gennachweise (Abbildund sowie die histologisch
sichtbaen Veranderungen in der Lebder Fische (Abbildur®) urterstiitzen diese Hypothese des
energdischen Trade-offs, da die Fische aus der Schussen signifikant weniger Glykogen

(Speicherkohlenhydrat) in der Leber speichern als Fische aus der Argen.

600
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200

100
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Abb.7: Glykogengehalt in der Leber vBdbeln aus der Schussen (P3, unterhalb der Klaranlage Langwiese)
und an der Argen (P4).

Bekannt ist allerdings auch, dass tolerante Individuen aus Populationen, die dauertiaiber viele
Generationen hiweg unter Schadstoffeinfluselden, bei geringer Korpergr®e und in geringerem

Alter als Ublich bereits reproduzieren kénnen, was als mikroevolutive Anpassung gedeutet wird [15].
Aus der Gruppe der von [L@nd [16] als potenziell endwin wirksam eingestuften Chemikalien
wurden im Rahmen des Projels 4-tert-Octylphenol, Bisphenol, Advolybromierte Diphenylether,

i -Sitosterol, Methyltriclosan, PCB, Queck&l, Cadmium und DDX-Verbindungen in mindestens
einem der untersuchten Umweltkompartimente nachgewiesen. Im Rahmen des Nachfolgeprojektes

wurden zudem das Hormdastron Uber der Nehweisgenze im KA-Ablauf und im Olfiédchenwasser

95



der Schussen unterhalb der KA sowie deutliche PFT-KonzentrationenhanF&es der Schussen
nachgewisen. Die KonzentrationeRS NJ & SKNJ adF N] @A NJ al Y SEgtradioh i N2 3 S
bzw. Iralpha-Etinylestradol (EE2) lagen sowohl in den Oberflaichenwasserproben als auch in den

Ablaufprobender KA unterhalb der Nachweienze.

Abb. 8: Leber eines Dobels (a) aus der Argen mit Glykogenspeicher (helle Areale) und (b) ausiskanSciit stark
reduzierterm Glykogen und deutlich erweiterten Interzellularrdumen.

Dass in der Schussen ein Zusammenspiel von endokrinen und toxischen Einfliissen von Bedeutung ist,
ist aufgrund der Ergebnisse dieses Projekéds svahrscheinlich. Gewebmxische Effekte kdnnen B.

durch die nachgewiesenen Arzneiteit Diclofenac oder Carbamazepin hervorgerufen werden [17]
[18]. Nach [19] und [20] kdarien als Ursache fur neurotedhe Effekte Quecksilber, Arsen, Kupfer,
Cadmium, oder DDX in Frage komnféngentoxische bzw. cancerogene Wirkungen kdnnten laut [21]
Nickel, Arsen oder der Metabolit von DMS, das cancerogene NDMAr@sadimethylamin), nach

[22], [23] und [24] auch TCPP und Methyltriclosan sowie nach [25] Carbendazim verantwortlich sein.
Genotoxische Potenziale, die mittels Reportergenassagglirschussen nachgewiesen wen, lassen

sich dementsprechend einerseits mit der Présenz dieser Substanzen in Verbindung bringen,
andererseits wurden aber auch in Fischen aus deu&en bzw. in sdien, die akv dem Wasser der
Schussergegenlber exponiert waren, getoxische Effekte nachgewiesen. In den Blutzellen von

Dobeln war die Anzahl an Mikrokernen, die DNA-Schadigungeiganzeleutlich erhoht.

Inwiefern sich auf Individualebene festgestelReaktionen bzw. Schadigungen bei Freilandfischen auf

der Ebene der Fischpopulationen widerspiegeln, wurde im Rahmen von SchussenAktiv nicht
untersucht. Allerdings liegen von anderer Seite fur den Wasserkorper zwischen Mariatal (oberhalb KA
Langwiese) un®lariabrunnDaten zur Bewertung des okgjischen Zustands des Gewassau der

Basis des fischbasten Bewertungssystems fiir Akgewasser (FIBS) vor. DieStél o . NHzZ33a 2 6 SN
von Meckenbeuren reprasentiert in diesem Wasserkorper eine Probestellerhafibe der KA

Langwiese. Der Gutezustand dieser PiolieSt f S ¢ dzNR S OyArI0K SCALY. X S &l (it daF (oY No
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der Grunde hierfir die starke Dainanz des Schneiders in dies&gilabschnitt des Wasserkigrs (50

75 Prozent aller Fiseh war (Dussling, perdditteilung 23. Juli 2012). Ob dieser Befund aus einer
eventuellen vergleichsweise hohen Tolerades Schneiders gegenlber otischen Belastungen
unterhalb der KA Langwiese resultiert, ware weitergehend zu untbesucBei den histologischen
Untersuchungerund Stressproteinanalysen im Rahmen von SchussenAktiv erwies sich der Schneider

insgesamt als weniger empfindlich als der Dobel,BAchforelle oder die Regerdpenforelle.

Die Untersuchung des Madkzoobenthon entlang der Scheen verdeutlicht den Einflgs der
Klaranlage Langwiese auf der Ebene der Lebensgemeinschaft. Die geringere Artenzahl und
Individuendichte unterhalb der KA Langwiese und hierbei vor allem der sensitiven Artengruppen weist
allerdings darauf hin, dass andere Stoffe als di@zgenannen auf das System gativ einwirken

kdnnen.

In den Tabelle2 und 3 werden abschlie3end die chemisch- analytischen Daten und die Ergebnisse der
Wirktests zussnmenfassend bewertet. BeédTabellen gemeinsam verdeutiien, dass sowohl auf der
Expodions- alsauch auf der Effekeite ein komplexes Zusammenspiel zahlreicher Einflussgrof3en die
Belastungssymptomatik an Schussen und Argen beschreibt, wobei die Dichte der Einflussgré3en an

der Schussen deutlich hdher ist.

Tabellel: Zusarmenfassende Bewertung der Relevanz der nachgewiesenen Stoffgruppen im Ablauf der KA Langv
Oberflachenwasser und in Biota aus Schussen und Argen.

Stoffgruppe KA-Ablauf P 3 Schussen (uh KA) __ Fische P 4 (Argen) Fische Argen Stoffe
Arzneimittel clof Carbamazepin, Sulfamethoxazol

PSM
SiiRstoffe | Acesu

Metale I c. c:

Biozide

tazim, DMIS, Mecoprap; Biota: DDX

Oktylohenol
Komplexbildner EDTA, DPTA

Wasser: Tris(2-chlorpropyfiphosphat; Biota: PBDE
PCB PCB,

Bewertung:
I - oh-r Konzentrationen nachgewiesen
4Rig in mittleren Konzentrationen nachgewiesen
in geringen Konzentrationen nachgewiesen
nicht nachgewiesen

4 Fazit und Ausblick

Als Ergebnis des Projektes SchussenAktiv lasst sich festhalten, dass eedmbinieren Einsatz
verschiedener Methden, die sowohl die Expositions- als auch diekitste allecken, moglich war,
zwar nicht im Sinne vorKausalitdt, wohl aber auf der Basis einevidEnzkette die auf
Plausibiliatskriterien beruht [26], Zusamenh&nge zwischen (1) der Prasenz von Spurenstoffen in
Umweltkompartimenten, (2) toxischen und hormonellen Potenzialen, (3) toxischen und endokrinen
Effekten bei exponierten Organismen sowie (4) dem Zustand der Lebeesgeimaft in der Schussen

herzwstellen. So konnte B. die Prasenz potenziell gentoxischer Chemikalien in den untersuchten
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Umweltmatrices mit dem positiven Nachweis gensakier Potenziale sowie dem Aeften
gentoxischer Effekte iBlutzellen der untersuchtendéhe in Verbindung gebrachewden. Die starke
Variation im Nachweis 6strogenartig wirkender Chemikalien spiegelte sich auch in der Variabilitat der
nachgewiesenen dstrogenen Wadtenziale und Wirkungen bei Fischen und Fischnéhrtieren in der
Schussen wieder. Die reduzierte Anzahls#rer Taxa unterhalb demtersuchten Klaranlage an der
Schussespricht dafiir, dass sich negatitzéfekte bereits auf biozonatcher Ebene manifestiert haben.

Ein Zusammenspiel toxischer und hormoneller Einfligédia Organismen in der Sclses ist erbei
aufgrund dererzielten Resultate wahrschdich. Fur die als Referenzgewésser ausgewéahlte Argen
konnte gezeigt werden, dass die untersuchte Probenahmestelle zwar insgesamt als deutlich weniger
belastet gelten kann als die Probenahmestellen an dau&en, dass aber auch hierda€ef besteht,
bestimmte Expositionen ¢ . ® i 711{ Amiugh AAisBri\Rdecksilberl Bnknd Effekte (zB.
Acetylchdinesterasehemmung bei Fischen, fehlende Abundanz von Gammariden) genauer zu

betrachten um gegebenenfalls ihre Ursachen zu eruieren.

Tabelle2: Zusmmenfassung der Resultate der durchgefiihrten Tests bzw. Untersuchungen vor dem Hintergrund,
Endpunkte adressiert wurden (toxische/endokrine Potenziale/Wirkungen) und wie stark die Effekte ausfielen.

ANALYSEMETHODE [Potentiale [Wirkungen|Pof iale |Wirkungen|P tiale [Wirkungen|P
E-Screen 2 1
Repor Ostrogenitit 2 1 01
P Anti-Ostrog 1 1 0
P Anti-Androgeniti 0 1 0/1
P i mit 2
i i 2 0
it éltnis, GSI Fische 0
ilitét, hi éltni: 2
Repor foxin} i 1 2 1
P i i 1 2 0
Mik Fische 1
Acetylcholinesterase 1 7
protei I 2, 1
ie Fische 2
|Embryotest arbling Labor 1 1 1
|Embryotest Forellen Bypass 2 2
g, Stessp i 1 0
|Makrozoobenthos -

Bewertung:

kein Effekt

1 schwacher Effekt

2 mittlerer Effekt
starker Fffekt

Fur die Fortfihrung des Projektes Uber wedtedrei Jahre hinweg konnten Fordermittebm
Bundesministerium fur Bllng und Forschung (BMB&ijpgeworben werden. Die Fragtellung von
SchussenAktiv idtierbei in ein erweitertes Fschungsfeld integriert und wird unter dem Namen
a{ OKnizi & & O list Fode 2014 fortgefiihrt. Inhalte und Ziel dieses Projektes sind bei [3]

beschrieben. Aufgrund der Fertigstellung des Ausbaus der Klaranlage Langwiese im Sommer 2013 wird
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der Zustand der Schussenafoeineinhalb Jahre vor und schlieRend eineinhalb Jahreach dem

Ausbau der Klaranlage untersucht.
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Kapitel 3:Invertebrates as indicators for chemical stress in sewagiuenced
stream systems: Toxic and endocrine effects imgaarids and reactions at the

community level in two tributaries of Lake Constance, Schussen and Argen
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Abstract

The present study investigates the impact of releases from waste water treatment plants and storm
water overflow basins onammarids and other macrozoobenthos. The study relates to a recent
upgrading of a waste water treatment plant (Langwiese) at the Schussen river, an important tributary
to Lake Constance. Samples were taken at different sites at the Schussen river upshéam a
downstream of a storm water overflow basin and the waste water treatment plant Langwiese and, in
parallel, at the Argen river, a less polluted reference stream. We assessed the influence of water quality
on the distribution of macrozoobenthos and on thealth of gammarid populations by a variety of
ecotoxicological methods including biomarkers prior to the expansion of the waste water treatment
plant. Through histopathological studies, the impact of parasites on host tissue health was evaluated.
Analyse of heat shock protein (hsp70) levels allowed us to draw conclusions about the proteotoxicity
related stress status of the organisms. Furthermore, gammarid populations from all sites were
investigated in respect to sex ratio, parasitism rate, and fecynditacrozoobenthos community
integrity was determined by means of the saprobic index and the abundance as well as by the number
of taxa. In gammarids, the sex ratio was significantly shifted towards females, fecundity was
significantly decreased, and thei70 level was significantly increased downstream of the waste water
treatment plant Langwiese, compared to the upstream sampling site. Similarly, these effects could be
detected downstream of three small storm water overflow basins. In the macrozoobenthos
communities, the abundance of taxa, thamber of taxa, the number of Ephemeroptera, Plecoptera,
and Tichoptera taxa (ER#xa), and the number of sensitive taxa decreased downstream of the storm

water overflow basin Mariatal as well as downstream of Waeste water treatment plant Langwiese.
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Our study showed, that waste water treatment plants and storm water overflow basins affected

macroinvertebrate communities and the health of gammarids.
1. Introduction

Anthropogenic pollutants and toxicants releasedo the environment can easily reach aquatic
ecosystems, causing shertor longterm adverse effects. Micropollutants like pesticides,
pharmaceuticals, industrial chemicals, and complexing agents can be detected in the environment in
very low concentratias (Daughton and Ternes, 1999; Jubeaux et al., 2012; Triebskorn et al., 2013a).
They are able to induce adverse effects even at low concentration levels in exposed organisms (Brauch,
2011; Gagné et al., 2005; Ladewig et al., 2006; Schirling et al., 2@0sK0rn et al., 2003; Triebskorn

et al., 2013a). Unfortunately, conventional waste water treatment plants (WWTPs) are not or only
partially able, to eliminate micropollutants during treatment processes. Hence, waste water is one of
the major sources of maropollutants in aquatic ecosystems (Desbrow et al., 1998; Go6tz et al., 2010;
Schwarzenbach et al., 2006; Seel et al., 1996). Activated carbon filtration is one possibility to eliminate
micropollutants from the water cycle. However, more information i seeded about the efficiency

and environmental impact of activated carbon filtration in WWTPs. The current work is integrated into
the project "SchussenAkplus', funded by the German Federal Ministry of Education and Research,
which is an ecotoxicolacgal study in two tributaries of Lake Constance, the rivers Schussen and Argen
in Germany (Triebskorn et al., 2013b). At the Schussen river, the installation of an activated carbon
filtration stage at the waste water treatment plant Langwiese has been tetagh in autumn 2013.

The success of the technical improvement at this WWTP with respect to the aquatic environment will

be analyzed within this integrated project.

Our part of the project focuses on assessing the overall health status of invertebradethan
distribution of macroinvertebrate taxa living in the Schussen and Argen rivers, the latter representing
a less polluted tributary of Lake Constance. For numerous vertebrate species, toxic and endocrine
effects caused by polluted environments have bekescribed (Colborn and Thayer, 2000; Crain et al.,
1998; Triebskorn et al., 2013a; Triebskorn et al., 2008; Vos et al., 2000). Although research efforts on
toxic and endocrine effects of pollutants in invertebrates has increased during the last deazgte, m

of the studies were largely conducted under laboratory conditions (Andersen et al., 2001; Pascoe et
al., 2002; Watts et al., 2001; Watts et al., 2002). From field studies there is only litteedge
information available about toxic and endocrinffeets in gammarids caused by waste water, even
though gammarids are excellent monitor organisms (Schill et al., 2002a; Schill et al., 2003; Schill and
Kohler, 2004a; Schill et al., 2002b; Schirling et al., 2006; Schirling et al., 2005). Gammariddyare high
important for aquatic food webs as they feed on detritus, fungal growth on decomposing plants,

carrion, and small invertebrates (Brehm and Meijering, 1996; P6ckl, 1993) and act as shredders of plant
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material (Schwoerbel, 1999). Since gammarid populatioften reach huge numbers of individuals,

they are important parts of aquatic ecosystems, particularly as nutrition for fish (Meijering and Pieper,
1982). Due to their important position in freshwater food webs, their high biomass, and their wide
natural distribution, gammarids can be used as representative invertebrates of streams (Schirling et
al., 2005). Furthermore, they are excellent monitor organisms, as they are widely distributed, occur in
large numbers of individuals, have a relatively short gatien time and high reproductive rates, and

are characterized by a high sensitivity to pollutants (McCahon and Pascoe, 1988; Meijering and Pieper,
1982; Pockl, 1993; Schirling et al., 2006; Williams et al., 1984). In the studies of Ladewig et al. (2006)
and Schirling et al. (2005) two WWTPs at two small streams in Germany have been under investigation
regarding toxic and endocrine effects@ammarus fossarupupstream and downstream of WWTPs

at two small German streams. the Kérsch (Swabia) and the LobkefitZSaxonia). Gross et al. (2001)
analyzed the influence of two WWTPs in the Lea river (north to London, UK) on the sexual development
in Gammarus pulexTo date, only Bundschuh and Schulz (2011a; 2011b) have assessed the biotic
effects of a novel wastater treatment technique supplementing conventional treatment. At the
WWTP Wieri, next to Zurich, CH, an ozonation stage was installed and these authors investigated the
effects on the feeding rate and population sizeGfossarumby active monitoringBundschuh and
Schulz2011a) and laboratory experimen8undschuh and Schulf)21b). In both studies, they found
significantly increased feeding rates and population sizes in ozonated water compared-oaorm

treated waste water. Thus, the authors adnded, that ozonation may improve waste water quality

by reducing the load of micropollutants. Yet, we want to know, if the installation of an activated carbon

filtration stage will lead to positive effects with respect to the health of gammarids.

The pesent study demonstrates the first results of our investigations on toxic and endocrine effects
in gammarids Gammarus puleand Gammarus roesglicaused by waste water treatment effluent
prior the installation of active carbon filtration. Different meth®dvere used to investigate the
physiological status of gamarids: (1) analyses of the KD heat shock protein family (hsp70), (2)
determination of sex ratio in gammarid populations, (3) evaluation of the degree of parasitism und
histopathological studiesf infected individuals, and (4) determination of fecundity in female

gammarids.

(1) Analyses of heat shock protein (hsp70) levels allow us to draw conclusions about the overall
proteotoxic impact acting on the test organisms. Molecular biomarkers araldeito detect even

small stress loads, which are permanently present. They are characterized by a high sensitivity and
integrate over short periods of time (Triebskorn et al., 2013a). Heat shock proteins are among the
molecular biomarkers which have beeastablished in ecotoxicological research, and almost all
organisms are able to respond to a proteotoxic stressor with the formation of heat shock proteins.
Thus, the induction of heat shock proteins is not only triggered by elevated temperature butoalso, f
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example, by heavy metal loads, other proteotoxic substances, UV radiation, and oxygen deficiency.
This is why heat shock proteins are commonly regarded as stress proteins (Lewis et al., 1999; Sanders,
1993). The heat shock proteins are classified adngrtb molecular weights. The beisivestigated

group of heat shock proteins is the hspiamnily (with isoforms of 668 kDa molecular weight).

