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Zusammenfassung

Aquatische Pilze leisten einen wesentlichen Beitrag zur Funk-
tion aquatischer Okosysteme, insbesondere durch den Abbau
von totem organischem Material. Trotz dieses wichtigen
Beitrags werden (aquatische) Pilze bislang nicht in der Umwelt-
risikobewertung von Pflanzenschutzmitteln berticksichtigt. Im
UBA Fachgebiet ,Spurenanalytik, FlieR- und Stillgewasser-
simulation wird daher in Kooperation mit den Stoffvollziigen
der Frage nachgegangen, ob es sich hierbei um eine regula-
torische Lucke handelt. Immer mehr Studien zeigen, dass eine
Gefahrdung der Artenvielfalt besteht und indirekte Effekte auf
das hohere Nahrungsnetz nicht ausgeschlossen werden
kénnen. Im vorliegenden Artikel wird ein Uberblick tiber den
derzeitigen Kenntnisstand und die am UBA durchgefiihrten
Studien zu der Thematik gegeben.

Aquatische Pilze — unscheinbar aber 6kologisch wichtig

Aquatische Pilze verbringen per Definition mindestens einen
Teil ihres Lebenszyklus im Wasser (Tsui et al., 2016), sind in
der Lage ihre Sporen uber die Wassersaule zu verbreiten und
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kommen ubiquitar in allen Gewassern vor (Shearer et al.,
2007). Sie tragen wie auch terrestrische Pilze (Runnel et al.,
2024) wesentlich zur Funktion von Okosystemen bei (Seena et
al., 2023). Neben parasitierenden Pilzen (Erhalt des 06kolo-
gischen Gleichgewichts) ist dabei im aquatischen Milieu vor
allem der Abbau von totem organischem Material (Sapro-
trophie) als wichtige Okosystemfunktion zu nennen. Ein be-
kanntes Beispiel hierfir ist die Gruppe der ,aquatischen
Hyphomyceten®, die vor allem fiir die initiale Zersetzung von
Laub in FlieBgewassern bekannt ist (Ingold, 1942). Diese poly-
phyletische (= mehrstammige) Gruppe ist durch ihre &kolo-
gische Nische definiert (Béarlocher, 2016). Sie besteht zum
Grof3teil aus asexuellen Schlauchpilzen (Ascomycota) ahnlich
den Schimmelpilzen, aber mit besonderen, an die Lebens-
weise im Wasser angepassten Sporenformen (Abb. 1), welche
die Anheftung an Laub auch bei Strémung erleichtern (Dang et
al., 2007).

Abb. 1: Einige Beispiele asexueller Sporen (Konidien) aquatischer Hyphomyceten. MaRstab = 50 um. Quelle: UBA, eigene Auf-

nahmen.
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Als Saprobien befinden sich aquatische Pilze auf einer der
unteren Ebenen des Nahrungsnetzes aquatischer Okosysteme
(Abb. 2), wo sie eine wichtige ,Bottom-up‘ Funktion erfiillen
(Goncalves et al., 2014). Mit ihren Exoenzymen zerlegen sie
komplexe Makromolekile wie Cellulose, Pektin und Lignin, so-
dass diese auch fir héhere Zersetzer wie Bachflohkrebse
nahrungsverfuigbar werden (Gessner et al., 2007). Zudem wird
der Energiegehalt des Laubs zuséatzlich durch die Pilzbiomasse
gesteigert.

Mikrobielle Besiedlung von organischem Material

Die Pilze spielen somit eine entscheidende Rolle im gesamten
Nahrstoffkreislauf, unterstiitzen den Energietransfer zu hohe-
ren Trophieebenen und leisten einen wichtigen Beitrag zur
Selbstreinigungsfunktion der Gewasser. Letzteres kann sogar
den Abbau von Schadstoffen einschlieBen, weshalb auch die
Eignung von Pilzen zur biologischen Schadstoffeliminierung
diskutiert wird (Seena et al., 2023). Trotz sich Uberschnei-
dender Funktionen ist die Diversitat der Pilzgemeinschaft
essentiell, um ihre Okosystemfunktionen zu erhalten (Feckler
und Bundschuh, 2020; Runnel et al., 2024).