(2) On the basis of laboratory studies with population&gbulex Watts et al. (2002) demonstrated a

shifeda SE NI} GA2 (261 NRa ¥ SY lethifykestdnidR BhNg, thefd&ermination dzSy O S
of the sex ratio seems to be a good method to detect possible estrogenic potential in rivers (Triebskorn

et al., 2013a).

In addition to our investigations withespect to sex ratio, we analyzed the degree of parasitism in
gammarids (3). Toxic substances can devitalize the immune system. As a result, diseases and parasites
can spread more easily (Sures, 2008). Under toxic stress, organisms have to expend dangts am
metabolic energy for the reduction and / or elimination of toxic substances. This energy expense trade
off, for example, the ability to fight against parasites. The relationship between the degree of
parasitism in organisms and the pollution ofeth environment has been widely described
(Marcogliese, 2005; Morley et al., 2010). However, changes at the genetic level may be responsible for
the increased parasitism in polluted environments. Parasites usually have a shorter regeneration time
and a higper reproduction rate compared to their hosts, and thereby are able to adapt more rapidly to
changing environmental conditions, such as anthropogenic pollutants in aquatic systems. Thus, an
increased rate of parasitized organisms in polluted environmeatshe expected (Bell, 1982; Van
Valen, 1973). Through histopathological studies, the impact of parasites on host tissue health was

evaluated.

Furthermore, gammarid populations were investigated with respect to fecundity (4), which is also used
as a bioméaker for aquatic pollution. However, published data about the effect of estrogens
reproduction in gammarids are controversially discussed. Laboratory studies by Watts et al. (2002)
RSY2YyaAGNI SR | L&hinydsthadddon $he e@Badiction il. pulex But different
results from further studies (Ladewig et al., 2008zurova et al., 2010) confirm the assumption that

the fecundity index in gammarids may be determined by a complex interaction of numerous

parameters.

In addition to our investigations with gammarids, we analyzed the distribution of macrozoobenthos
taxa d several sampling sites. Macrozoobenthos is widely used for water quality assessment (Adamek
et al., 2010; Chessmann, 1995; Rosenberg and Resh, 1993) because it allows for examining temporal
changes and integrating the effects of prolonged exposure ol concentration of pollutants
(Adamek et al., 2010). The distribution of macrozoobenthos taxa is influenced by many factors, such

as organic pollution and habitat degradation (Adamek et al., 2010; Whitehurst, 1991). Berenzen et al.
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(2005) and Bonzinital. (2008) showed that pesticides affect the invertebrate community structure in
the field. Macrozoobenthos is often used to determine the water quality of rivers and thus, the
distribution of macroinvertebrate taxa can be used to demonstrate effectsasite water effluents.

In Germany, Bunzel et al. (2013) studied the effetisaste water effluents of SWWTPs in Hesse on

the structure of maasinvertebrate community up to 8m downstream of the WWTPs. They concluded
that waste water effluents signimtly affect the structure of macroinvertebrate community. To date,
there is no study which investigates the success of the installation of an activated carbon filtration

stage at WWTPs with respect to the macroinvertebrate fauna.

The aim of the presentisdy is to describe toxic and endocrine effects in gammarids and reactions at
the community level in the Schussen and Argen rivers prior to the application of activated carbon
filtration technology at the WWTP Langwiese and sampling upstream and downsbifeaie WWTP
allows us to assess the influence of the waste water effluent on the test organisms. Subsequent to the
installation of the activated carbon filtration stage at the WWTP Langwiese at the Schussen river in
October 2013, we will perform the samanalyses to provide information on the success of the

technological improvement at this WWTP with respect to the health of macroinvertebrates.

Table 1 Sampling sites and sampling dates. a.) Sampling sites at the Schussen and the Argen rivers. droeal
geographical position, topography and studied organisms for each sampling site. b.) Sampling of gammarids: !
dates, seasons and flow conditions. WWTP = waste water treatment plant Langwiese, SOB = storm water overflc
MZB = macrozoobents.

(a) Sampling site Locality name Geographical position Topography Studied organisms
Schussen river Site 00 Staig 47°51'3937"N 15 km upstream WWTP Gammarids
9737'04.87"E 12 km upstream SOB Mariatal
1.3 km downstream 3 small SOBs
Site 0 WeiRenau 47°45'29.59"N 2.5 km upstream WWTP Gammarids
9°35'22.88"E 150 m upstream SOB Mariatal MZB
Site 1a Weillenau 47°40'19.57'N 630 m upstream WWTP MZB
9°32'06.20"E 1.12 km downstream SOB Mariatal
Site 1b 47°44'42.27"'N 850 m downstream WWTP MZB
9°33'45.04"E 3.8 km downstream SOB Mariatal
Site 2 Lochbriicke 47°40'22.44"'N 11 km downstream WWTP MZB
9°32'06.34"E 14 km downstream SOB Mariatal
Site 3 Oberbaumgarten 47°39'16.20”N 15 km downstream WWTP Gammarids
9°31'52.93"E 18 km downstream SOB Mariatal MZB
Argen Site 5 Gohren 47°36'09.71"'N 2.5 km to Lake Constance Gammarids
9°34'02.91'E
(b) Sampling dates Seasons Flow conditions
2010 19 April Spring Normal water
29 June Summer High water
19 August Summer Low water
13 October Autumn Normal water
2011 9 May Spring Low water
7 July Summer Low water
2 September Autumn Normal water
28 October Autumn Normal water
2012 3 May Spring Low water
4 July Summer Normal water
24 October Autumn Normal water
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2. Materials and methods
2.1. Description of streams

Two rivers in Southern Germany were under investigation in this study. Sampling took place at these
two tributaries to Lake Constance: the Schussen river and the Argen river. The Schusseomsef

the ten largest tributaries to Lake Constance. The catchmentiaragproximately 82&m? large and

is characterized as industrial in the middle sectidme &verage discharge rate is thi#/s. Due to the
relatively dense urban area and the highmber of inhabitants (200,000 inhabitants) within the
catchment area, the river's course was greatly changed morphologically, and long distances have been
straightened. The land use is dominated by arable land and specialty crops such as fruits and hops
(LUBW, 2010). The WWTP Langwiese, close to Ravensburg, is one of the largest WWTPs at the
Schussen river with about 170,000 population equivalents (PE). The main treatment steps in this
WWTP are as follow: screen / grit channel, primary treatment, bickbtjieatment, final clarification,
activated charcoal filtration, sandfilter. The installation of an active charcoal filter was finished in
autumn 2013. Some annual mean data from 2013 in the effludrgmical oxygen demand (COD):

14 mgl/l, nitrate: 7.5mg/l and phosphate: 0.1gl/l.

Ravensburg

) SOB mm ®Site 0
SOB .S_Ite 0
®Site 1a ® Site 1a
BWWTP Langwiese
Site 1b ? WWTP Langwiese
Site 1b

Amtzell

Meckenbeuren

Tettnang

Friedrichshafen

Neukirch

Eriskirch

Lake Constance

Kressbronn

Fig.1: Sampling sites at the Schussen and the Argen rivers, two tributaries to Lake Constance. Black border: enlal
around the WWTP Langwiese. Gammarids were collected at Site 00, Site 8,a®id Site 5. Macrozoobenthos wi
sampled at Site 0, Site 1a, Site 1b, Site 2 and Site 3. WWTP = waste water treatment plant. SOB = storm overf
The map is based on OpenStreetMap. Map data: ©OpenStreetMap contributors, licence: http://oper
commons.org/licences/dbcl/1.0/
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The Argen river is the third largest tributary to Lake Constance and is formed by the confluence of the
Obere Argen and the Untere Argen rivers. Theluatnt area is approximately 6%n? large and the
average discharge rat is about 20n%s. The Argen river is a subnatural river, the land use is
characterized by forest and grassland in the upper stream section, whereas the lower stream section
is characterized by pomiculture (apples, strawberries, cherries). Nine municiped water treatment

plants drain into the Argen river, and the largest WWTP is near Wangen with 67,300 population
equivalents (LUBW, 2010).

2.1.1. Characterization of sampling sites

To analyze the effects of the WWTP effluent on invertebrates, diffesamhpling sites were

established for investigations with gammarids and analyses of macrozoobenthos.

For our investigations with macrozoobenthos, six sampling sites were chosen at the Schussen river
(Tab. 1a, Fig. 1). Due to the fact, that macrozoobenthasearly stationary (Langmaier et al., 2006)

the distances between different sampling sites can be quite short, in contrast to the sampling sites
selected for fish (see below). The six sampling sites at the Schussencelude sites upstream (Sifg

Ste 1a) and downstream (Sitkb, Site2, Site3) of the WWTP Langwiesewsll as upstream (Sit@)

and downstream (Sit&a) of the storm water overflow basin (SOB) Mariatal. These sites were chosen
to getinformation about changes in the macrozoobenthoswounity structure along the course of

the Schussen river.

Our investigations with gammarids were performed close to the studies from the other partner within
SchussenAktplus At the end of the project we want to compare our results to results attaineah fr
diverse investigations with feral fish (i.a. histopathological studiesaaradysis of the stress protein
Hsp70, see Triebskorn et al., 2013b). For this purpose, fish and gammarids were caught simultaneously
at same sites at the Schussaver (Tab. 1laFig. 1). Sit® was chosen as a sampling site upstream of
the WWTP Lamgese. Site8 was chosen as a sampling site downstream of the WWTP Langwiese so
we could makesure that fish, caught at Si& had always stayed downsam of the WWTP Langwiese.
Sitelb and Sit& are too close to WWTP Langwiese and too close together, so that fish could have
stayed both upstream and downstream of the WWTP prior to sampling. Such a situation could affect
the results. For our investigations with gammarids, two adddlaampling sites were chosen: SQ8

at the Schussen river and Sgeat the Argen river. Sit0 acts as a further sampling site upstream of
the WWTP Langwiese but downstream of three small storm water overflow basins. The gasitplin

at the Argen rier (Site5) acts as a reference site which is less polluted than the sampling sites at the

Schussen river.
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2.2. Investigations with gammarids

At each site, 18gammarids wee collected using a net withrhm mesh size. Sampling took different
typical habiats of gammarids, such as macrophytes, roots, and batches of leaves into account.
Gammarids from these habitats were gathered together in a single storage vessel. The required
number of gammarids for each of the following investigations was taken randoontythis storage
vessel. Sampling took place up to four times per year from 2010 through 2012. Thus, in addition to
investigating environmental effects of the effluent of WWTP Langwiese on gammarids we were able
to examine seasonal variations in popubatistructures by sampling in springtimsummer, and

autumn (Tab. 1b).
2.2.1. Rate of parasitism

To determire the degree of parasitism, 1@@&mmarids were randomly picked from the storage vessel

at each site. As a principle, gammarids could be infected\¢anthocephala and, in parasitized
individuals, the parasite is macroscopically visible. Parasitized gammarids show a yellow, orange or red
patch at the dorsum. The identification of these parasites in fixed animals is hard to conduct because
the visual apearance of the parasites fades in the fixative. Consequently, the determination of
parasitism took place on site using living individuals. To investigate the effects oftgm@s the

internal organs, l(@arasitized gammarids eve decapitated and fixedn 2%glutardialdehyde,
dissolved in 0.005M cacodylate buffer, for histopathological analysis. Before embedding in Technovit
(Heraeus Kulzer, Germany), the fixaainples were decalcified fordays in 5% trichloracetic acid and
subsequently dehydrated ingraded series of ethanol. Then each individual was cut in four sdries o
eight sagittal sections (dm thickness) using a Reichdung microtome (Reichedung, Nuf3loch,
Germany). One half of the sections was stained with hematoxylin eosin, the otHervdmlstained

with azure methylene blue according to Richardson et al. (1960). For each parasitized individual
sections were examined using a light microscope (Axioscope 2, Zeiss, Oberkochen, Germany). In 3.1.2
we could show the first but nevertheless inggsive result of the histopathological study of an infected
gammarid individual. The remaining samples are currently histopathologically investigated and results

will be published as soon as possible.
2.2.2. Sex ratio and distribution of species

After idertification of parasites we fixed these 1@@ammarids per sampling site in 2% glutardialdehyde
dissolval in 0.005M cacodylate buffeilo determine the sex ratio anithe distribution of species,
samples were studied usirgstereo microscope. The determinatiof the species is based on external
morphological characters. In the Schussen and Argen rivers we found two different gammarid species:

G. roesel{Gervais, 1835) an@. puleXLinné, 1758)G. roeselvas distinguished frons. pulexy the
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presence ofippendices in the abdominal region of the body (Pockl, 1993). In addition, the body length,
as well as the distance from the anterior margin of the cephalothorax to the posterior margin of the
telson were measured for each individual. For this purposegtmmarids were straightened out with

fine forceps on graph paper under a stereoscopicrasicope and were grouped intoridm length
classes. The sex of each individual was determined by the presence of oostegites (brood plates) for
females or genital papéde for males (Welton, 1979). Gammarids tiihé body length smaller than

6 mm were determined as juvenile, due to the fact that the external sexual organs are not develope
until 9 molts (Pockl, 1993).

2.2.3. Fecundity

To determine the fecundity in gamarids at each sampling site, Bdeeding females were picked
randomly from the storage vessel. On site, the species from was determined. Subsequently each
breeding female was fixed separately in 2% glutardialdehyde, dissolved in 0.005M cacodylate buffer.
Thenumber of eggs and/or juveniles in the marsupium of breeding females is used to determine the
fecundity. Using a stereoscopic microscope, the marsupium of every fixed female was opened carefully
with dissecting needles and eggs and juveniles were dissemie and counted. Subsequently, the
fecundity index (FI) was calculated: FI = number of eggs or juveniles / body length. Although two
different gammarid species were studied, the fecundity indices could be grouped together according
to Pockl (1993). Dedpi differences in average size within these species, the fecundity is identical in

equal sized females of different Europe@ammarusspecies (Pockl, 1993).
2.2.4. Hsp70 analysis

For the stress protein @70) analysis in gammarids, at eadie 20 praecgula pairs were picked
randomly from the storage vessel. Hsp levels vary within the reproductive cycle of gammarids (Schirling
et al., 2004b). However, by using praecopula pairs we ensured that the investigated individuals were
in the same reproductive stge. Moreover, the sex of gammarids could be easily determined in
praecopula pairs as males use their gnathopods to attach to the female during praecapulatio
(Borowsky, 1984). Hence, thesp¥0 level could be separately analyzed in each sex. Following Sures
and Radszuweit (2007) and Sures (2008), we did not use individuals with an acanthocephalan infection
that was visible by eye. An infection with acanthocephala may adversely affect stress protein
expression in gammarids (Sures, 2008; Sures and Radsz@@@n). After determination of the
species, gammarids were externally dried from free adherent waner & total of 20emales and

20 males were individually shodkozen in liquid nitrogen and stored &0 °C. Due to the small body
sizes, Hsp70 analysissiconducted using wholeody homogenates. The gammarids were individually
homogenized in extraction buffer (8@M potassium acetate, MM magnesium acetate, 20M

Hepes, 2%rotease inhibitor Sigma P8340, [7t5). The extraction buffer volume was adjustedhe
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homogenized in 8Ql extraction buffer. Afterwards, the mbogenate was centrifuged for Iinutes

at 20,0009 at 4°C. According to the method Bfradford (1976), the total protein concentration in the
supernatant was determined. From each sample, constant amounts of total protejng(80 total

protein per lane) were applied to SIPAGE (12% acrylamitdesacrylamid). SBBAGE was run for

20 min at80V and 120min at 120V. By semidrplotting, the protein was transferred to nitrocellulose.
Subsequently he filters were blocked for 1.bin 50%horse serumn Trisbuffered saline (TBS: $0M

Tris, 150mM NaCl, pH'.5) and then washed forfin inTBS. In the next step, a monoclonal antibody
mouse antihuman Hsp70 (dilution 1:5000 in 10% horse serum/TBS; Dianova, Hamburg, Germany) was
added and the filters were incubated at room temperature overnight. The next day, the filters were
washed for5 min in TBS, a secondary antibody (peroxidasajugated goat arinouse 1gG; dilution

1:1000 in 10% horse serum/TBS; Dianova) was addethandixture was incubated for 2 at room
temperature. Afterwards, the filterswere washed again in TBS formi. By ugg 1mM
4-chloro(1)naphthol and 0.015%® in 30mM Tris (pHB.5, containing 6%nethanol), the antibody
complex was detected. The filters were dried fdn,2using Whatman papers. Afterwards, the filters

were scanned and the optical volume (gray scalaegsx area) of the Western blot protein bands were
guantified using a densitometric image analysis system (Herolab E.A.S.Y., Germany). The protein bands
were related to an internal Hsp70 standard (extracted from zebrddiahio rerig, run in parallel on

each gel.
2.2.5. Statistical analyses

In order to compare the different sampling sites in respect to the distribution of species and parasitism,
all results obtained during the time of investigation (2€2@12) were pooled for each sampling site.
Since daa (distribution of species and parasitism) were not notynalistributed, we used the
nonparametric Wilcoxon test with Bonferroni correction regarding the distribution of species.

Significant differences with respect to the rate of parasitism were chegkidi K CA &8 KSNR& 9EI

To comparehe fecundity indices and thedgd70 levels among the four different sampling sites, we
pooled our results for spring, summer, and autumn for each sampling site. Since these data were not

normally distributed, the nonpametric Wilcoxon test with Bonferroni correction was used.

Regarding the male/female ratio, significant deviation from the 1:1.5 sex ratio (according to Ladewig
et al., 2006) and significant shifting towards female was checked witldonensional frequeay test

(Likelihood ratio test).

All tests were performed using the software JMP (SAS Institute Inc., version 10.0.0).
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2.3. Investigations of the macrozoobenthos

The macrozoobenthos community was sampled in autumn 2010 (October, normal flow conditions)
according to the multi habitat samplingiethod (MHS), compliant to the EU Water Framework
Directive (WFD, 2000). In this case, transects which were representative in terms of abiotic factors
were chosen within each sampling site. Samples were taken propattio their abundance. On site,

the macrozoobenthos was fixed in ethanol (70%) and investigated in the laboratory. Determination of
species was based on the catalogue FAUNA AQUATICA AUSTRIACA according to Meier et al. (2006) and
Ofenbdck et al. (2010). Bsequently, the ecologic quality of the Schussen river was determined using
software ASTERICS (Version 3.1.1) and the&@eevaluation system PERLODES.

3. Results
3.1. Investigations on gammarids
3.1.1. Distribution of species

The distribution of gammé&d species varied between Sid@, Site, Site3 and Sité. In the Argen river
(Site5) the gammarid population was completely made up ®fpulex whereas the gammarid

populaton in the Schussen river (S@6, Sited and Site3) consisted 06G.pulexandG.roeseli(Fig. 2a).

Sample sites at the Schussen river differed significantly in relation to the composition of gammarid
population. We found significantly mor&.pulex and fewer G.roeseli individuals at Sit@ in
compari®n to Site00 (p<0.016) an8 (p<0.003). In contrast, Sid® was similar to Sit@ and there
were no significant differences between these two séingpsites. At both sites (Si@® and Sitd) the

gammarid populatia consisted of more than 90@&.roeseliindividuals.
3.1.2. Rate bparasitism

Gammarids could be infected with two acanthocephalan parasisnphorhynchus laeviand
Polymorphus minutusThe coloured cystacanths are visible through @ngphipod cuticle, yellow in
P.laevisand bright orang in P.minutus (Bollache efal., 2002). Since we quantified the parasitism
rates per eye and could not dissect the hosts, it was not always definite if the cystacanth was coloured
yellow or bright orange. Consequently, we could not distinguish the two parasites and therefore used

parasitism as a sum parameter in the following analysis.

In order to find differences in the rate of paragéd individuals, we examind8. pulexand G.roeseli
individuals separatgl The number of parasitize@.roeseliindividuals did not differ signifantly

between the three sampling sites at the htssen river (Individuals db.roeseliinfected with
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Acanthocephala during the en¢ time span (2012012): Sited0: 4%, Sit®: 5%, Sit&: 3%). At the

Argen river (Sit®) wedid not findG.roeseli

In contrast to the examinedG.roeseliindividuals, there was a significant difference among the
sampling sites at the Schusséwrer regarding parasitize.pulex individuals. At Sit8 we found
significantly more infecteds. pulexindividuals than at 8 00 (Fig. 2b)With respect to parasitized
G.pulexindividuals, we neither found any significant difference between all the other sampling sites

at the Schussen river nor differences between the Schussen and the Argen rivers.

To investigate the effects of apasites on the internal organs, parasitized gammarids were
histopathologically studied. The major part of our histopathological samples is currently under
investigation. As a first result we want to show a sagittal section here to give a brief ovenoetv ab

the parasites dimension in infected gammarids.

The body of adult acanthocephala is slightly flattened and vermicular. The abdominal cavity for the
most part comprises the reproductive organs, and a gut is absent. The resorption of nutrients takes
placedAl GKS SLIARSNXYAa 2F (KS K2aidQa R#gal 20 MNASTA |
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requirement, the organs in the investigated host gammavigte extremely compressed which may

result in a restriction of their function.

3.1.3 Sex ratio
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together. Wefound just 31 individuals d@b.pulexat Ste 00 and just 41 individuals @&.pulexat Site3
throughout the course of the study. To identify seasonal variations in the composition of the present
gammarid populations, we categorized all the data and pooled them for spring, summer, and autumn,
respectively. However, the number d&.pulexindividuals at Site®0 and3 was insufficiently low to
reliably estimate the sex ratio. g the example of collecte@.pulexin spring, we found just thee
females and two males at SiBe Examinations on the basi$ this small sampling size cannot lead to
solid statements regarding the sex ratior this reason, we examinél pulexandG.roeselitogether
asG.spec For the samplings in spring, summer, and autumn (Z®), we determined the number

of females males, and juveniles within the whole gammarid population at each sampling site,

respectively.

There were obvious temporal fluctuations in sex and age within the gammarid populations. The
portion of juvenile gammarids in summer and autumn was generailyen than in spring. Regarding

the number of females, a slight trend towards fewer females in autumn was obvious at many sampling
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sites. Concomitantly, the number of males at several sampling sites showed a slight trend towards

higher values in autumn cgpared to spring.

To examine potential effects on the population structure downstream of the WWTP Langwiese, we
calculated he sex ratio at each site (Ta}). Even if rivers and streams are not or only marginally
polluted, the ratio of male to female diffe from 1:1. Ladewig et al. (2006) found a male to female
ratio of 1:1.5 in a minor polluted stream in Germany. Based on these results, we could determine that
effects were caused by the effluent of the WWTP Langwiese if the ratio of male to female would

significantly deviate from a 1:1.5 ratio.

We never observed any sex ratio shift towards males during the entire time of investigation. In
contrast, in spring and summer the sex ratio was significahiftedl towards females at Sit€¥0 and3
(downstream WWP). However we could not observe effects oa fex ratio in autumn. At Sit€s

and5 sex ratio was never found to be significantly shifted towards females.

Investigations on the body length of males and females did not result in any significant differenc

between the sampling sites at the Schussen and Argen rivers.

Table 2:Sex ratio. Pooled data for spring, summer and autumn. Ratio of males to females.

Spring Summer Autumn
Schussen Site 00 12343 1:3.16%* 1:1.19
Schussen Site 0 12123 1779 15348
Schussen Site 3 127> 1:2.42% 1:1.40
Argen Site 5 1:1.76 1:1.52 1:113

== Shifting towards females with a factor significantly higher than 1.5:
p < 0.0001

3.1.4. Fecundity index

According to investigations of the sex ratio and PgdR93), we pooled teeding G.pulex and

G.roeselitogether to examine the fecundity indices (Fig. 2d).

Data showed a trend of decreasing fecundity index from spring to autumn. Furthermore, differences
among the investigated sampling sites were visible: we found signifjca@tireased famdity indices
at sampling Sit€@0 and Site8 in summer and autumn compatdo Siten ® Ly O2y dG4N} adx GK

any significant differences between the Schussen and the Argen rivers.

3.1.5. Hsp70 level

Since both investigated gammarid specdiffered significantly in their hsp70 levels under 1stress

conditions, we had to examine both species separately. We did not find any significant difference
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between males and females within the investigated species. Thus, we examined both sexlesrtoge

for each species.

Regardings.roeseliwe did not find any significant differences between sampling sites at the Schussen

river during the time of investigation. This stands in castito our examinations witl. pulex(Fig.2c).

The hsp70 level iG.pulexin summer at Sit®0 and Site3 was signi€antly higher compared to Site
(p<0.008). There were no difference=garding the hsp70 level B.pulexbetween these sampling

sites in autumn. Additionally, we found no significant differences betwthe Schussen and the Argen

rivers.
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Fig. 2:Investigations with gammarids:

a.) Distribution of gammarid species. Number of individuals at each sampling site, totalized for the entire time :
investigation (201€2012).Sample sizes: Site 00 (S)ai800; Site 0 (WeiRenau): 800; Site 3 (Oberbaumgarten): 800; ¢
(Gohren): 800Significant differences between sampling sites in the river Schussen: p < 0,016 (*); p < 0,003 (**).

b.) Percentage of acanthocephatarfected and uninfected G. pulex ingluals. Number of individuals at each sampli
site totalized for the entire time span of investigation (2€2@12). Sample sizes: Site 00 (Staig): 31; Site 0 (Weil3et
293; Site 3 (Oberbaumgarten): 41; Site 5 (Gohren): 8igificant differences: pG05 (*).

c.) Hsp70 levels in G. pulex. Pooled data for summeraBdxhiskerplots displaying median, minima, maxima, upg
and lower quartile. Sampling size at each sampling site: Site 00 (Staig): 18; Site 0 (Weil3enau): 47; Site 3 (Oberbat
23; Site 5 (Gohren): 96. Significant differences: p < 0,008 (*).

d.) Fecundity index. Beend-whiskerplots displaying median, minima, maxima, upper and lower quartile. Pooled

(20102012) for spring, summer, and autumn. Sampling size at each sampdingming: 20; summer: 80; autumn: 4
Significant differences: p < 0.0008 (*).
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Fig. 3:0verview of the tissue from a parasitized G. pulex individual. Sagittal section. Ac: Acanthella, R: rectum, Mg:
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3.2. Investigation of the macrozoobenthos
3.2.1. Saprobic index

By calculating the saprobic index, we could classify the investigated sampling sites at the Schussen river

into water quality chsses. Saprobic indices as calculated at thestigated sampling sites: Slie1.88;

Sitela: 1.83; Sitd b:1.86; Site2: 1.9; Site8: 1.77. The whole investigated courdelte Schussen river,

from Site0 dowrstream of Ravensburg up to SBecould& Of  aaAFASR I a (2 o6S A
according to saprobity and, therefore, meets the demands of the EU Water Framework Directive
(WFD). Right downstam of the WWTP Langwiese (Sit® we found a slight increase in the saprobic

index. At both sampiig stes located downstream of Siteb (Site2 and Site8) we also recognized a

slight enhancement of the saprobic index.
3.2.2. Number of taxa and sensitive taxa

The number of species in the examined macrozoobentlexrgeased significantly at Sitd, directly
below WWTP Langwiese (H@).

At Sitemd =~ NA IK R2oyaiNBlIY 2F GKA&A 22¢tQa STFTf dzS
macrozoobenthic taxa. Also the abundance oflividuals was decreased at Sith, directly
downstream of the WVTP Langwiese, compak¢o Site0 and Sitela. Further downstream, at Sige

the number of taxa and individuals pefincreased agai, in relation to Sitelb.
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In addition, we also found a dezase in sensitive taxa at Sitb, directly downstream of the WWTP
Langwiese (Figib). The number of EPtaxa (Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera), which are very
sensitive to toxic effects,atreased at Sitéb as wdl. However, downstream of Sitkbh at Site2 and

Site3 we found an increased number of both sensitive taxa andt&RT

1200
a) 01 o

1048
— a7a 21

1000 847
765
800 711
600
400

200

Number of individuals / taxa

Number of taxa

44

48

0

=}

Site 0 Site Ta Site 1b Site 2 Site 3 Site 0 Site 1a Site 1b Site 2 Site 3

O Abundance [ind/m?] BNumber of Taxa OEPT-Taxa Number of sensitive taxa (Austria)

Fig. 4:Macrozoobenthos at the Schussen river in autumn 2010. a) Number of taxa and abundance of indi
b) Number of sensitive taxa (according to assessment procedures from Austria (Meier et al., 2006; Ofenbdck et
and numberof EPTtaxa (Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera).

4. Discussion

In our study we aimed at assessing the overall health status of gammarids and the distribution of
macroinvertebrate taxa living in the Schussen and Argen rivers, the latter represanésag polluted
tributary of Lake Constance. Sampling upstream and downstream of the WWTP Langwiese allowed us

to assess the putative influence of the waste water effluent on the investigated organisms.

The increased number of juvenile individuals inshkenmer and autumn samples may be explained by
the natural rhythm of reproduction in gammarids. Because of the falling water temperatures in later
autumn, a reproductive pause begins in October which lasts until March/April (Pdckl, 1993).
Gammarids reprodue during spring and summertime, which is indicated by the high proportion of
praecopula in the population. Consequently, juvenile individuals were increasingly found in the
samples from late summer and autumn. This fact has been earlier described by ¢ &tie@vi(2006).

At several sampling sites the number of females decreased slightly from spring to autumn. Since the
female propagation phase is very energy consumptive, increased mortality of females after the

reproductive phase could be an explanation fiee decrease in the number of females.

In gammarids, the determination of sex is hot monofactorially affected by the gonosomes. Sutcliffe

(1992) discussed polyfactorial and also external effects that regulate sex determination in gammarids.
A sex deterrmation via the release of hormones of one androgenic gland was described by Andersen
et al. (1999). Hence, even in less polluted waters, variations in sex ratio of male to female of 1:1, both

trends to males as well as trends to females, are expectedviigcet al. (2006) has found a male to
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female ratio of 1:1.5 at the Lockwitzbach, a minor polluted stream in Eastern Germany. Based on the
results of Ladewig et al. (2006), we could conclude that a possible burden with endocrine contaminants
would exist atthe investigated sampling sites if the sex ratio differed significantly from a 1:1.5
distribution towards females. When comparing the different sampling sites, the sex ratio was
significantly shifted towards females atfactor higher than 1.5 at Sit@0 and Site3. Thus we
concluded that there was an burden of micropollutants, possible endedlisruptors, at sampling
Site00 and Site8, caused by SOBs (at II® and the WWTP (Si8. In the autumn samples, there

were no significant variations regangj the sex ratio. It is likely that this is due to the decreasing
number of females in autumn as described above. In all significant cases of our study, the sex ratio in

gammarids was shifted towards females.

The sex ratio we found in gammarid populati@ishe different sampling sites indicates interference

by chemicals, possible endocrinesliption, at the sampling Sit€@9 and3. In the case of increased
estrogenic load, Watts et al. (2002) and Mazurova et al. (2010) found increased fecundity in
gammaids. However, these two studies were conducted under laboratory conditions and should not
inconsiderately be applied to studies in the field. In corttras the direct exposure to

M T-&thinylestradiol as carried out in the laboratory studies from Watts et al. (2002) and Mazurova et
al. (2010), gammarids in the field are likely exposed to a multifarious mixture of several
micropollutants. Despite increasestrogenic potentials, this mixture may adversely affect gammarid
fecundity in a complex way. Thus, Ladewig et al. (2006) could not determine increased fecundity in
gammarids despite the broad estrogenic burden downstream of a WWTP at the Kérsch river in
Germany. In contrast, a putative, versatile mixture of micropollutants released by WWTPs and SOBs,
in the face of estrogenic burden, can cause decreased fecundity in gammarids, as shown in our study.
During summer and autumn sampling, we determined deaddscundity in gammarids at Sit€@8

and3 compared to Sit@. Fecundity in gammarids is also influenced by the water temperature (Pocki,
1993). On the basis of analyzed physicochemical water parameters, however we could not determine
significant differees in water temperature between the sampling sites during the investigation time
(data not published). Thus we can exclude that the determined significant differences regarding the
fecundity index were related to the water temperature. Regarding the fdityrindices throughout

the investigation at the different sampling sites, we found a trend of decreasing fecundity from spring
to autumn. This effect is already described by several studies (Ladewig et al., 2006; Pdckl, 1993), and
it reflects our resultsegarding the sex ratio and population structure during the year and corresponds

to the natural rhythm of reproduction in gammarids.

Some gammarids were infected with acaotiephalan larvae. IrG.pulex and G.roeselj two
acanthocephalan parasites wereestribed: Pomphorhynchus laeviand Polymorphus minutus
(Bollache et al., 2002; Sures and Radszuweit, 2007; Sures et al., 1999). For both parasites, gammarids
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represent the alternate host. We found significant differences between the sampling sites at the
Schussen river concerning the amount of parasitized individuals within tlestigated population

only inG.pulex At Site3, the sampling site furthest downstream at the Schussen river, we found
significantly more parasitize.pulexindividuals compagd to sampling Sité0, the sampling site
furthest upstream at the Schussen river. Given that we found no significtietattices between
sampling Sit® (upstream of the WWH) and sampling Si& (downstream of the WWTP), we cannot
assume that the increasl number ofparasitized individuals at Sigresults solely from the WWTP.

Our results rather show a trend of an increasing number of parasitized individuals downstream the
Schussen river. In light of these results, we conclude that probably a broagreneftmicropollutants
increases moving downstream, caused by SOBs and WWTPs effluents along the river. It is possible that
the load of nicropollutants at sampling Sit reached a composition which led to impact of the

infection with acanthocephalan paries.

Histopathological analysis of parasitized gammarids clearly show how much space the parasites
require in their host. In the investigated gammarids, late acanthella and cystacanth larvae reached
approximately 50% of the body length of their hosts amereby filled a large part of the abdominal

cavity. Gonads, midgut, and midgut glands were extremely squashed. Continuative histopathological
studies regarding gonads and midgut in infected and uninfected gammarids are under examination

and the results g not yet available.

By means of our analysis of stress protein, hsp70, in gammarids, we only found significant differences
between sampling sites at the Schussen rivaBipulexin the summer samplings. In this context we
found significant differencesegarding tle hsp70 level at sampling Sit@@ and3 compared to
sampling Sit®. It is known that the hsp70 induction kinetics follow an optimum curve (Eckwert et al.,
1997). According to Triebskorn et al. (2013a), the load of contaminadtsh@nestrognic burden at

Site0 islower than at the sampling sitg at the Schussen river. Thus we codelthat the hsp70 level

at Site0 reflects a rather unstressed situation and fhereased hsp70 level at Siteé8 and3 reflects
proteotoxic action, likely caedby the effluents of SOBs (S@8) and the WWTP Langwiese (Sije

as already indicated by our investigations on fecundity index and sex ratio. In the autumn samples of
G. pulexand all the samples d&.roeselj we did not find any significant diffenees between the
sampling sites. One reason for this is, on the one hand, the relatively small sample size at some
sampling sites (partly n=2 or n=3). This results from the differences in species distributions at the
sampling sites. Because hsp levels waithin the reproductive cycle of gammarids (Schirling et al.,
2004b) we only could use praecopula stages for stress protein analysis to be sure that the investigated
gammarids were under the same developmental conditions. In autumn, based on the repooduct
cycle in gammarids, there were comparatively few praecopula to find. Moreover, the analyzed data
showed a very high level of variability, whereby no statistical significance could be calculated in large
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part. Despite the use of uninfected gammaridser were often no or only bands of fragmentary
protein visible on the stained nitrocellulose filters which impeded the application of this biomarker in

free-living gammarids.

So far, the differences regarding the distribution of gammarid species in thes§&mam cannot be
explained. At all sampling timeg found significantly mor&.roeseliat Site00 and Site8 compared
to Site0. In rivers and streams wide areas regularly exist with mixed gaidrmopulation, composed
of G.roeseliandG. pulex(Pckl, 093). The presence &.pulexgoes hand in hand with higher oxygen
contents and better water qualityhtan in areas preferential t6&.roeseli(Schwab, 1993). On the basis
of analyzed physicochemical water parameters, we could not determine significdeteddes in
oxygen cotent between the sampling sit€3),3, and0 during the investigation time (data not
published). Perhaps our further investigations after the stgtof the activated charcoal filtration
stage at the WWTP Langwiese will permit mopeuaate conclusion regarding the distribution of

species.

In contrast to the mixed population at the Schussen river, the gammarid population at the sampling
site at the Arga river solely consists @.pulex Until now we could not find any gammaridstire

Obere Argen nor in the Untere Argen rivers. During the investigation tird@1i0 and 2011 we only
found G.fossarumin several small tributaries to the Obere Argen and Untere Argen rivers. The reasons

for these distributions are still unclear.