) e 9

Energietransfer zu
héheren Trophieebenen

Zerkleinerung z.B. durch
Bachflohkrebse

Abbau von
Makromolekiilen
(u.a. Cellulose, Pektin
und Lignin) durch
Exoenzyme

Abb. 2: Schematische Darstellung der ,Bottom-up‘ Funktion von Mikroorganismen in Gewassern. Die Mikroorganismen besiedeln
in diesem Beispiel ein Laubblatt und beginnen mit der ersten Stufe des Abbaus, sodass die Nahrungsqualitat fir hdhere Zersetzer,
wie den Bachflohkrebs steigt, der wiederum Beutetier von Fischen ist. Das organische Material wird in diesem Prozess immer
kleiner, wahrend die mikrobielle Besiedelung und Zersetzung weiter fortschreiten. Quelle: UBA, eigene Darstellung.

Aquatische Pilze in der Risikobewertung

Die Vielfalt und Funktionsfahigkeit aquatischer Pilzgemein-
schaften konnten durch Umweltchemikalien wie Pflanzen-
schutzmittel geféahrdet werden (Staley et al., 2015), die tber
Spruhabdrift oder Oberflachenabfluss in Gewésser gelangen
(z. B. Hitzfeld et al., 2024). Dennoch wird das gesamte Reich
der Pilze im Gegensatz zu Pflanzen und Tieren weder in der
Umweltrisikobewertung von Pflanzenschutzmitteln der EU
(EFSA, 2013) noch in anderen Stoffvollziigen Europas oder der
Welt beriicksichtigt.

Die EU Risikobewertung durchlauft ein mehrstufiges Bewer-
tungsverfahren. Dabei werden fiir den aquatischen Bereich zu-
nachst Labortests mit Standard-Organismen wie Wasserfloh,
Alge/Wasserpflanze und Fisch durchgefiihrt, um mehrere
Trophiestufen abzudecken. Unter Berlicksichtigung eines Un-
sicherheitsfaktors wird dann ein mdoglichst konservativer RAK-
Wert (regulatorisch akzeptable Konzentration) fir ein Pflanzen-
schutzmittel oder einen anderen Wirkstoff berechnet. Jahrlich
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werden auf einem Hektar Acker in Deutschland etwa sieben
Kilogramm Pflanzenschutzmittel (bzw. 2,4 kg aktive Wirkstoffe)
eingesetzt (UBA, 2023). Rickstande von Pflanzenschutz-
mitteln (darunter auch viele Fungizide) sind in Oberflachen-
gewassern im pg/L Bereich zu finden und es kommt haufig zur
Uberschreitung von RAK-Werten (Hitzfeld et al., 2024). Obwohl
Fungizide die weltweit am zweithaufigsten angewandte
Pflanzenschutzmittelgruppe ist (Piment&o et al., 2024), werden
in der Risikobewertung allerdings keine spezifischen Pilztests
gefordert. Stattdessen wird davon ausgegangen, dass die
Standardtests mit anderen Organismen auch die Toxizitat fir
Pilze abdecken (Maltby et al., 2009; Rico et al., 2019). Es stellt
sich daher die Frage, ob die derzeitige Risikobewertung von
Fungiziden auch fiir aquatische Pilze sicher ist oder ob Pilzend-
punkte im Rahmen der Zulassung Bericksichtigung finden
sollten.

30. Jahrg. 2024/ Nr. 4



Originalbeitrage

Vorlaufforschung am Umweltbundesamt

In der Flie3- und Stillgewéassersimulationsanlage (FSA, Abb. 3)
wird zu diesem blinden Fleck nunmehr bereits seit 10 Jahren
im Rahmen verschiedener Mesokosmenprojekte (z. B. Talk et
al., 2016) sowie der UBA Dissertation (,Unravelling the effects
of fungicides on the composition of the leaf litter associated

aqguatic mycobiome’, S. Carl) geforscht. Seit 2022 1auft zudem
das Eigenforschungsprojekt ,Aqua Fungi at Risk" (Aquatische
Pilze als neue Nichtzielorganismen in der Umweltrisiko-
bewertung von fungiziden Wirkstoffen? REFO Plan FKZ
3722674020).

Abb. 3: Blick auf den AuRenbereich und die Halle der FlieR3- und Stillgewéssersimulationsanlage
(https://www.umweltbundesamt.de/themen/chemikalien/chemikalienforschung-im-uba/fliess-stillgewaesser-simulationsanlage-

fsa) des Umweltbundesamtes in Berlin-Marienfelde. Quelle: UBA, eigene Aufnahme.