In addtion to our study with gammarids, we performed analyses of the macrozoobenthos at several
sampling sites along the Schussen river. On the basis of the determination of the saprobic index, we
conclude that there are no significant water quality deficieeae water quality problems caused by
loads of easily degradable and therefore oxygensuming organic matter in the entire investigated
section of the Schussen river between Ravensburg and Kressbronn. Directly éannefrthe WWTP
Langwiese (Sitéb) ro significant increasing saprobic index was observed. This means that the
microbiological degradable organic fraction will be substantially eliminated by the WWTP. Today, in
the Schussen river some species registered in the Red List can be found. Tlése ispkide stone

flies like Taeniopteryx schoenemundind Perla burmeisterianacaddis flies likeBrachycentrus
subnubilusand day flies likeleptagenia sulphureall of which are classified as highly endangered. In
our studies of the macrozoobenthose observed a significant decrease in the number of species and

a lower density of individuals dowmeam of the SOB Mariatal (Sit@) and downstream of the WWTP
Langwiese itelb). In addition to hydraulic pressure, which is caused by combined overdiod/is
storm water discharges, also slightly toxic effects affecting the macrozoobenthos cannot be excluded.
Regarding the sensitive taxa within the macrozoobenthos, we determined a slightly decreased

abundance dowrtseam of the SOB Mariatal (Site&) and ahighly decreased abundance dogiream
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of WWTP Langwiese (Sitb). The ERTaxa, which are classified as sensitive to toxic effects, were
particularly affected. Beetles of the family of ElImidae, which are sensitive to pollution, were affected
as well. Dowstream of the WWTP Langwiese (Sit§, onlyElmis maugetiand Limnius volckmari
could be found of the five Elmidae genera and species, represented in the Schusseksbles.
parallelepipedusRiolus cupreysandOulimnius tuberculatuso longer occured at thissampling site.

At sampling Sit@, about 1km downstream of the WWTP Langwiese, the macrozoobenthos has
largely recovered. Both the species compaosition and the abundance of sensitive taxa did not show
significant deficits compared to the samqisite upsteam of the WWTP Langwiese (SljeAt SiteD
(upstreamof the WWTP Langwiese) and Sitéfar downstream of this WWTP) we did not observe
significant differences with respect to saprobic index, abundance, number of taxa and number of
sensitive taxa. It seems that WWTP effluent does not affect the composition of macrozoobenthos at
this sampling site any more. Nevertheless, we foundaganismic effects caused by WWTP effluent

in ganmarids, although sampling SiBeis far downstream of the WWPTand no effects within the
macrozoobenthos community were noticed. The concentration of micropollutants at this site seems
to have no effect at the community level as demonstrated by our studies of macrozoobenthos. Effects
of micropollutants at this sitqlowever were observable at the organism level, as indicated by our

investigations with gammarids.

Our results show, that biomarkers are an important instrument for monitoring ecotoxicological effects
of micropollutants. In this context, the molecular biarkers are very sensitive and register changes

at the lowest biological level. In addition, biomarkers are able to detectéeal exposure to certain
contaminants, e.g. micropollutants (Holdway et al., 1995). Thus they are considered as early warning
sydems before communities and populations are intensely injured (Bunn, 1995). Moreover, they have
the ability to show effects of contaminants in exposed organisms over time. Hence studies using
biomarkers are an essential tool in water quality assessmentcanttl prognosticate risks at higher

level of biological organization, before populations are massively damaged (Triebskorn et al., 1997).

The results of our study led to the conclusion that both the distribution of macroinvertebrate taxa and
the health satus of gammarids at several sampling sites are affected by effluents of WWTP Langwiese
and SOBs in the Schussen river. In gammarids collected downstream of the WWTP Langwiese we found
decreased fecundity, increased hsp70 levels, and significantly skitedatio towards females. The
number and abundance of macrozoobenthic species was reduced right downstream of the WWTP
Langwiese. In addition, we showed at some sampling sites that effects of micropollutants already
occurred in gammarids whereas the maooobenthos community seemed to be unaffected. Even
though ecotoxicological studies at different levels of organization may reasonably lead to different
results and studies at lower organization levels (e.g. our investigations with gammarids) can possibly
show effects which cannot be seen at higher organization levels (e.g. our analysis of macrozoobenthos
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in the downstream part of the Schussen river), our study revealed considerable anthropogenic impact
by SOBs and the WWTP Langwiese. Future investigafiendtee startup of an activated charcoal
filter at WWTP Langwiese will provide information on the success of the technological improvement

at this WWTP with respect to the health of invertebrates.
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Die vorgestellte Arbeit ist Teil des BMBFS ND dzy RLINR 2 S| (pust & { BRK dza aISy ! R®
Bodenseezuflissen Schussen und Argen durchgefihd. Wie Klaranlage (KA) Langwiese bei
Ravensburg, welche in die Schussen einleitet, wurde im Winter 2013 mit einer Pulveraktivkohlestufe
aufgerustet. Im hier vorgestellten Teil des Projektes wurde der Gesundheitszustand von Flohkrebsen
(Gammarusspec.) ud die Integritat der Makrozoobenthosgemeinschaft an Probestellen -aloead

unterhalb der KA sowie vor und nach Ausbau der KA untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass sich der
Ausbau der KA mit einer Pulveraktivkohlestufe bereits 15 Monate nach Einbauw pagitiden

Gesundheitszustand von Flohkrebsen und die Artengemeinschaft des Makrozoobenthos auswirkt.

1. Einleitung

Spurenstoffe wie Pflanzenschutzmittel, Pharmazeutika, Haushaltgl Industriechemikalien,
Komplexbildner, Metalle, perfluorierte Tside uml Flammschutzmittel [1,2] gelangen Uber
verschiedenste Eintragspfade in Gewasser und kdnnen dieseokigiziangfristig negativ beeinflussen

[3]. Im Oberflachenwasser liegen in Konzentrationsbereichen von ng/L bis pg/L vor [1, 2, 3, 4] und
kénnen bereitsin diesen niedrigen Konzentrationen zu negativen Auswirkungen auf exponierte
Organismen fuhren [1, 5, 6, 7]. Herkbmmliche Klaranlagen sind zumeist auf die Eliminierung von
Nahrstoffen  (Phosphatund Nitratverbindungen) ausgelegt. In konventionellen komiaden
Klaranlagen kénnen daher viele Mikroschadstoffe nicht oder nur teilweise eliminiert werden und
gelangen mit dem gereinigten Abwasser in die Oberflichengewésser [8, 9, 10]. Die Zuschaltung einer

vierten Reinigungsstufe kann den Wirkungsgrad kommuridiranlagen verbessern. Eine substanz
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spezifische Elimination von z.B. hormonell wirksamen Stoffen wird beispielsweise durch eine

Ozonierungsstufe erreicht [11, 12].
2. SchussenAktplus

Die hier vorgestellten Untersuchungen sind Teil des von der UrtéteF§ibingen koordinierten BMBF
+ SND dzy RLINE 2 S| (pius RefluRtidrdzéoa $ikrbverinkeiigungen und Keimen durch
weitergehende Behandlung von Klaranlagenablaufen und Mischwasser aus Regeniberlaufbecken

verschiedener GroRe zur weiteren Verbesseruhgr Gewdasserqualitat des Bodenseezuflusses

{ OKdzaaSyad 5Fa tNR2S1G Aad SAySa RSN AY wk

(Risikomanagement von Spurenstoffen und Keimen im Wasserkreislauf) unter dem Forderkennzeichen
FKZ 02WRS1281Ainanzierten ProjektdDie Schussen, namensgebend fir das Forschungsprojekt, ist
ein bedeutender Bodenseezufluss, in dessen mit 11% Siedlungsflache dicht besiedeltem Einzugsgebiet
das Projekt durchgefuhrt wird. Die Siedlungsentwasserung erfolgt iber 19 kommunale Klaranlagen. Im
bl (dzNBEOKdziT 3S6ASG a9NARA]lANDOKSNI wiSRaz ¢St OKSa
Schussen in den Bodensee. Als Trinkwasserreservoir und Naherholungsgebiet spielt der Bodensee eine
wichtige Rolle. Infolgedessen ist die Spurenstafid Keimbedstung in der Schussen von grof3er

Bedeutung fiir den Schutz des Okosystems und der menschlichen Gesundheit.

Am Forschungsprojekt SchussenAgiing sind 21 Partner/innen aus Wissenschatft, freier Wirtschaft

und Offentlicher Hand beteiligt, welche anhand fadiger Methoden neuartige Technologien in
Hinblick auf deren Effizienz zur Abwassend Mischwasserreinigung untersuchten. In finf
unterschiedlichen Versuchsanlagen wurde die Eignung verschiedener zur Reinigung von Abwasser und
Mischwasserentlastungen Ogonierung, granulierte Aktivkohle, Pulveraktivkohle, Sandfiltration,
Retentionsbodenfilter, Lamellenklarer) zur Reduktion von Spurenstoffen, vonnesistenten und
resistenten Keimen sowie toxischen und hormonellen Wirkpotentialen imdbMischwassgroben,
Oberflachenwasser und Sedimenten beurteilt. Begleitend zum Ausbau der Klaranlage Langwiese bei
Ravensburg mit einer Pulveraktivkohlestufe wurde untersucht, ob sich der Gesundheitszustand von
Fischnahrtieren und Fischen in der Schussen durch deatgider vierten Reinigungsstufe verbessert.

Die uni und multivariate Analyse der Ergebnisse sowie eine Kestgnenabschatzung der mdglichen

Belastungsminderung stellt ein weiteres Projekiziel dar.

An der Schussenmiindung bot die Klaranlage EriskirghVatsuchsklaranlage die Mdglichkeit,
Wasserproben der einzelnen Behandlungsschritte (Ozonierung; Ozonierung mit nachgeschalteter
Sandfiltration; Ozonierung mit nachgeschalteter granulierte Aktivkohle; reine granulierte Aktivkohle;
Ozonierung mit nachgesalteter granulierter Aktivkohle und Sandfiltration) zu analysieren, um die
Effektivitat der jeweiligen Reinigungsschritte zu bewerten. Einerseits wurde gezeigt, welche

Belastungen vorhanden sind: Hierzu wurden Spurenstoffe sowie die Mengeresistenter und
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resistenter Keime in Wasserproben bestimmt. Andererseits wurden in parallel entnommenen
Wasserproben toxische und hormonelle Effektpotentiale auf verschiedenen biologischen

Organisationsebenen nachgewiesen.

Als Erfolgskontrolle des Ausbaus der KlargelLangwiese, AZV Mariatal, Ravensburg, wurden auch
im Freiland, direkt im Okosystem, Untersuchungen durchgefiihrt. Die Klaranlage Langwiese ist mit
170.000 Einwohnerwerten das grofite Klarwerk im ndrdlichen Einzugsgebiet. Im Herbst 2013 wurde

hier als viete Reinigungsstufe eine Pulveraktivkohlestufe in Betrieb genommen.

Anhand einer Effekbezogenen "VorheNachherStudie" wurde Uberprift, ob sich die Verminderung

an Spurenstoffen durch Pulveraktivkohle in einer Verbesserung des Gesundheitszustandsshesn F

in der Schussen widerspiegelt. Um genaue Aussagen Uber Ursachen und Wirkungen bei den zu
untersuchenden Organismen treffen zu kénnen, wurde ein zeitlicher (vor und nach Ausbau der
Klaranlage) und raumlicher (oberhalb und unterhalb der Klaranlagaji€tt untersucht. Die Fische
(Schneider und D6bel) wurden zum einen tber passives Monitoring (Befischung) direkt dem Gewasser
entnommen, zum anderen konnten Tiere (Regenbegemd Bachforellen) in Durchflussaquarien
(Bypass) und Kafigen im Gewasser direkkponiert werden (Aktives Monitoring). Als
Referenzgewdésser, in dem deutlich weniger Spurenstoffe nachgewiesen werden konnten [13], diente
die Argen. Um ein ganzheitliches Bild zu erlangen, wurden auch im Freiland Wasder
Sedimentproben oberund untehalb der Klaranlage entnommen und auf Spurenstoffe und
(resistente) Indikatorbakterien hin untersucht. Parallel wurden auch mit diesen Proben
Wirkpotentialtests  durchgefiihrt. Als Kernbotschaften lassen sich folgende Ergebnisse

zusammenfassen:

1. Die vierte Rinigungsstufe in Klaranlagen und der untersuchte Retentionsbodenfilter bei der
Regenwasserbehandlung vermindern Spurenstoffe, Keime und toxische bzw. hormonelle
Wirkpotentiale im Abwasser deutlich, wobei Spurenstoffe stoffspezifisch zwischen 80 und 90
Prazent, Keime um zwei bis drei Zehnerpotenzen von den einzelnen Technologien reduziert
werden. Am effizientesten ist die Kombination von Ozon und einer nachgeschalteten Filtration Uber
granulierte Aktivkohle (GAK). Die Anwendung pulverisierter AktivkohleK)(PiA einer
eigenstandigen Adsorptionsstufe mit nachfolgender Flockungsfiltration ist ebenfalls sehr gut
geeignet. Die Reinigungsleistung des Retentionsbodenfilters entspricht derjenigen einer

biologischen Stufe in kommunalen Klaranlagen.

2. Alle untersuchta Reinigungstechniken haben Yand Nachteile. Welche Technologie vor Ort die
beste Losung ist, muss im Einzelfall unter den gegebenen spezifischen Bedingungen abgeklart
werden. Kombinationen mit Ozon reduzieren Stoffkonzentrationen, z.B. von Carbamanpepin

Diclofenac deutlich sowie resistente und nighsistente Indikatorkeime um mehr als drei
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Zehnerpotenzen. Fur Keime kann dadurch der Badegewdéssergrenzwert, fur Diclofenac die
anvisierte UQN unterschritten werden. Bei der Ozonanwendung koénnen jedoch
Transformationsprodukte gebildet werden, die eine biologisch aktive Nachreinigung erfordern
(Filtration, GAK Filtration). Die desinfizierende Wirkung des Ozons ist offenbar bei den resistenten
Keimen nicht so effektiv. Da die Anwendung von Ozon die AnzalKeimen jedoch wesentlich
besser eliminiert als Pulveraktivkohle, empfiehlt sich der Einsatz von Ozon bei Badegewassern, die
durch Klaranlagenablaufe beeinflusst werden. Durch Pulveraktivkohle in Kombination mit einem
Sandfilter werden Stoffe wie Benzatrol oder Metoprolol sehr effektiv eliminiert, Enterokokken
lassen sich unter den Grenzwert der Badegewasserrichtlinie reduzieren. Beim Einsatz dieser
Technologie ist die Verfligbarkeit und die Qualitat der Kohle ein Kriterium, das mit zu beachten ist.
Allerdings sind Risiken die, wie bei der Ozonierung, mit der Bildung von Transformationsprodukten

verbunden sind, auszuschliel3en.

3. Der Aufwand fir zusatzliche Reinigungsstufen in Klaranlagen fuihrt zu einer moderaten finanziellen

Belastung (etwa zehn Euro Mebsdten pro Jahr) des einzelnen Birgers.

4. Die Pulveraktivkohlestufe in der Klaranlage Langwiese bei Ravensburg zeigte bereits nach kurzer
Zeit positive Auswirkungen auf das Okosystem der Schussen. Nach einjahrigem Betrieb-der PAK
Stufe lie3en sich Verbessaigen im Gesundheitszustand der Gewéasserorganismen plausibel mit
dem Ausbau der Klaranlage korrelieren. Bei Fischen traten weniger Gewebeschaden, weniger
gentoxische Effekte und eine geringere Aktivitat von Entgiftungsenzymen auf. Zudem erhdhte sich

der Sclupferfolg von Forellenlarven. Dagegen sank die Mortalitdt von Eiern und Larven.

Auch bei wirbellosen Tieren war ein deutlicher Erfolg des Ausbaus der Klaranlage zu beobachten. In
der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse zum Gesundheitszustand von Bedki€&ammariden)

und zu Guteindices basierend auf der Zusammensetzung der Makrozoobenthosgemeinschatft (alle
wirbellosen Gewasserorganismen, die sich am Gewassergrund oder an der Gewasservegetation

aufhalten und mit bloRem Auge erkennbar sind) in SchuasenArgen vorgestellt.

3. Probenahmen

Zum Nachweis toxischer und hormoneller Wirkungen in Flohkrebsen sowie der Erfassung der
Makrozoobenthosgemeinschaft wurden an Probestellen an der Schussen, witeunterhalb der
Klaranlage Langwiese bei Ravenskaogie an Probestellen an der Argen (Abb. 1) in regelmé&Rigen
Abstanden Proben entnommen (Tab. 1). Die Untersuchungen nach Ausbau der Klaranlage mit einer

Pulveraktivkohlestufe laufen weiterhin und die hier vorgestellten Ergebnisse der Untersuchungen zum
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Untersuchungszeitraum nach Ausbau der Klaranlage beinhalten die Probenahmen aus Frihling,

Sommer und Herbst 2014 sowie aus Friihling 2015.

Tabelle 1 Angaben zur Probenahme von Gammariden und Makrozoobenthos. Zeitpunkte, entnommene Organisn
Wasserstandfir den Untersuchungszeitraum vor (2@RD13) und nach (2012015) Ausbau der Klaranlage. KA
Klaranlage, MZB = Makrozoobenthos, MW = Mittelwasser, NW = Niedrigwasser, HW = Hochwasser

Jahreszeit Datum Entnahme von Wasserstand
Frahling 19. April | Gammariden MW
29. Juni Gammariden HW
2010 Sommer
19. August Gammariden NW
Herbst 13. Oktober | Gammariden MW
Fruhling 9. Mai Gammariden NW
Sommer 7. Juli Gammariden NW
< |20m
= 2.September | Gammariden MW
B Herbst -
a 28. Oktober Gammariden MW
<
= 3. Mai Gammariden NW
= Frahling
29. April MZB NW
2012 Sommer 4. Juli Gammariden MW
6. Oktober MZB MW
Herbst
24, Oktober Gammariden MW
_ Fruhling 20. Mai MZB MW
Herbst 9. Oktober MZB MW
11. April MZB MW
< Frihling ‘
¥ 21. Mai Gammariden MW
3
L: 2014 Sommer 1. Juli Gammariden MW
2 ]
=L 2. Oktober Gammariden MW
S Herbst
3 4. Oktober MZB MW
2015 Frihling 30. Mai Gammariden HW

4. Mikroschadstoffmonitoringmit Vertretern der GattungGammarus

Da Populationen von Gammariden oft enorme Individuenzahlen erreichen, bilden sie vor allem fir
Fische eine bedeutende Nahrungsquelle [14]. Aufgrund ihrer bedeutenden Stellung in limnischen
Nahrungsnetzen, ihrer hohend®nasse und ihrer weiten natirlichen Verbreitung stellen Gammariden
bedeutende Stellvertreter der Invertebratenfauna eines FlieRgewassers dar [6]. Als
Monitororganismen sind sie hervorragend geeignet, da durch ihre weite Verbreitung und grof3e
Individuenzahleine Entnahme gréRerer Stichproben als 6kologisch unproblematisch anzusehen ist
[15]. Zudem reagieren Flohkrebse sehr sensibel auf Beeintrachtigungen der Gewdassergite und
gewadsserbauliche MalRhahmen sowie auf verschiedene Umweltstressoren [16, 17] unteresach

mit einer hohen Sensitivitdt gegentber Schadstoffen aus [14]. Wegen ihrer relativ kurzen
Generationszeit und der hohen Reproduktionsrate sind Gammariden auf3erdem fiir chronische Tests

und Untersuchungen auf Populationsebene geeignet [18].

133



Ravensburg

KA Langwiese

PS 2

SChuS S, en

Amtzell
Meckenbeuren

Friedrichshafen Tettnang

PS 3
Neukirch

Eriskirch

Bodensee

Kressbronn

2 km

Bild 1 Probestellen an Schussen und Argen, an denen Invertebraten untersucht wurden. PS 0 = Probestelle
208NKFfo RSNJ YENNFyEF3IS oY! 0 [Fy3asgAasSasS obntcnpQH®
[Fy3deAaASasS othmrcommMampErm™PHWPS t{ o I tNR6SadsttsS mp 1
hdpcomMQpHZdpoWWOI t{ n obntcnnQHAnZIncWYWEZ hdodcpoQnHZITY
Referenzgewésser Argen. Gammariden wurden an debeBtellen PS 0, PS 3 und PS 5 entnommen. Ergebniss
Untersuchung der Makrozoobenthosgemeinschaft werden im Folgenden fiur die Probestellen PS 0, PS 2 L
vorgestellt. KA = Klaranlage, PS = Probestelle. Karte: © OpenStreetMap contributors,: lisépgopendata-
commons.org/licences/dbcl/1.0/

Um die Auswirkungen von Uber eine Klaranlage ins Gewasser eingetragenen Spurenstoffen auf den
Gesundheitszustand von Invertebraten nachzuweisen, wurde an den Bodenseezufliissen Schussen und
Argen ein Effekhonitoring mit Flohkrebsen (Gatturgammaru$ durchgefihrt. Hierzu wurden in der
Schussen oberund unterhalb der Klaranlage sowie vor und nach Ausbau der Anlage mit einer
Pulveraktivkohlestufe Proben entnommen. Eine Untersuchungsstelle an der Argen ienndgin
Vergleich mit einem weniger belasteten Gewdasser. An allen Probestellen wurden
populationsdkologische und biochemische Untersuchungen mit Gammariden durchgefihrt. In den
Tieren wurden zusatzlich ausgewahlte Spurenstoffe nachgewiesen. Vor Auslidéardefage wurden

in Gammariden unterhalb der Klaranlage hohere Konzentrationen an perfluorierten Tensiden und
polybromierten Diphenylethern nachgewiesen als in Gammariden an Probestelle 0, oberhalb der
Klaranlage. Hinsichtlich aller anderen ermitteltgquf&nstoffe, beispielsweise Arzneimittel, Stl3stoffe

und Schwermetalle, konnten keine Unterschiede zwischen den Probestellenustotunterhalb der
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Klaranlage festgestellt werden. Alle ausgewahlten Spurenstoffe waren allerdings in Gammariden an
allen Probstellen an Schussen und Argen nachweisbar. Die chemische Analytik der Spurenstoffe in
Gammariden zum Zeitpunkt nach Ausbau der Klaranlage dauert noch an, und Ergebnisse liegen zum

jetzigen Zeitpunkt noch nicht vor.

Untersuchungen des Geschlechterverhd@sas und der Fekunditdt der Weibchen zeigten die
Auswirkungen  dstrogen  wirksamer und allgemein toxischer Substanzen auf die
Flohkrebspopulationen. Ergebnisse zur Induktion von Hitzeschockproteinen (Hsp70) lassen

Ruckschlisse auf den allgemeinen Stressndsties Testorganismus zu.

Durch  diese Kombination mehrerer chemisuohalytischer und  6kotoxikologischer
Untersuchungsmethoden ist es mdglich, eine Aussage Uber den Belastungszustand des
Untersuchungsgewassers vor und nach dem Klaranlagenausbau zu treftedje Auswirkung der

Pulveraktivkohlestufe auf die in der Schussen lebenden Fischnahrtiere abzuschéatzen.
4.1 Stressproteinanalyse Hsp70

Biochemische Biomarker sind sehr sensitiv und integrieren Schadstoffeinfliisse Uber relativ kurze
Zeitraume (Stunden biTage). Sie eignen sich inshesondere zum Nachweis geringerer, chronischer

Belastungen, welche permanent vorhanden sind [1, 2].

Fast alle Organismen, vom Bakterium bis zum Menschen, sind in der Lage auf einen Stressor, wie
beispielsweise eine Temperaturéihung, mit vermehrter Bildung sogenannter Hitzeschockproteinen
(heatshock proteins, Hsp70) zu reagieren. Tritt eine Stresssituation auf (z.B. Temperaturbelastung,
Schwermetallbelastung, toxische Substanzen, -Sthdhlung und Sauerstoffmangel), die
Proteinghadigungen zur Folge hat, werden Stressproteine induziert, binden an falsch gefaltete
Proteine, und es findet eine erneute gezielte Faltung statt [19, 20]. Eine Erh6hung deslidspl&0

lasst somit einen Rickschluss auch auf Schadstoffbelastung zuniitiugg des Stressproteinlevels

der einzelnen Flohkrebse wurden an jeder Probestelle 20 Prakéiadee (bestehend aus einem
Weibchen und einem Méannchen) gesammelt. Hierdurch wurde sichergestellt, dass sich alle zu
untersuchenden Individuen im gleichemt&icklungsstadium befanden und sich dadurch nicht in
ihrem entwicklungsbedingten Stressproteédrundlevel voneinander unterschieden. In der Schussen
treten Mischpopulationen aus Gammarus pulex und Gammarus roeseli auf. Da die Verteilung der zwei
Arten anden verschiedenen Probestellen der Schussen jedoch sehr variiert (BSpdiex29%,

G. roeseli71%; PS 35.pulex91%,G.roeseli9%) und an der Argen n@.pulexvorkommt, wurden in

allen hier vorgestellten Untersuchungen die Analysen beide Arteranamengefihrt, um die
Probestellen miteinander vergleichen zu kénnen. Vor Ort wurde jedes Individuum einzeln in flissigem

Stickstoff {183°C) schockgefroren. Zur quantitativen Bestimmung der Stressproteinlevel wurde nach

135



der in Peschke et al. [21] beschHrénen Methode vorgegangen. Durch den Vergleich mit einem bei
jedem Assay parallel analysierten Standard konnte der H&#t@lt der einzelnen Proben bestimmt

werden.
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Bild 2 Relatives Hsp7Devel in Gammariden im Friihling an Prabéen ober (PS 0) und unterhalb (PS 3) der Klaranli
(KA) Langwiese sowie am Referenzgewdésser Argen (PS 5) zu Zeitpunkten \q20@2)10nd nach (20%2015) dem
Ausbau der Klaranlage Langwiese. KA = Klaranlage, PS = Probestelle. Darstelluié¢hiskBeRlots mit Median, obere
und untere Quartile sowie obere und untere Whisker. Innerhalb der Whiskergrenzen liegen 95 % der Daten, Al
sind durch einen schwarzen Punkt dargestellt. Signifikanz: p < 0,008

Anhand der Stressproteinanalyse in Gammi@ni konnten bereits positive Auswirkungen der
Pulveraktivkohlestufe nachgewiesen werden. Zur besseren Veranschaulichung sind in Abb. 2 die
Ergebnisse der Stressproteinanalyse in Gammariden im Frihling vor und nach Ausbau der Klaranlage
dargestellt. Diesergab zu Beprobungszeitpunkten im Friihling vor Ausbau der Klaranlage Langwiese
einen signifikant héheren Stressproteinlevel in Individuen unterhalb der Klaranlage im Vergleich zur
Probestelle oberhalb der Klaranlage Langwiese. Dies deutet auf das Vorkorom&ubstanzen mit
proteotoxischer Wirkung unterhalb der Klaranlage zu Zeitpunkten vor Ausbau der Klaranlage hin. Im
Beprobungszeitraum im Frihling nach Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe war derlksgl0

in Individuen unterhalb der Klaranlage micnehr signifikant erhéht, was auf eine Reduktion ebenjener

proteotoxischer Substanzen durch die Pulveraktivkohlestufe hindeutet.
4.2 Geschlechterverhaltnis

Anhand von Laborstudien mit Flohkrebspopulationen konnten Watts et al. [22] nachweisen, dass sich

das Geschlechterverhaltnis voBammarus pulexunter dem Einfluss von 17Ethinylostradiol
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zugunsten der Weibchen verschiebt. Die Bestimmung des Geschlechterverhaltnisses scheint somit
eine gute Methode zu sein, um in FlieBgewassern magliche dstrogenetitterachzuweisen [1, 2].

Zur Bestimmung des Geschlechterverhéltnisses wurden an jeder Probestelle 100 Gammariden
randomisiert gesammelt, in 2% Glutardialdehyd (gel6st in ONd@acodylatpuffer, pH 7,4) fixiert und

bis zur weiteren Verwendung gekuhlt aefvahrt. Im Labor wurden nach der Vermessung der
einzelnen Individuen die Art und das Geschlecht bestimmt. AnschlieBend wurde das Verhaltnis
zwischen Mannchen und Weibchen ermittelt. Mannchen sind an zwei Penispapillen am siebten
PeraeonrSegment erkennbafAbb. 3A). Weibliche Flohkrebse weisen am ersten bis vierten Peraeon
Segment vier Paar Brutlamellen (Oostegite) (Abb. 3B) auf. Intérdasiduen sind durch das Auftreten
beider auBerer Geschlechtsmerkmale bestimmbar. Erst nach etd8 Blautungen (bei Bér
Korperlange zwischen 6 und 9 mm) erreichen die Gammariden ihre Geschlechtsreife [15]. Davor
koénnen die Flohkrebse nur als juvenil bestimmt werden, da die &uReren Geschlechtsorgane noch nicht

ausgepragt sind.

Penispapillen - Oostegite

Bild 3 AuRere Geschlechtsmerkmale v@ammarus pulexA: Mannchen mit Penispapillen. B: Weibchen mit Ooste:
(Brutlamellen) und mit Eiern gefiilltes Marsupium (Brutraum).

Das Geschlechterverhaltnis in Gammaridenpopulationen kann auch unter normalen Bedingungen, also
in eher unbelasteten Flien, von einer 1:1 Verteilung der Méannchen zu Weibchen, abweichen.

Untersuchungen von Ladewig et al. [5] zeigten, dass das Verhaltnis von Mannchen zu Weibchen bei
Gammariden in einem geringfligig belasteten Fluss 1:1,5 betrug. Basierend auf diesen Engebnisse
kann eine signifikante Abweichung des Verhaltnisses von Mannchen zu Weibchen von 1:1,5 auf

Effekte, die durch den Einleiter der Klaranlage Langwiese verursacht werden, hindeuten.

Innerhalb des Untersuchungszeitraumes war das Geschlechterverhéltnianegalcher Probestelle,

nie signifikant zugunsten der Mannchen verschoben (Tab.2). Unterhalb der Klaranlage Langwiese war
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das Geschlechterverhéltnis vor Inbetriebnahme der Pulveraktivkohlestufe im Frihling und Sommer
signifikant zugunsten der Weibchen velisben. Dies deutet auf mdgliche hormonell wirksame
Substanzen flussabwarts des Klaranlageneinleiters hin. Untersuchungen nach Ausbau der Klaranlage
zeigten unterhalb der Klaranlage nur noch im Fruhling eine signifikante Verschiebung des
Geschlechterverhtilisses zugunsten der Weibchen. Mdéglicherweise wirken sich Pestizide, die im
Frihjahr verstarkt eingesetzt werden und auch hormonell wirken konnen, auf das

Geschlechterverhaltnis aus.

Tabelle 2 Geschlechterverhéltnis bei Gammariden im Frihling, SommeHerbst oberund unterhalb der Kléaranlag
(KA) Langwiese, zu Zeitpunkten vor (2(A@L2) und nach Ausbau (2042D15) der KA. Signifikante Abweichungen v
einer hypothetischen 1 : 1,5 Verteilung zugunsten der Weibchen. Maximum Likelihood RatigX* n X nn m

Vor Ausbau  Nach Ausbau

Oberhalb KA 1:1,23 1:1,45
Frihling

Unterhalb KA 1:2,57 *** T a3 %%

Oberhalb KA 1:1,79 1:1,56
Sommer

Unterhalb KA 1:2,42 %% 1:1,79

Oberhalb KA 1:1,18 1:0,85
Herbst

Unterhalb KA 1:1,40 1:0,69

4.3 Fekunditat

Veroffentliche Daten unterschiedlichster Studien zu den Effekten von Ostrogenen und
Xenoostrogenen auf die Reproduktion von Flohkrebsen werden noch kontrovers diskutiert. Watts et
al. 22] zeigten im Labor eine positive Wirkung voh-Ethinyldstradiol auf die Reproduktionsleistung
vonGammarus pulexDagegen bestéarkten die Ergebnisse weiterer Studien [5, 23] vor allem im Freiland
die Annahme, dass der Fekunditatsindex in Gammaridenwaeeinem komplexen Zusammenspiel

zahlreicher Faktoren bestimmt wird.

Zur Bestimmung der Fekunditat wurden im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen an jeder
Probestelle 20 britende Weibchen dem Gewasser entnommen und einzeln in 2% Glutardialdehyd
(gelog in 0,005M Cacodylatpuffer, pH 7,4) fixiert. Im Labor wurde die Lange und Art eines jeden

Weibchens ermittelt. Als Mal3 fur die Fekunditat wurde die Anzahl der im Marsupium eines briitenden
Weibchens vorhandenen Eier und/oder Jungtiere verwendet. UntezneiStereomikroskop wurde

das Marsupium der britenden Weibchen vorsichtig mit einer Federstahlpinzette getffnet. Eier und

Jungtiere wurden herausprapariert und gezahlt. AnschlieRend wurde der Fekunditatsindex (FI)

berechnet (FI = Anzahl Eier bzw. Juveniérperlange).
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Bild 4 Fekunditatsindex brutender Weibchen im Frihling, Sommer und Herbst an den ProbestellefR# &) und
unterhalb (PS 3) der Klaranlage (KA) Langwiese an der Schussen sowie am Referenzgewasser Argen (PS 5)zu
vor (201@2012) und nach Ausbau (20g2D15) der Klaranlage Langwiese. KA = Klaranlage, PS = Probestelle. Dar
in BoxWhiskerPlots mit Median, obere und untere Quartile sowie obere und untere Whisker. Innerhalb
Whiskergrenzen liegen 95 % debDaten, Ausreiler sind durch einen schwarzen Punkt darges
Signifikanzen: p < 0,0008 (*)

Die Ergebnisse deuten auf einen Trend zu abnehmender Fekunditat von Friihjahr zu Sommer hin (Abb.
4). Dies entspricht dem natlrlichen Reproduktionszyklus unddevirereits in mehreren Studien
beschrieben [5, 15]. Der Fekunditatsindex brutender Weibchen in den Sommermonaten vor Ausbau
der Klaranlage war unterhalb der Klaranlage Langwiese signifikant niedriger als oberhalb. In der Studie
von Watts et al. [22] wurdeine erhdhte Fekunditat in Zusammenhang mit hormonell wirksamen
Substanzen diskutiert. Die niedrigeren Werte unterhalb der Klaranlage, die in der vorliegenden Arbeit
beobachtet wurden, stehen deshalb wahrscheinlich weniger mit hormonell wirksamen als mit
zusétzlich toxischen Einflissen im Zusammenhang. Diese wurden durch den Ausbau der Klaranlage
reduziert, so dass zwischen den Probestellen obed unterhalb der Klaranlage keine signifikanten
Unterschiede mehr auftraten. Im Probenahmezeitraum nach Ausleailaranlage traten im Herbst
signifikant hohere Fekunditatsindizes in britenden Weibchen an der Argen auf im Vergleich zur

Probestelle 3 unterhalb der Klaranlage. Dies deutet auf geringere toxische Wirkungen in der Argen hin.
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5. Untersuchungen des Makzoobenthos

Um Auswirkungen des Klaranlagenausbaus mit Pulveraktivkohle auch auf Populationsebene beurteilen
zu koénnen, wurden Untersuchungen des Makrozoobenthos an den verschiedenen Probestellen
durchgefiihrt, wobei die nach Wasserrahmenrichtlinie anertan Methoden verwendet wurden [24,

25, 26]. Durch diese Untersuchungsmethode kénnen Veranderungen im zeitlichen Verlauf festgestellt
werden. Zudem integriert das Makrozoobenthos Effekte einer langerfristigen Exposition gegentiber
schwankenden Konzentratien von Schadstoffen [24]. Die Verteilung der Taxa innerhalb des
Makrozoobenthos wird von vielen Faktoren, wie beispielsweise organischen Schadstoffen und der
Verschlechterung des Habitats beeinflusst. Daher ist die Bestimmung der Artenverteilung des
Makromobenthos als Untersuchungsmethode zur Beurteilung der Effekte von Klaranladen

Regenuberlaufbeckeneinleitern gut geeignet.

Das Makrozoobenthos wurde an den Untersuchungsstellen flachenbezogen nach derhi d\tbitkit
SamplingVerfahren (nach Wasserralanrichtlinie, 2000) aufgenommen. Dabei wurden Abschnitte im
Bereich der Untersuchungsstellen ausgewahlt, die hinsichtlich der abiotischen Faktoren fiir eine
langere FlieRgewasserstrecke der Schussen reprasentativ sind. Die anschlieRende Beprobung der

Habitde erfolgte proportional zu ihrem Vorkommen an der jeweiligen Probestelle.

Es wurde eine Lebendsortierung der Probe im Geléande durchgefihrt und die Proben in 70% Ethanol
fixiert. Die anschlieRende taxonomische Bestimmung im Labor wurde mindestens diivaaun der

operationellen Taxaliste vorgenommen.

Die 6kologische Qualitat der Schussen wurde mit Hilfe der Bewertungssoftware ASTERICS (Version

3.1.1) einschlieB3lich des deutschen Bewertungssystems PERLODES ermittelt.
5.1 Anzahl der Taxa

Die Taxa inneriha des Makrozoobenthos waren in der Schussen unterhalb der Klaranlage Langwiese
vor Ausbau der KA und im Referenzgewasser, der Argen, mit anndhernd gleicher Anzahl vertreten
(Abb. 5). Zwischen den Frihjabnd Herbstprobenahmen traten keine grof3en Untdrisce auf. Nach

Ausbau der Klaranlage war die Taxazahl an der Schussen unterhalb der Klaranlage Langwiese im
Frahjahr als auch im Herbst im Vergleich zu Probenahmen vor dem Ausbau deutlich erhdht. Im
Referenzgewésser Argen erniedrigte sich die Anzahlala fach Zeitpunkt des Klaranlagenausbaus

in der Schussen. Vermutlich sind hierfiir jahresspezifische Schwankungen verantwortlich, méglich ist
aber auch eine Verschlechterung des Gewdasserzustandes an der Argen. Dies kann jedoch erst durch

weitere Probenahme verifiziert werden.
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Anzahl Taxa

Argen

0 il
oberhalb unterhalb Argen oberhalb unterhalb
KA
Fruhling Herbst
HE vor Ausbau KA nach Ausbau KA

Bild 5 Taxazahl des Makrozoobenthos in der Schussen-abet unterhalb der Klaranlage (KA) Langwiese und
Referenzgewasser, der Argen. Werte fUr Friihjahr und Herbst, jeweils vor (Mittelwert aus 2012 und 20i8)luAusbau
(2014) der Klaranlage.