Im Rahmen der UBA Dissertation wurde zunéchst untersucht,
wie sich die Zusammensetzung aquatischer Pilzgemein-
schaften beim Transfer vom Feld ins Labor verandert und
inwieweit naturnahe Gemeinschaften unter Laborbedingungen
abgebildet werden kénnen (Carl et al., 2022). Dazu wurden
Blatter der Schwarzerle (Alnus glutinosa) in Laubsécke ein-
genaht, in einem Referenzgewdasser mit aquatischen Pilzen be-
siedelt und in verschiedene Laboransétze transferiert. An-
schlieBend wurde eine Gemeinschaftsanalyse mittels Hoch-
durchsatzsequenzierung durchgefiihrt (,Next Generation
Sequencing’, NGS), um die Zusammensetzung der Gemein-
schaften aus den Laboransétzen mit der des Referenzge-
wassers zu vergleichen. Dabei wurde die DNA aus Blattproben
extrahiert und ein bestimmter Genabschnitt mittels einer Poly-
merasekettenreaktion (PCR) vervielfaltigt. Es folgte die
Sequenzierung und die Zuweisung der Gensequenzen zu be-
stimmten Pilzarten durch den Abgleich mit Datenbanken. Die
Analyse zeigte nur geringe Unterschiede in der Zusam-
mensetzung der Gemeinschaften, die im Anschluss an die
Besiedelung im Referenzgewasser tber mehrere Wochen in
zwei verschiedenen Aquariumsansétzen mit Bachwasser oder
einem Standardmedium gehéltert wurden. Eine Neubesie-
delung von sterilisierten Blattern mit zerkleinertem Blatt-
material, das zuvor in dem Referenzgewasser besiedelt wurde,
wies jedoch verglichen mit den Feldbedingungen auf eine
Verarmung der Pilzgemeinschaft hin.

In einer zweiten Studie (Carl et al., 2023, Publikation derzeit im
peer-review Prozess) wurden dann die potentiellen Effekte
eines Beispielfungizids (Penconazol) auf die Zusammen-
setzung der Pilzgemeinschaft in verschiedenen Mikrokosmen-
Anséatzen untersucht. Bei der Neubesiedelung von sterilisier-
tem Blattmaterial wurde hier mittels NGS ein starker Effekt auf
den Besiedelungserfolg und die Vielfalt der Pilzgemeinschaft in
FlieRgewassermikrokosmen festgestellt, auch wenn die
Gemeinschaft trotz der Nutzung komplexerer Systeme erneut
eine geringere Komplexitat im Vergleich zum Referenzbach
aufwies. Zudem wurden bei vorbesiedelten Blattern, die mit
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dem Fungizid behandelt wurden, geringere Ergosterol-Gehalte
beobachtet.

Ergosterol kommt vor allem in der Zellmembran hoéherer Pilze
vor (Abb. 4) und eignet sich daher gut als Summenparameter
fur Pilzbiomasse. Die Hauptfunktion des Molekils besteht in
der Stabilisierung der Zellmembran. Triazol-Fungizide wie Pen-
conazol hemmen die Ergosterol-Synthese, sodass dieser
Parameter auch als 6kotoxikologischer Endpunkt herange-
zogen werden kann (Ittner et al., 2018).

§ Phospholipid
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Plasmamembran
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Pilzzellmembran ohne
und mit Stérung der Sterol-Synthese. Quelle: UBA, eigene
Darstellung.