5.2 Saprobienindex

Die Berechnung des Saprobienindex (nach DIN 38410) ist das am haufigsten angewandte
Bewertungsverfahren fur Fliegewasser in Deutschland und bildet die Grundlage fir die Ermittlung der
GewasserguteAnhand des Saprobiensystems kann die organische Belastung von FlieRgewassern
ermittelt werden. Ein hoher Saprobienindex weist auf organische Belastung hin, wéhrend bei
sinkender organischer Belastung auch der Saprobienindex niedriger wird. Durch Eigaagcher
Substanzen kann es durch unterschiedliche Prozesse zu einem Sauerstoffdefizit im Gewasserabschnitt
kommen. Im betroffenen Abschnitt kbnnen dann lediglich die Arten Uberleben, die an sauerstoffarme
Verhéltnisse angepasst sind. Entlang der FlieBke kdnnen organische Substanzen aber auch wieder
abgebaut werden, das Sauerstoffdefizit reduziert sich und es kénnen wieder anspruchsvollere Arten
AY DSoNaaSNI NoSNI SoSyod 9AyI StySy I NISy RSa al 1 Np
die ein Mal¥ir den Sauerstoffbedarf der jeweiligen Art darstellen und damit in ihrem gewichteten
Mittel die Sauerstoffverhaltnisse in einem Gewasserabschnitt indizieren. Somit kann die organische
Belastung, der die Artengemeinschaft ausgesetzt ist, ermittelt wer@&h Die Zuschaltung einer
vierten Reinigungsstufe kann den CSB Wert (Chemischer Sauerstoffbedarf, beschreibt die Menge an
Sauerstoff, welche zur Oxidation der gesamten organischen Stoffe im Wasser verbraucht wird) im
Klaranlagenablauf deutlich verringenrganische Verbindungen kénnen tber eine Aktivkohlefilterung
entnommen werden. Dies spiegelt sich in einer geringeren organischen Belastung des Gewasser und

der Artengemeinschaft wider [28].
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Bild & Saprobienindex in der Schussen chard unterhalb der Klaranlage (KA) Langwiese und im Referenzgewasse
Argen. Werte fiir Frihjahr und Herbst, jeweils vor (Mittelwert aus 2012 und 2013) und nach Ausbau (2014) der KIE

Der Saprobienindex war zu allen Probenahmezeitpunkten sowohblgoauch nach Ausbau der
Klaranlage an der Schussen hoher als im Referenzgewasser Argen (Abb. 6). Nach Inbetriebnahme des
Aktivkonhlfilters war der Saprobienindex in der Schussen unterhalb der Klaranlage im Friihling deutlich
und im Herbst leicht niedrigeails vor dem Ausbau der Klaranlage. Dies war am Referenzgewasser

Argen nicht der Fall.

6. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorgestellten Untersuchungen zeigen, dass sowohl die Verteilung der Taxa
innerhalb des Makrozoobenthos als &uder Gesundheitszustand von Gammariden durch die
Klaranlage Langwiese bei Ravensburg vor deren Ausbau mit einer Pulveraktivkohlestufe negativ
beeinflusst wurde. Hinweise auf mdgliche Wirkungen hormonell wirksamer Substanzen lieferten die
Untersuchungen um Geschlechterverhdaltnis bei Gammariden. Die Resultate zur Fekunditat der
Weibchen sprechen zudem fiur den Einfluss nicht nur hormonell wirksamer, sondern auch vor allem
toxischer Substanzen, die sich negativ auf die Fruchtbarkeit weiblicher Gammaridéoskaau der
Klaranlage ausgewirkt haben. Hinweise hierauf erbrachten auch Untersuchungen an Fischen, bei
denen vor allem gentoxische und dioxindhnliche Wirkungen von Bedeutung sind [29].
Stressproteinanalysen gaben Hinweise auf proteotoxisch wirkendeté®uies), die unterhalb der
Klaranlage wirkten. Nach Ausbau der Klaranlage kam es zu einer deutlichen Verbesserung des
Gesundheitszustandes der Gammariden. Dieser Effekt auf Individualebene spiegelt sich auf
bioz6notischer Ebene wider: Der verbesserte Sajrabdex und die héheren Taxazahlen in der
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Schussen unterhalb der Klaranlage weisen auf einen positiven Einfluss dlassibdus auf die

Gewasserbiozonose hin.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich die Erweiterung der Klaranlage um eine
Pulveraktivkdlestufe positiv auf die wirbellosen Gewasserorganismen ausgewirkt hat. Diese
Ergebnisse stellen nur einen kleinen Aspekt des groRen Verbundprojekts SchussenAktivplus dar,
werden jedoch durch umfangreiche Untersuchungen der Projektpartner/innen bestditigin vielen
weiteren Veroffentlichungen auf www.schussenaktivplus.de eingesehen werden kénnen. Die im
Projekt gewonnenen Ergebnisse sind schon jetzt von groRer Bedeutung fir das Okosystem der

Schussen sowie fur den Bodensee als Trinkwasserreservoiratngsbhutzgebiet.

Da der Untersuchungszeitraum nach Inbetriebnahme der vierten Reinigungsstufe jedoch erst ca. zwei
Jahre umfasst, kénnen jahresspezifische Schwankungen innerhalb der Ergebnisse nicht ausgeschlossen
werden. Daher ist die Weiterfiihrung dentérsuchungen nétig, um die bisher gewonnenen Aussagen

ZU untermauern.

Literatur

[1]  Triebskorn, R., Bldha, Engesser, B., Glude, H., Hetzenauer, H., Henneberg, A., KoHRer, Kiais, S.,
Maier, D., Peschke, K., Thellmann, P., Vogel. HKuch, BOehlmann, J., Rault, M., Suchalil., S., Rey, P.,
Richter, D., Sacher, F., Weyhmiiller, vhd Wurm, K: SchussenAktivEine Modellstudie zur Effizienz der
Reduktionder Gehalte an anthropogenen Spurenstoffen durch Aktivkohle in Klaranlagen. Expesitions
und Effektmonitoring vor Inbetriebnahme der Adsorptionsstufe auf der Klaranlage Langwiese des AZV
Mariatal, Ravensburg.dfrespondenz Wasserwirtschaft (201B)eft Nr. 8, S427-436.

[2]  Triebskorn, R., Amler, K., Bldha, L., Gallert, C., Giebner, S, H5iildenneberg, A., Hess, S., Hetzenauer,
H., Jedele, K., JungMR., Kneipp, S., Kohler, R., Krais, S., Kuch, B., Lange, C., Loffler, H., Maier, D.,
Metzger, J., Miller, M., Oehlmann, J., Osterauer, R., Peschke, K., Raizner, J., Rey, P., Rau#r,ND, R
Sacher, F., Scheurer M., SchneiBapp, J., Seifan, M., Spieth, M., Vogel].HWeyhmdiller, M Winter,

J., and Wurm, KSchussenAktplus reduction of micropollutants and of potentially pathogenic bacteria
for further water quality improement of the river Schussen, a tributary of Lake Constance, Germany.
Environmental Sciences Europe.(2813) p. 1-9.

[3] Jubeaux, G., Simon, R., Salvador, A., Quéau, HimBhaA. and Geffard, OVitellogeninlike proteins in
the freshwater amphipodGammarus fossaruniKoch, 1835): Functional characterization throughout
reproductive process, potential for use as an indicator of oocyte quality and endocrine disruption
biomarker in males. Aquatic Toxicology 1173(2012), p.72-82.

[4] Daughton, C. GndTernes, T. APharmaceuticals and personal care products in the environment: agents
of subtle change. Environmental Health Perspectives(1099)(Suppl.6)p. 907-938.

[5] Ladewig, V., Jungmann, D., KéhlerRHSchirling, M., Triebskorn, R. aNégel, R Population structure
and dynamis ofGammarus fossarurfAmphipoda) upstream and downstream from effluents of sewage
treatment plants. Archives of Environmental Contamination and Toxicolo¢308®), p.370-383.

[6]  Schirling, M., Jungmann, Dadewig,V., Nagel, R., Triebskorn, R. and KéhleR HEndocrine effects in
Gammarus fossarunfAmphipoda): Influence of wastewater effluence, temporal variability and spatial

143



aspects on natural populations. Archives of Environmental Contamination @xidology 492005), p.
5361.

[71  Triebskorn, R., Adam, S., Behrens, A., Beier, S., Bohmer, J., Braunbeck, T., Casper, H., Dietze, U., Gernhofer,
M., Honnen, W., Kohler, HR., Koérner, W., Konradt, J., Lehmann, R., Luckenbach, T., Oberemm, A,
SchwaigerJ., Segner, H., Strmac, ,Mechiidrmann, G., Siligato, S. and TraunspurgerEg¥ablishing
causality between pollution and effects at different levels of biological organization: The VALIMAR project.
Human and Ecological Risk Assessment: An Internationahal. Y2003) p. 171-194.

[8] Gotz, C. W.Kase, R. und Hollender; Mikroverunreinigungeng Beurteilungskonzept fur organische
Spurenstoffe aus kommunalem Abwasser. Studie im Auftrag des 8EQ) Eawag, Dibendorf.

[9] Schwarzenbach, R. Pscher, B. I., Fenner, K., Hofstetter, T,.®hnson, A., von Gunten, U. and Wehrli,
B.: The challenge of micropollutants in aquatic syste8wence313(2006) p. 1072-1077.

[10] Seel, P., Kneppef, P., Gabriel, S., Weber, A. und HabererKkaranhgen als Haupteintragspfad fiir
Pflanzenschutzmittel in ein FlieRgewasser: Bilanzierung der EinYageWasser 86L996) p. 247-262.

[11] Vieno, N. M., Harkki, H., fikanen, T. and Kronberg, Dccurence of pharmaceuticals in river water and
their elimination in a pilot scale drinking water treatment plainvironmental Science and Technology
14(2007), p5077-5084.

[12] UBA, 2015. Position // Marz 2015: Organische Mikroverunreinigungen in Gewassern: Vierte
Reinigungsstufe fur weniger Eintrage. httpww.umweltbundesamt.de/publikationen/organische
mikroverunreinigungefin-gewaessern

[13] Triebskorn, R. und Hetzenauer,: HMikroverunreinigungen in den drei Bodenseezufliissen Argen,
Schussen und Seefelder Aaghine LiteraturstudieEmironmental Sciaces Europe 24 (2012)o. 8, p.
1-24.

[14] Meijering, M. P. D. und Pieper, H. Bie Indikatorbedeutung der Gattung Gammarus in FlieRgewassern.
Decheniana Beihefte 26(1982) S.111-113.

[15] Pockl, M.:Beitrage zur Okologie des Bachflohkrebs&arinarus fossaru und Flussflohkrebses
(Gammarus roes@li Entwicklungszyklus und Fortpflanzungskapazitat. Natur und Museur(L223) S.
114-125.

[16] Schirling, M., Jungmann, D., Ladewig, V., Ludwichowsdli, Klagel, R., KéhleH-R. and TriebskorrR.:
Bisphenol A in artificial indoor streams: $tress response and gonad histologyGammarus fossarum
(Amphipoda). Ecotoxicology. {8006) p. 143-56.

[17] Williams, K. A Green, D. W. and Pascoe, Doxicity testing with freshwater macroinvertedies:
Methods and application in environmental management. In: Pascoe, D., Edwards, R.W. (Hrsg.).
Freshwater Biological Monitoring. Pergamon Prd$€84), New York, |81-91.

[18] McCahon, C. P. and Pascoe,@ulture techniques for three freshwater maanvertebrate species and
their use in toxicity tests. Chemosphere. (1B88) p. 2471-2480.

[19] Lewis, S., Handy, R. D., Cordi, B., Billnghd. and Depledge, M. Fstress proteins (HSP's): Methods of
detection and their use as an environmental toiarker. Ecotoxicology. @999) p. 351-368.

[20] Sanders, B. MStress Proteins in Aquatic Organisms: An Environmental Perspective. Critical Reviews in
Toxicology. 281993) p. 49-75.

[21] Peschke, K., Geburzi, J., KbhlelREWurm, K. and Triebsko, R: Invertebrates as indicators for chemical
stress in sewag@fluenced stream systems: Toxic and endocrine effects in gammarids and reactions at
the community level in two tributaries of Lake Constance, Schussen and Argen. Ecotoxicology and
Environmetal Safety 106§2014) p. 115125.

144



[22] Watts, M. M., Pascoe, D. ar@hrroll, K.Population responses of the freshwater amphip@dmmarus
puexo [ ®0 G2 'y Sy @A NRtHinglSsifailiblf EnvBanmieN®l Figobgy mnd Themistry.
21(2002) p. 445-450.

[23] Mazurova, E., Hilscherova, K., Sidi®tépankova, T., Kdhler,-R., Triebskorn, R., Jungmann,&esy, J.
P. and Blaha, L(hronic toxicity of contaminated sediments on reproduction and histopathology of the
crustaceanGammarus fossarurand relationship with the chemical contamination and in vitro effects.
Journal of Soils and Sediments.(2010) p. 423-433.

[24] Adamek, Z.Orendt, C.,Wolfram, G. and Sychra,: Macrozoobenthos response to environmental
degradation in a heavily modified stream: Case study the Upper Elbe River, Czech Republic. Biologia. 65
(2010) p. 527-536.

[25] Chessmann, B..(Rapid assessment of riveeusing macroinvertebrates: A procedure based on habitat
specific sampling, family level identification and a biotic index. Australian Journal of EQEIGHEO5) p.
122-129.

[26] Rosemerg, D. M. and Resh, V.: Hreshwater Biomonitoring and BenthicalgtoinvertebratesChapman
and Hall(1993) New York.

[27] Rolauffs, P., Hering, D., Sommerhausdf,, Jahnig, S. und Rd&diger,.: Entwicklung eines
leitbildorientierten Saprobienindexes fur die biologische FlieRgewéasserbewertung. Umweltbundesamt
Texte 1103 (2003) Forschungsbericht 200 24 227.

[28] http://www.Kklaerwerk.info/Abwasserreinigung/Kommunakkbwasserbehandluntyachgeschaltete
Pulveraktivkohlestufem-Klaerwerkbindet-Arzneimittelwirkstoffe Bericht von Diplng.(FH) Steffen
Metzger.Stand: 22.0.2015

[29] Maier, D., Blaha, L., Giesy, J. P., Henneberg, A., Kohkr, llch, B., Osterauer, R., Peschke, K., Richter,
D., Schewer, M. and Triebskorn, RBiological plausibility as a tool to associate analytical data for
micropollutants and effecpotentials in wastewater, surface water, and sediment with effects in fishes.
Water Research 7@015),p. 127-144.

145



Kapitel5: Impact of a wastewater treatment plant upgrade on amphipods and

other macrainvertebrates: individual and community responses

Katharina Peschké, Yvan CapowiézHeinzR. Kohlel, Karl Wurm, Rita Triebskorrf

1Animal Physiological Ecology, University of Tiibingen, Auf der Morgenstel&2B7b Tibingen, Germany
2INRA, UMR 1114, EMMAH, Site Agroparc, 84914 Avignon Cedarc® Fr

3GOL Water Ecology Laboratory Starzach, Tulpenstr721B1 Starzach, Germany

“Transfer Center Ecotoxicology and Ecophysiology, Blumenstr-2&]@8 Rottenburg, Germany

*Correspondence: Katharina Peschkatharina.peschke@ustuebingen.de

Frontiers in Environmental Scien@e64 DOI:10.3389/fenvs.2019.00064

Abstract

In the present study we investigated the efficiency of additional wastewater treatment based on
powdered activated carbon and its benefit for the ecosystem of a connected rivieansye the
catchment area of Lake Constance, Southern Germany. We focused on the overall health status of
gammarids and the integrity of the macrozoobenthic community. Samples were takeanap
downstream of a wastewater treatment plant (WWTP), as wellefere and after its upgrading. The
investigations showed that both sex ratio and fecundity of gammarids, as well as the macrozoobenthic
community were affected by the effluent prior to the WWTP upgrade. After the upgrade, gammarids
from the downstream $é did not differ any longer from those collected upstream of the WWTP with
respect to the investigated health parameters. Furthermore, the overall number of taxa and,
particularly, the number of sensitive taxa within the macrozoobenthic community dowarstief the
WWTP increased considerably. Therefore, we conclude that the additional treatment with powdered

activated carbon was highly efficient to improve invertebrate health and community integrity.

1 Introduction

During the last decades, the occurrenad micropollutants including ingredients of, e.g.,
pharmaceuticals, pesticides or personal care products [1] in aquatic environments and their potential
impact on biota has become a worldwide issue of scientific and public concern. Although their
concentations range only between a few ng/L to several pgA3]jithey have been reported to be
responsible for adverse effects in exposed aquatic organis®. [Effluents from wastewater

treatment plants (WWTPs) are known as major point sources for the eelgiasicropollutants into
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the water cycle [8, 10]. This is due to the fact that municipal WWTPs have mainly been designed to
eliminate particular matter and nutrients, whereas the removal of micropollutants was not in the
particular focus in the past. Ascansequence, the removal of micropollutants is often insufficient or
even completely lacking [2]. One possibility to improve micropollutants reduction in WWTPs is an

upgrade with additional treatment steps like ozonation or activated carbon [4,311

In the present study, the influence of a WWTP upgrade with an additional purification step on the
macroinvertebrate community was investigated. The study was conducted in the area of Lake
Constance, Southern Germany, which serves as a major drinking wséevoir. The focus was on two
major tributaries of Lake Constance: the river Schussen as a model stream located in a densely
populated catchment area, and the river Argen representing a less anthropogenically influenced
reference stream [14]. At the Sclaen, the largest WWTP (Langwiese, AZV Mariatal) which treats
about 50% of the wastewater of the catchment area has been upgraded with an additional powdered
activated carbon stage in September 2013. Chemical analyses of more than 150 micropollutants
showedthat the additional powdered activated carbon stage was highly efficient in reducing the
concentrations of micropollutants in the effluent and also in the surface water downstream the WWTP

[15].

The present study focuses on assessing the overall heathssof gammarids abundant in the two
streams and the integrity of the macrozoobenthic community in the Schussen prior and subsequent to
the WWTP upgrade and, in parallel, in the Argen as a control river which was not influenced by this
measure. In the figt part of our study we investigated the health of gammarids as important
representatives of freshwater ecosystems [6]. Due to their diverse diet (detritus, aufwuchs, carrion,
and small invertebrates), their broad distribution, high biomass, short gemgratme, and high
productive rates, gammarids are highly important for aquatic ecosystems [16, 17], also acting as
shredders of plant material [18]. Furthermore, they are an important part of aquatic food webs,
particularly as food sources for fish [19]s Jammarids are known for their high sensitivity to
pollutants, they are regarded as suitable monitoring organisms for ecotoxicological studipdi4

the present study, we used different methods to investigate the physiological status of gammarids
from the biochemical to the individual level: analyses of the heat shock protein Hsp70 level,
determination of fecundity in females, sex ratio in gammarid populations, and distribution of different
gammarid species at the sampling sites. These analyses egattito an evaluation of potential toxic

and endocrine effects caused by the WWTP effluent. Although numerous studies already have focused
on gammarids as indicators for adverse ecosystem effects caused by WWTP effkier28232], until

now, investigaibns using gammarids in the context of a WWTP upgrade are still very rare. Only two
studies from Bundschuh and Schulz [4, 23] deal with the effects of an additional ozebased
treatment step on gammarids with respect to alterations in feeding ratespampulation sizes. In these
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studies, the authors concluded that ozonation is an appropriate tool that contributed to the
improvement of gammarid health in wastewater influenced rivers and streams. With our study, we
further investigated the efficiency afctivated carbon in eliminating micropollutants on the basis of

gammarid health prior to and after the WWTP upgrade.

Furthermore, we extended our view to the entire macrozoobenthic community which is commonly
assessed in the context of the European Wakeamework Directive (WFD) [24]. Although the
composition of macrozoobenthic communities can be influenced by numerous stressors including,
e.g., pesticides or organic pollutants {23], there is, to the best of our knowledge, no study which
has investigad the success of an additional powdered activated carbon treatment step with respect
to the macroinvertebrate fauna, until now. Thus, the objective of the current work is to evaluate the
impact of a WWTP upgrade on both individual health of gammaridsiaratidition, the integrity of

the macroinvertebrate community.

2 Materials and methods
2.1 Location and description of sampling sites

The study was conducted at the Schussen river, a major tributary to Lake Constance in Southern
Germany, which is infenced by effluents of 20 WWTPs and more than 100 stormwater overflow
oFdaAya 6{h. a0 woB8d ¢KS F20dza 2F (KS addzRRe gl a 2y
one of the major WWTPs connected to the Schussen river and upgraded with a povatdéveded

carbon stage in September 2013. Location and sampling sites ara sihdigure 1. Sampling site®,S

{ m { HZ FTYR { o ¢SNB t20FG4SR 40 GKS {OKdzaaSy I
2.5 km upstream of the WWTP Langwiesengll as 150 m upstream of the SOB Mariatal, S 1 (N47°

nnNQ MPpPpTQQI 9dhc OHQ NcdPHNQQUO g+ a aAlGdad GSR mMdmH
2F 0KS 22¢t>X { H O6bnTc nNnnQ NHPHTEZT 9dpc 00Q npdnn
S30bnTtc oPQ MCcPHNES 9dPpc oMQ pHDPPoéUv oLk a f20FGSR
Obntc nnQ Hn®dncéI 9dpc poQ nuHPTYEOD YR { p oObnrTec
river. This river served as a less polluted referenae[$4]. Sampling of gammarids took place at S 0,

S 3, and S 5, whereas the macrozoobenthic community was investigated at sites S0,S 1,S 2, S 3, and

S 4. As the results obtained for the gammarid investigations should be comparable to results gained

from diverse analyses with feral fish conducted by other partners within the project our study was
embedded in (SchussenAkilug) [3, 12, 2830], fish and gammarids were caught simultaneously at

the same sites at the Schussen river, at sites S 0 and S 3asSdhesen as a sampling site upstream

of the WWTP. In order to make sure that fish, caught downstream of the WWTP, did not have migrate
upstream the WWTP, sampling of fish exclusively took place 15 km downstream of the WWTP (S 3).

148



We refrained from sampliopsite S 2, because it was too close to the WWTP allowing fish to migrate
up- and downstream of this site. In contrast, macrozoobenthos is almost stationary [31, 32], hence,
short distances between different sampling sites is not an issue. Thus, to g@hation on changes
within the macrozoobenthic community along the course of the Schussen with higher spatial
resolution, two additional sampling sites were included: S 1 was downstream of the SOB but upstream
of the WWTP, whereas S 2 was 850 m downstreiithe WWTP.

Ravensburg

Friedrichshafen Tettnang

Neukirch

Figure 1 Sampling sites at the Schussen and the Argen river, two tributaries to Lake Constance. Gammarids were
at sampling sites S 0, S 3, and S 5. Macrozoobenthos was sampled at sampling sites S 0, S 1n& 2,4S \B\VETP
wastewater treatment plant Langwiese (AZV Mariatal). SOB: stormwater overflow basin Mariatal. For exact cool
of sampling sites see chapter 2.1. The map is based on OpenStreetMap. Map data: ©OpenStreetMap contributors
http://opendatacommons.org/licenses/dbcl/1.@F

2.2 Studies with gammarids

The gammarid studies were conducted prior to and after the WWTP upgrade with a powdered
activated carbon stage. At each site, animals were sampled up to four times per yellingeBua

large data set which enabled the differentiation between effludependent effects on the one hand,

and seasonal or annual influences on the other hand. Prior to the WWTP upgrade, samples were
collected in 2010 (April 19, June 29, August 19),12(May 9, July 7, September 2, October 28), and
2012 (May 3, July 4, October 24). After the upgrade, gammarids were sampled in 2014 (May 21, July
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1, October 2), 2015 (May 30, August 12), 2016 (May 3), and 2017 (May 18). Gammarids were pick
sampled at typcal habitats such as roots, macrophytes and conglomerations of leaves. Using a
conventional sieve (mesh site 1 mm), 180 gammarids were collected at each site and sampling occasion
and were stored together in a container. For each of the following in\agsgaigs, the required number

of gammarids was randomly taken from this container.
2.2.1 Distribution of species and sex ratio

For species and sex determination, 100 gammarids per site were chemically fixed with 2%
glutardialdehyde (dissolved in 0.005 Mcoaylate buffer) and examined under a stereomicroscope.
Based on external morphological characteristics, the two gammarid spésésniarus roeseind
Gammarus puléxabundant in the Schussen and Argen rivers, could be distinguish@drdaselithe
carapax in the abdominal dorsal region of the body shows slieeprocesses, whil&. pulexdoes

not show such morphological features [17]. The sex of each individual was determined based on
secondary sexual characteristics. Thus, female gammarids wereatérized by four pairs of
oostegites (brood plates) and males by two genital papillae on the ventral body side [33]. Since external
sexual organs are not developed until the ninth molt, small gammarids (body length < 6 mm) were
RSGSNNVAYSR [W7]a a2dz@Sy At S¢

2.2.2 Fecundity

For determination of the fecundity, per site twenty breeding females were randomly selected from
the sample container. Each breeding female was fixed separately in 2% glutardialdehyde (dissolved in
0.005 M cacodylate buffer) and axined using a stereomicroscope. The species of every breeding
female was determined and the body length (distance from the anterior margin of the cephalothorax
to the posterior margin of the telson) was measured on graph paper. Using dissecting neeglles, th
marsupium was opened gently, and eggs and juveniles were retrieved and counted. Afterwards, the
fecundity index (FI) was calculated as follows: FI = number of eggs or juveniles / body length of breeding
female [34, 35].

2.2.3 Hsp70 quantification

For the quantification of stress proteins (Hsp70), per sampling site twenty praecopula pairs (one male
and one female gammarid) were picked randomly from the sample container. The exclusive use of
praecopula pairs overcomes the problem of varying Hsp70 levdifénent reproductive stages [22].

In addition, the sex of the gammarids could easily be determined in the praecopula stage, since the
males always hold the top position [36]. Consequently, the Hsp70 level was analyzed in each sex
separately. AccordingtSures and Radszuweit [37] and Sures [38] who found adversely affected stress

protein expression in gammarids infected with Acanthocephala, we only used visibly uninfected
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gammarids. Analyses of Hsp70 level were carried out as described by Peschld®gt/Ahalyses were
conducted in whole body homogenates, and the determination of the total protein content of the
samples was carried out according to Bradford [40].-BRSE was run to separate standard amounts

of total protein. By semidlry blotting, prdeins were transferred to a nitrocellulose membrane. After
two steps of antibody incubation (first: mouse ahtiman hsp70 monoclonal antibody; second: goat
anti-mouse IgG (H+L) antibody, both: Dianova, Hamburg, Germany), the-Bisiiz@dy-complex was
visualized using chloronaphtol. After digitalization, the optical volume (gray scale values x area) of the
protein bands was quantified by densitometric image analysis (Image Studio Lite, 4 2R ILhc.).

An internal standard, serving as a reference, wemsin parallel on each gel.
2.3 Integrity of the macrozoobenthic community

Alike the investigations on gammarids, the macrozoobenthic community was studied prior to and after
the WWTP upgrade. Prior to the upgrading, the macrozoobenthic organismssasamgled in 2012

(April 29, October 6) and 2013 (May 20, October 9). After the upgrade, samples were collected in 2014
(April 11, October 4), 2015 (June 11, October 3), and 2016 (July 9, October 8). On site, the
macrozoobenthic organisms were collected bgams of the multi habitat sampling method according

to the protocol of the European Water Framework Directive 2000/60/EC [24], using a Surber Sampler
with a mesh size of 500 pm. After sampling, macrozoobenthic individuals were fixed in 80% ethanol.
Subseqently, taxonomic determination in the laboratory was accomplished at least up to the level of
the operational taxa list for German rivers [41]. The ecological quality of the two rivers was determined
by means of the evaluation software ASTERICS (AQEMEDidgjical River Classification System
4.04) including the German system PERLODES.

2.4 Data analyses and statistics

Gammarid species distribution: The differences among data for the different sampling sites were
analyzed by achi lj dz NB R i SacfitestfaliowiigkaSagkeatial Bonferradblm correction).

The statistical significance level was set to p < 0.05.

Sex ratio: The ratio of male to female gammarids was calculated for each sampling site. Each ratio was
analyzed for a significant deviatidrom a 1:1.5 ratio using a Likelihedtlr G A2 . H GSad F2
sequential BonferronHolm correction. The statistical significance level was set to p < 0.05. This
procedure is based on investigations of Ladewig et al. [5] who reported the ratio oftmédenale

gammarids differs from 1:1 in clean or only marginally polluted rivers and streams and showed a male

to female ratio of 1:1.5 in a minor polluted stream in Germany. Based on these results, we assigned
effects to be caused by the effluent of theWWI'P in cases of significant deviation from a male to female

ratio of 1:1.5 in &vor of females. In a next step, the difference between the sex ratio at site S 0
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dzLJAGNBFY 2F GKS 22¢t YR &aA0S { o R20.BAWNSIY 27
TableCurve 2D (Systat Software Inc.)-tinear regression analysis was conducte@ NJ {-80%lat&k { o

prior to and after the WWTP upgrade.

Fecundity: Following Pdckl [17], data obtained for breeding females of different species from the same
site were pooled. In order to show differences between the sampling sites, the entire dataaset w
statistically analyzed as follows: The data set was checked for normal distribution and homogeneity of
variances. If both criteria were met, data from different sampling sites were compared withhaayne
ANOVA linked to a Tuké§ramer post hoc test. loase of normal distribution with inhomogeneous
variances, a noJ- NI Y S (i NRA-@©st folluiedliy @ dequéntial BonferreHiolm correction was
applied. If data were not normally distributed but variances were homogenous, a kki'skad test

with a SeelDwass post hoc test was performed. The statistical significance level was set to p < 0.05.

Hsp70: Differences between data for the respective sampling sites were statistically analyzed as

described above for the fecundity data.
All statistical analysewere conducted using the software JMP (SAS Institute Inc., version 14.0.0).

Integrity of the macrozoobenthic community: To determine potential effects of the WWTP’s upgrade,
we performed ANOSIM (analysis of similarities) using the-Btatis dissimilaty measure on square

root transformed data. ANOSIM were conducted on datasets either including or omitting data from
sampling site S 4 (Argen river, reference stream). In order to show the results in a graphical way, we
performed NMDS (nometric multidimensional scaling). Both methods were conducted using R
(version 3.5.2).

3 Results and discussion
3.1 Studies with gammarids
3.1.1 Species distribution

Distribution of gammarid species varied between sites S 0 (upstream of the WWTP) and S 3
(downstream & the WWTP) within the Schussen river, as well as between the rivers Schussen and
Argen. In the Argen river (S 5) oy pulexwas found within the time of investigation (Figure 2). In
contrast, two gammarid specie§. pulexand G. roeseliwere collectd in the Schussen river. The
distribution of species differed significantly between sampling sites upstream and downstream of the
WWTP. At S 0 (upstream of the WWTP), significantly i@opulexand fewerG. roeselivere present
compared to S 3 (downstreanf the WWTP). This held true for the investigation time prior to the

WWTP upgrade, as well as subsequent to it. In general, both gammarid species prefer slowly running
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waters [42] butG. pulexis more dominant in habitats with higher flow rates like irpap stream or
spring sections [43]. Thus, the dominanceXfroeselat sampling site S 3 at the Schussen could be
due to the rivers” morphology as the investigated sampling site is located at the lower section of the
Schussen. In the Argen, the presemdes. pulexikely goes hand in hand with better water quality
[42]. Given that there were no changes in species distribution downstream of the WWTP after the
upgrade compared to the prior situation, we conclude that the effluent did not directly influthece

occurrence of gammarid species at this sampling site.

100% - - M M m M Mo m
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -

Percentage of individuals

20% -
10% -

0% -

S0 S3 55|80 53 55(50 53 55|50 53 85|50 53 S5/50 853 85/50 53 85
2010 2011 2012 2014 2015 2016 2017
prior to the WWTP upgrade after the WWTP upgrade

B G. roeseli OG. pulex

Figure 2 Distribution of gammarid species prior to (202012) and after (201:2017) the wastewater treatment plan
(WWTP) upgrade. Sampling sites at the Schussen river: S 0 upsifaam WWTP, S 3 downstream of the WW1
Sampling site S 4 at the river Argen. Number of individuals at each sampling site is totalized for every yee
investigation. Sample sizes in 2010, 2011, 2012, and 2014 at every sampling site: 300. Sasripl@@iZe 200 at eacl!
AL YL Ay3 aadsSo {FYLXS &A1 S48 Ay wnmc YR wamt i S¢

sequential Bonferroni correction. Significant differences: 201663(p=0.0001), 2011 §3 (p=0.0001), A5 SES3
(p=0.0004), 2016 SB3 (p=0.0001), 2017 I3 (p=0.0001). SO 2017 significantly different to SO in 2016, 2015, 2014,
2011, and 2010 with every p=0.0001 (not marked in the graph).

3.1.2 Sex ratio

Due to unequal frequency of gammarid spgescdistribution,G. pulexand G. roeselivere examined
together asG. spedor calculating the sex ratio. The number®f pulexat S 3 was too low to reliably
determine the sex ratio in this species separately. As a compromise, we exa@inpdlexand
G.roeselitogether asG. specin order to examine potential effects of the WWTP effluent on the
population structure at the downstream site, the ratio of male to female gammarids for each sampling
site was calculated (Table 1). Studies from Ladewig E]alhowed a male to female ratio of 1:1.5 in

a minor polluted stream in Eastern Germany. As well, Welton [33] showed in her study that the sex

ratio in gammarid populations in a minor polluted stream was not fixed to a ratio of 1:1 (male/female).
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Accordirg to Ladewig et al. [5] she also determined shifted sex ratio in favor of females [33]. Based on
these results, the sex ratio in general should be regarded as to be affected whenever the ratio of male
to female gammarids significantly differs from a 1:iabio towards females. Prior to the WWTP
upgrade, we found a significantly shifted sex ratio towards females at S 3 (downstream of the WWTP)
in spring 2010, 2011, and 2012, as well as in summer 2010. Subsequently to the upgrade, the sex ratio
at S 3 was ghificantly shifted towards females in spring 2014 and 2015, only. However, in spring 2016
and 2017, three and four years after the upgrading, the sex ratio was not shifted towards more females

downstream of the WWTP anymore.

Table 1 Ratio of male to ferle gammarids in spring, summer, and autumn prior to (20A02) and after (201-2017) the

wastewater treatment plant (WWTP) upgrade. Sampling sites at the Schussen river: S 0 upstream of the WWTP, S 3
downstream of the WWTP. Sampling site S 4 at the #irgen. Statistically analyzed for shifted ratio towards females (=

more than ratio of 1:1.5): Likelihoeld G A2 . n G(GSad F2f { 2okmtaredionSHjfidadtghifta towiards 2 y ¥ S NN
females are marked in bold and with asterisks. Spring2&18 p=0.0185, S 3 2011 p=0.0100, S 3 2012 p=0.0041, S 3 2014
p=0.0009, S 3 2015 p=0.0377. Summer: S 3 2010 p=0.0001.

Spring Summer Autumn
SO S3 S5 SO S3 S5 SO S3 S5
2010 | 1:1.04 | 1:2.52* | 1:1.16 || 1:1.54 | 1:4.00* | 1:1.39 | 1:1.04 | 1:1.66 | 1:1.17
2011 | 1:1.45 | 1:2.63* | 1:2.81 || 1:2.25 | 1:1.87 | 1:1.71 || 1:1.26 | 1:1.33 | 1:1.24
2012 | 1:1.21 | 1:2.27* | 1:1.78 || 1:1.73 | 1:11.46 |1:1.67 | 1:1.16 | 1:1.51 | 1:1.20

2014 | 1:1.45 | 1:3.17* | 1:0.96 | 1:1.56 | 1:1.79 | 1:0.60 | 1:0.85 | 1:0.96 | 1:0.32
2015 | 1:1.13 [ 1:2.33* | 1:1.08 || 1:0.83 | 1.0.92 | 1:0.38
2016 | 1:0.94 | 1:2.23 | 1:1.00
2017 | 1:0.80 | 1:1.82 | 1:0.28

The presence of xenoestrogens can lead to aeshifex ratio towards more females, as shown by

2 dda SO +tfd wonné Ay fF0o2NF(d2NE &-étHaRles8atidl,theT 4 SNI m
sex ratio in evenly distributed populations (1:1) switched to a 1:2.7 ratio (males to females) 4]. O

the basis of an{Screen cell proliferation assay, Kuch [45] detected 0,4 ng/L EEQ (estradiol equivalent
concentration) at sampling site S 3 in the Schussen river downstream of the WWTP prior to the
upgrade. Even though this concentration is much lovieamntthe ethinylestradiol concentration used

by Watts et al. [44], it has to be taken into account that gammarids sampled in the field are
permanently exposed to xenohormones. Therefore, even lower ethinylestradiol concentrations might

have resulted in theshifted sex ratio towards more females downstream of the WWTP (S 3) prior to

the upgrade. Flow channel experiments from Schneider et al. [7] have shown corresponding effects

regarding the sex ratio in gammarids. Using four flow channel systems, they exjpobaduals of
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G.pulexto different concentrations of a WWTP effluent over a period of 30 days. They observed a shift

in the sex ratio in favor of females with increasing wastewater concentrations [7].