Die analytische Methode zur Bestimmung von Ergosterol wur-
de im Spurenanalytik-Labor an die instrumentelle Ausstattung
angepasst und bestehende Methoden (Mille-Lindblom und
Tranvik, 2003; Verma et al., 2002; Gessner, 2020) in einem
neuen Messprotokoll vereinfacht und optimiert (Veroffent-
lichung der Methode in Vorbereitung). Dazu werden Blattschei-
ben zunachst gefriergetrocknet, unter Verwendung von
Trockeneis homogenisiert und in methanolischem Kalium-
hydroxid aufgeschlossen. Es folgt eine flussig-fliissig Extrak-
tion mit Cyclohexan sowie der Nachweis tiber LC-MS/MS.
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Im Folgeprojekt ,Aqua Fungi at Risk“ werden derzeit klassische
Nicht-Zielorganismen wie Plankton, Makrophyten und Makro-
zoobenthos mit etablierten und neuen ékotoxikologischen End-
punkten fir aquatische Pilze verglichen. Dazu wurde Uber 365
Tage eine Mesokosmenstudie mit durchstromten Teichen
durchgefiihrt. Neben den Pilz-Endpunkten Biomasse (Ergo-
sterol) und der Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft (NGS)
wird hier auch die in Studien weit verbreitete Sporulations-
analyse als weiterer okotoxikologischer Endpunkt fur die
Gemeinschaftsstruktur herangezogen (lttner et al., 2018).
Dabei werden die auf den Blattern siedelnden Pilze zur Bildung
von Sporen angeregt, die dann im Anschluss mikroskopisch
bestimmt und gezahlt werden. Als Wirkstoff fur die Studie
wurde Tebuconazol (TBZ) aufgrund seiner hohen Herstel-
lungstonnage und der vergleichsweise guten Studienlage als
Beispielfungizid ausgewahlt. TBZ ist ebenfalls ein Triazol-Fun-
gizid, welches in aquatischen Okosystemen persistent, sowie
toxisch fur viele aquatische Organismen ist (ECHA, 2013).

Uber die Mesokosmenstudie hinaus wurden zudem Reinkultur-
versuche mit neun aquatischen Pilzarten durchgefiihrt, in
denen die Wirkung verschiedener TBZ Konzentrationen auf
das Wachstum der Pilze in einem einfachen Hemmtest mit
einem flissigen Standardmedium fur Pilze untersucht wurde.
Bei den ausgewahlten Pilzen handelt es sich um aquatische
Hyphomyceten, die in laufenden Versuchen isoliert und am
Leibniz Institut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) als wichtige Vertreter der aquatischen
Pilzgemeinschaft identifiziert und hinterlegt wurden. Als 6ko-
toxikologischer Endpunkt wurde zunéchst das Trockengewicht
der Pilze nach einer Expositionszeit von 10-20 Tagen heran-
gezogen. Hierbei konnten die zuvor gefundenen unterschied-
lichen Sensitivitaten der verschiedenen Arten gegenuber Fun-
gizid-Stress bestétigt werden. Gleichzeitig deutet sich durch
unterschiedliche TBZ Rickstande im Medium am Ende der
Versuche an, dass verschiedene Pilzarten unterschiedlich auf
die Fungizid-Exposition reagieren. Um Hinweise auf mdgliche
Ursachen dieser Unterschiede zu erhalten, werden daher
derzeit Ergosterol als weiterer dkotoxikologischer Parameter
der Reinkulturversuche untersucht sowie Gehalte einiger TBZ
Metabolite im Medium bestimmt. Die Veroffentlichungen dieser
sowie weiterer Ergebnisse aus dem Mesokosmenversuch be-
finden sich in Vorbereitung.

Fazit und Ausblick

Die Tatsache, dass ein ganzes Reich innerhalb der Systematik
der Lebewesen in der Risikobewertung von Umweltchemi-
kalien unbertcksichtigt bleibt, ist mindestens im Bezug auf das
Schutzgut Biodiversitat zu Uberdenken. Auch auRerhalb des
UBA legt eine wachsende Anzahl an Studien diesbeziiglich ein
Umdenken im Chemikalienmanagement nahe (lttner et al.,
2018; Gongalves et al., 2024, u. a.). Klassische Methoden der
Okotoxikologie lassen sich gut durch moderne molekulare
Verfahren wie die -omics Methoden ergénzen, um potentielle
Risiken abzuklaren. Allerdings besteht bei der Suche nach
moglichen Standardtestverfahren trotz vereinzelter vielver-
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sprechender Ansatze (z. B. Nagai, 2020) weiterhin For-
schungsbedarf. So bleibt die Frage nach der Ursache fur die
unterschiedliche Stressresistenz bestimmter Pilzarten nach
wie vor offen, wodurch die Definition von Indikatororganismen
und Standardbedingungen erschwert wird. Insgesamt sollten
Pilze aber weder in der aguatischen noch in der terrestrischen
Okotoxikologie vernachlassigt werden, da nur so ein mecha-
nistisches Verstandnis biologischer Funktionen erreicht
werden und das Risiko fiir die Vielfalt und Funktion dieser tiber-
aus wichtigen Saprobien minimiert werden kann.
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