In the Schussen river, after the upgrade of the WRABScreen assays showed significantly lower EEQs

at field sites downstream of the WWTP compared to the situation prior to the upgrade [45].
Furthermore, determination of EEQs in wastewater samples from WWTP Langwiese taken
subsequently to several cleangi steps showed a reduction of EEQs of 86 % = 5 % after powdered
activated carbon and flocculation filtration compared to the secondary clarifying step [45].
Consequently, the reduction of EEQs in the WWTP effluent led to lower EEQs at the sampling sites

downstream of the WWTP, which is mirrored in the sex ratio of feral gammarid populations.

In order to visualize differences between the sampling sites S 3 and S 0 with respect to the sex ratio, a
non-linear regression analysis using a Fourier polynomia(rz<®.98) was performed (Figure 3). Prior

to the WWTP upgrade, large deltas between S 3 and S 0 were found, particularly in spring and early
summer. At those time points, the sex ratios at S 3 showed a stronger shift in favor of females
compared to S 0. dWever, also after the upgrade deltas between S 3 and S 0 were found in spring.
This might be due to the fact that sampling site S 3 is not only influenced by the WWTP effluent but
also by agricultural activities. To the best of our knowledge, agriculpreatices and the use of
pesticides have not changed during the period of our investigations in the area of S 3. Therefore, also
pesticides with estrogenic potential and which are mostly used in spring may have influenced females
at S 3 in spring and esrbummer. However, due to reduced EEQs in the effluent [8] the differences
with respect to the sex ratio between S 3 and S 0 continuously decreased after the WWTP upgrade.
Thus, it is very likely that differences between S 3 and S 0 regarding the sdr sxiing and early

summer after the WWTP upgrade are mainly caused by pesticide application in springtime.
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Figure 3 Differences between sex ratio at sampling site S 3 (downstream of the WWTP) and S 0 (upstream of the
prior to (20162012) and after (2014017) the upgrade. Nalinear regression analysis by Fourier series polynomial
(r2=0.98).

3.1.3 Fecundity

Pockl [17] showed that the fecundity index in equally sized females of different Eur@samarus
species is almost identitevhich allowed us to pool data obtained f@r pulexandG. roeselin respect

to calculate fecundity indices.

Prior to the WWTP upgrade, fecundity indices in breeding females of autumn samples were
significantly lower at S 3 (downstream of the WWTP) careg to the upper site S 0 in 2010, 2011,

and 2012 (Figure 4). In autumn 2014, after the WWTP upgrade, the fecundity index downstream of the
WWTP did not differ from the upstream sampling site any more. The same pattern was observed in
spring and summer saples. Despite lacking significance, a distinct trend towards decreased fecundity
indices downstream of the WWTP (S 3) compared to the upper site was detected. As observed for the

autumn samples, these differences did not longecur after the WWTP upgrad

156



prior to the upgrade + after the upgrade —-

4 *
*
)
3,5
*
3 i ! * & **
*

@ ® ® ® e
52,5 @ 3 3 o @ O @)
> : g o i e i °
£, 8 o\ 3 :
(] =
f. 1\ :

1,5 i ] e S o)
RERRE RIS

) 8 g ° \.g_ e

: 3 : 3 i

0,5 o ® )
0= _ _ o @

so | s3 s5 | so0 | s3 s5 |so| s3 | s5| so | s3 | s5

2010 2011 2012 2014

Figure 4: Fecundity index of female gammarids in autumn prior to (201@, dark colors) and after (2014, light colo
the wastewater treatment plant (WWTP) upgrade. Arithmetic mean is graphed as black bar. Sampling sites at the ¢
river in grey colors: S 0 upstream of the WWTP, and in red colors: S 3 downstream of the WWTP. Sampling site
Argen river in green colors. Sampling sizes: At each sampling site per year n = 20 breeding females. Statistically
BAL 2 GéstOdlawad byi sequential Bonferreriolm correction. Significant differences marked with asterisks: 2
S 0S 3 p=0.0034, SI5 p=0.0149; 2011 SSB p=0.0027, SH5 p=0.0067; 2012 S03 p=0.0025, SH5 p=0.0066; 201:
S 0S 5 p=0.0023, SR5p=0.0022. Furthermore, fecundity indices at SO in 2010, 2011, and 2012 were significantly
compared to S 0 in 2014 (p=0.0125, p=0.0125, p=0.0120) (not marked in the graph). Same was true for fecundi
at S 3in 2010, 2011, and 2012 compare&®t3 in 2014 (p=0.0207, p=0.0012, p=0.0014) (not marked in the graph).

Regarding the comparison of sampling sites at the Schussen river to S 5 at the Argen, differences with
respect to the fecundity index in breeding females were obvious. In 2010etuadity index at S 3 at

the Schussen was significantly lower compared to S 5 at the Argen. In 2011 and 2012, no differences
occurred between S 3 and S 5 but the fecundity indices at S 5 were found to be significantly lower
compared to S 0. Investigatioms2014 after the upgrade showed a significantly higher fecundity index

at S 5 at the Argen river in comparison to both sampling sites at the Schussen. These results are
corroborated by physicechemical data for the respective sampling sites prior to aftel ahe WWTP

upgrade which have been assessed according to the protocol of the European Water Framework
SANBOGADGS Hnnnkcecnk9/ wHNB®D® 2A0K NBaAaLISOH G2 GKAaXZ
322RQ 6KSNBFa GKS ¢lalBYNIKIdzk A2l 80 2 FOLIIKESa A{FAKSRA |
micropollutant analyses conducted in parallel showed that the Argen river is less polluted with
OKSYAOIfa GKIFy (GKS {OKdzaSys: o6dziz K2SOSNE Ol yy:
Divergingdifferences in fecundity indices between Schussen and Argen as observed in our study can

also be seen as further indicators for the need to investigate the Argen river mdepth as already

recommended by Triebskorn et al. [48]. However, the resultaiabd for the Argen river in this study
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can be used to detect inteannual variation in the entire area and, thus, are mandatory for the
interpretation of temporal differences between the sampling sites at the Schussen river. Prior to the
WWTP upgrade (20, 2011, and 2012), fecundity indices at S 0, as well as at S 3 were significantly
higher compared to the situation in 2014 after the WWTP upgrade. This was not the case for the
reference river, Argen, which excludes general annual effects in 2014. ieevalues obtained for

the two sites at the Schussen river therefore must be attributed to Schessecific impacts of

unknown origin.

Despite the presence of endocrine disrupting chemicals [7, 44, 49], fecundity in gammarids is also
influenced by the \ater temperature [17]. Within the project SchussenAglis at all investigated
sampling sites limnological parameters were measured at every sampling time point. There were no
significant differences in water temperature between the sampling sites, eeiftrior to nor
subsequent to the WWTP upgrade [46]. Gammarids in the field are likely exposed to a multifarious
mixture of micropollutants. This mixture might adversely affect gammarid fecundity in a complex way

and might possibly overwhelm potential enttine effects by unspecific toxicity.

However, it is remarkable that, prior to the upgrade, the fecundity of gammarids at S 3 repeatedly was
significantly lower than at the upstream site S 0 which suggests a toxic impact of the WWTP effluent
on this paraneter until 2012. By upgrading the WWTP, toxic loads presumably were reduced which

resulted in comparably similar fecundity indices upstream and downstream of the WWTP.
3.1.4 Hsp70 level

Data for Hsp70 in general were highly variable and, thus, no statlistisignificant differences
between the sampling sites were detected. At most, data showed a trend towards higher Hsp70 levels
in gammarids from S 3 (downstream of the WWTP) compared to those from S 0 (upstream of the
WWTP) and S 5 (Argen river), as asltrends to differences in Hsp70 levels depending on the year of
investigation. These trends were independent of the season and visible prior and subsequent to the
WWTP upgrade. This finding was corroborated by results obtained for feral fish in these[S0].

Also for them, annual variation but no significant spatial effects have been recorded.

3.2 Integrity of the macrozoobenthic community

3.2.1 Number of taxa and sensitive taxa

The number of taxa differed between the sampling sites as weleasden the situation prior and
subsequent to the WWTP upgrade (Figure 5). Rodhe upgrade, a decrease ihe number of taxa
along the course of the river Schussen from S 0 to S 3 was detected in autumn. The number of taxa at

sampling sites downstreamwf the WWTP (S 2 and S 3) was lower than upstream of the WWTP (S 0)
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and downstream of the SOB (S 1). The lowest number of macrozoobenthic taxa was recorded at S 3,
15 km downstream of the WWTP. After the WWTP upgrade, the number of taxaat S0, S masd S 3
lower than prior to the upgrade, same was true for sampling site S 4 at the river Argen. This might be
due to annual effects. However, at site S 2 directly downstream of the WWTP the taxa number

increased after the WWTP upgrade.

T /
|
1311\32‘\33}34| is1‘szl |

S0 ‘ S$3 ‘ S4
Spring Autumn

mmprior to the WWTP upgrade mmafter the WWTP upgrade

70 +

Number of macrozoobenthic taxa

Figure 5 Number of macrozoobenthic taxa in spring and autumn prior to (2012 and 2013, dark colors) and after
2015, and 2016; light colors) the wastewater treatment plant (WWTP) upgrade. Data are shown as arithmetic me
standard deviations. Data for ¢hsampling sites at the Schussen river are shown in red colors: S 0 upstream of the
and upstream of the stormwater overflow basin (SOB) Mariatal, S 1 upstream of the WWTP and downstream of t
S 2 directly downstream of the WWTP, S 3 15 km dawast of the WWTP; data for the sampling site S 4 at the Ar
river are shown in green colors.

Data for the macrozoobenthic community were analyzed in addition with respect to responses of taxa
particularly sensitive to toxic effects according to Faunaatiga Austriaca [51]. These include several
ephemeropteran and plecopteran taxa, but also riffle beetles (Elmidaeklikéssp., Esols sp. and

Riolussp. [51, 52].

The number of sensitive taxa varied largely in terms of space and time at the Schivuesérigure 6).

Prior to the WWTP upgrade, less sensitive taxa were found downstream of the SOB (S 1) and
downstream of the WWTP (S 2) compared to the upper sampling site (S 0). The lowest number of
sensitive taxa was found at sampling site S 2, diradthynstream of the WWTP, the highest at
sampling site upstream of the WWTP (S 0) and at the river Argen (S 5). After the WWTP upgrade, the
number of sensitive taxa at S 0 and S 4 was lower compared to the situation prior to the upgrade. This
might be due ® annual effects. But the number of sensitive taxa at S 2 directly downstream of the

WWTP increased considerably after the upgrade.
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Figure 6 Number of sensitive taxa in spring and autumn prior to (2012 and 2013, dark colors) and after (Al 42l
2016; light colors) the wastewater treatment plant (WWTP) upgrade. Data are shown as arithmetic means and s
deviations. Data for the sampling sites at the Schussen river are shown in red colors: S 0 upstream of the W\
upstream of thestormwater overflow basin (SOB) Mariatal, S 1 upstream of the WWTP and downstream of the S
directly downstream of the WWTP, S 3 15 km downstream of the WWTP; data for the sampling site S 4 at the An
are shown in green colors.

The data gearated by ANOSIM for the whole community and the sensitive taxa datasets corroborated
these results. Regarding the ANOSIM including sampling site S 4 (Argen river) differences between the
river Argen (S 4) and the Schussenriver (S0, S 1, S 2 andiS&ypeict to the entire macrozoobenthic
community became obvious (Figure 7a). The comparison of the community structure prior vs.
subsequent to the upgrade of the WWTP showed significant differences (ANO&lMep= 0.014; R
statistic = 0.11) (Figure 7jurthermore, performing ANOSIM solely for the river Schussen (excluding
sampling site S 4, Figure 7c) the difference between the situations prior to and after the upgrade of
the WWTP became much more significant indicating that the effect of the upgnade more

pronounced than the natural variations observed for the river Argen dataset (S 4).
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Fig 7: NMDS (nemetric multidimensional scaling) for the dataset of the whole macrozoobenthic community.
difference between the river Schussen (S 0, S2lagd S 3) and the river Argen (S 4). 7b): NMDS including S 4 (A
Significant difference between the datasets prior to and after the upgrade of the WWTP. ANG&IMe = 0.014; F
statistic = 0.11. 7c): NMDS for the river Schussen solely (exclBdihgSignificant difference between the datasets pi
to and after the upgrade of the WWTP. ANOSIMajue = 0.001; R statistic = 0.37.

For plecopteran taxa, highly increased abundances at S 2 downstream of the WWTP after the WWTP
upgrade became evige. The number of individuals d?erla abdominalisProtonemurasp., and

Leuctra fuscawas almost doubled in comparison to the situation prior to the WWTP upgrade.
Moreover, the highly sensitiv®erla marginatawas detected for the first time at samplingtes

downstream of the WWTP after the WWTP upgrade. Also the number of riffle beetles (Elmidae) of the
genusElmis EsolusandRiolusncreased notably at sampling sites downstream of the WWTP after the

WWTP upgrade. In additiorachycentrus subnubiludrichoptera), as well aBpeorus assimilis

Heptagenia longicaudaandHeptagenia sulphoreEphemeroptera) were detected more frequently

GKFEY LINA2N G2 GKS dzLJANI RAYy3Id ¢KS 200d2NNByOS 27F V¥
and the increase fomacrozoobenthic taxa, which was detected in every year subsequently to the
upgrade, showed that the upgrade of the WWTP led to considerably positive changes in the integrity

2T GKS YIONRTI 220SYyiKAO O2YYdzyAilied ower,viedzBtiNSy (i | 6
too low for calculating statistical differences. However, based on the observed changes that appeared

within a rather short period of time, we can assume that ongoing alterations regarding the distribution

of sensitive species can be sstically undermined within the next few years.

3.2.2 Saprobic index

Between 2012 and 2016, prior to as well as after the WWTP upgrade, the saprobic index at all sampling
arisSa Ay (GKS {OKdzaaSy NAOSNI g & rQtoM&R[R4D) FFgRe | & ¢ 3
8). The saprobic index at S 4 at the Argen river was lower compared to the river Schussen, hence, the
water quality, in terms of nutrients, at the Argen river was comparatively better than at the river

Schussen.

Prior to the WWTP uprade, the saprobic indices in the Schussen increased along the course of the
river from site S O upstream of the WWTP to sites S 1 downstream of the SOB and, further on, to site
S 2 directly downstream of the WWTP. Subsequently to the WWTP upgrade, pitebisaindex
decreased between S 1 and S 2 and, furthermore, became lower at S 2 after the upgrade compared to

the prior situation.
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Figure 8 Saprobic index in spring and autumn prior to (2012 and 2013, dark colors) and after (2014, 2015 6atigt&0
colors) the wastewater treatment plant (WWTP) upgrade. Data are shown as arithmetic means and standard de
Data for the sampling sites at the Schussen river are shown in red colors: S 0 upstream of the WWTP and upstre
stormwater overflow basin (SOB) Mariatal, S 1 upstream of the WWTP and downstream of the SOB, S 2
downstream of the WWTP, S 3 15 km downstream of the WWTP; data for the sampling site S 4 at the Argen
shown in green colors.

Changes in the saprobiiedex are caused by changes in the abundance of several macrozoobenthic
taxa. As previously discussed, the number of sensitive taxa increased downstream of the WWTP after
the upgrading. In contrast, the abundance of taxa which were classified as saabiartd benefit

from organic matter, like the leecBrpobdella octoculatar the sludge wornTubifexsp., decreased
downstream of the WWTP after the upgrade. This indicates a slight reduction of organic substances

caused by upgrading of the WWTP.

Positivechanges detected for sampling site S 2 did not apply to sampling site S 3 15 km downstream
of the WWTP. Subsequently to the WWTP upgrade, the saprobic index did not substantially differ from
the situation prior to the expansion. The area around sampliteg$i3 is characterized by intensive
cultivation farming of hops and fruits, whereas around S 2 the agricultural use is rather moderate. In
addition, the stream Schwarzach enters the river Schussen between S 2 and S 3. The catchment area
of this tributaryto the Schussen is characterized by large areas dominated by the cultivation of special
crops. The abundance of sensitive species which are included in the calculation of the saprobic index
can be affected by pesticides. Therefore, pesticides may indwegels with respect to the saprobic

index. Sampling site S 3 might be influenced by pesticide runoff and/or manure from agricultural use
which potentially has overwhelmed the positive changes achieved at sampling site S 2 by the WWTP

upgrade.
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4 Conclusion

Our investigations on gammarids showed that the sex ratio of gammarids sampled in the river
Schussen downstream of the WWTP was significantly shifted towards females in spring and summer
before the WWTP had been upgraded. Furthermore, the fecundity irafekreeding females
downstream of the WWTP was lower than at the upstream site. After the installation of the additional
purification step, the situation has considerably changed. Fecundity indices of breeding females have
been found to be comparably similupstream and downstream of the WWTP. Three and four years
after the upgrading, changes concerning the sex ratio in gammarids became obvious: the sex ratio in
the gammarid population residing downstream of the WWTP was no longer shifted in favor aigemal
Concomitant chemical analyses [15, 47] have revealed such substances to be eliminated by the
additional treatment step which could have caused these effects. Our investigations of the
macrozoobenthic community integrity mirrored the changes found in studies with gammarids.

Prior to the upgrading, the total number of macrozoobenthic taxa and the number of sensitive taxa
had been found to be lower downstream of the WWTP than upstream of it. After the installation of
the additional treatment step, a sliinctive increase of the total numer of taxa and the number of
sensitive taxa was apparent at the sampling site downstream of the WWTP. Therefore, the upgrade
with the powdered activated carbon step was shown to be highly efficient in reducing the yaxicit

the WWTP effluent and, thus, to restore invertebrate health and improve the macrozoobenthos
community integrity within a rather short period of time, and, consequently, to sustainably protect

aguatic ecosystems
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