Supplementary Material 1. Settings of the parameters for the assessment of all test compounds in the Danioscope Software (Version 1.1)
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	Compound
	Activity 
onset [%]
	Activity 
offset [%]
	Minimum inter-
peak interval [ms]
	Minimum peak 
duration [ms]

	Acrylamide
	2
	0.5
	100
	0

	Carbaryl
	2
	0.5
	300
	0

	Hexachlorophene
	2
	0.5
	300
	0

	Ibuprofen
	2
	0.5
	100
	0

	Rotenone
	2
	0.5
	300
	0




[bookmark: _Ref52719174]Supplementary Material 2. Percentage of embryos analysed per concentration and time point that were viable for further statistical analysis











Supplementary Material 3. Video example of carbaryl exposed organisms at 35 hpf (4x recording speed). Red rings indicate individuals which were excluded from the 35 hpf analysis due to excessive movement

The video is in the PowerPoint document due to the annotations
Supplementary Material 4. p-Values for the coiling assay replicates noted as significant. At least 2 replicates had to give a level of significance. In the case of multiple replicates providing the same level of significance, the p-value was noted only once.
	[bookmark: _Hlk109397637]
	Mean burst duration
	Mean burst count per minute

	
	Concentration
	Age (h)
	p-Value(s)
	Concentration
	Age (h)
	p-Value(s)

	Acrylamide
	1.3 mM
	45
	≤ 0.05, ≤ 0.01
	1.3 mM
	42
	≤ 0.05

	
	2.1 mM
	45
	≤ 0.01, ≤ 0.001
	
	43
	≤ 0.05, ≤ 0.01

	
	
	
	
	
	44
	≤ 0.05, ≤ 0.01

	
	
	
	
	2.1 mM
	38
	≤ 0.05, ≤ 0.01 

	
	
	
	
	
	39
	≤ 0.05, ≤ 0.01

	
	
	
	
	
	40
	≤ 0.05, ≤ 0.01

	
	
	
	
	
	41
	≤ 0.05

	
	
	
	
	
	45
	≤ 0.01

	Carbaryl
	37.3 µM
	24
	≤ 0.05, ≤ 0.001
	14.9 µM
	24
	≤ 0.01, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	27
	≤ 0.05

	
	
	
	
	29.8 µM
	24
	≤ 0.01, ≤ 0.001

	
	
	
	
	
	26
	≤ 0.01

	
	
	
	
	
	27
	≤ 0.05, ≤ 0.01

	
	
	
	
	
	28
	≤ 0.05

	
	
	
	
	37.3 µM
	23
	≤ 0.01

	
	
	
	
	
	24
	≤ 0.05, ≤ 0.01, ≤ 0.0001

	Ibuprofen
	48.5 µM
	30
	≤ 0.05, ≤ 0.01
	48.5 µM
	36
	≤ 0.01, ≤ 0.001

	
	145.4 µM
	24
	≤ 0.05, ≤ 0.01
	
	37
	≤ 0.05, ≤ 0.01, ≤ 0.0001

	
	
	30
	≤ 0.01
	
	38
	≤ 0.05, ≤ 0.01

	
	
	44
	≤ 0.05, ≤ 0.0001
	
	39
	≤ 0.01

	
	
	47
	≤ 0.01
	
	40
	≤ 0.001, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	42
	≤ 0.001, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	45
	≤ 0.05, ≤ 0.01

	
	
	
	
	
	47
	≤ 0.05, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	145.4 µM
	24
	≤ 0.05, ≤ 0.01, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	25
	≤ 0.05, ≤ 0.001

	
	
	
	
	
	26
	≤ 0.01, ≤ 0.001

	
	
	
	
	
	27
	≤ 0.001

	
	
	
	
	
	28
	≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	29
	≤ 0.01, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	30
	≤ 0.05, ≤ 0.01, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	36
	≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	38
	≤ 0.001, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	39
	≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	40
	≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	41
	≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	42
	≤ 0.001, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	43
	≤ 0.01, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	44
	≤ 0.01, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	45
	≤ 0.001, ≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	46
	≤ 0.0001

	
	
	
	
	
	47
	≤ 0.0001

	Rotenone
	10.1 nM
	21
	≤ 0.05
	1.0 nM
	22
	≤ 0.01, ≤ 0.0001

	
	1.0 nM
	22
	≤ 0.05, ≤ 0.001



	
	
	



Rotenone

0.1% DMSO (control)	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	98.333333333333329	100	90	81.666666666666671	71.666666666666671	68.333333333333329	73.333333333333329	66.666666666666671	58.333333333333336	60	66.666666666666671	65	71.666666666666671	63.333333333333336	66.666666666666671	68.333333333333329	68.333333333333329	68.333333333333329	70	65	70	75	90	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	1.0 nM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	95	98.333333333333329	90	95	85	85	76.666666666666671	75	70	63.333333333333336	71.666666666666671	66.666666666666671	63.333333333333336	71.666666666666671	63.333333333333336	60	71.666666666666671	60	75	73.333333333333329	66.666666666666671	76.666666666666671	81.666666666666671	87.5	10.1 nM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	98.333333333333329	100	96.666666666666671	86.666666666666671	81.666666666666671	80	78.333333333333329	63.333333333333336	60	76.666666666666671	63.333333333333336	51.666666666666664	65	58.333333333333336	48.333333333333336	61.666666666666664	56.666666666666664	66.666666666666671	66.666666666666671	66.666666666666671	70	73.333333333333329	68.333333333333329	82.5	20.3 nM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	98.333333333333329	98.333333333333329	95	88.333333333333329	76.666666666666671	83.333333333333329	86.666666666666671	80	75	75	71.666666666666671	73.333333333333329	71.666666666666671	68.333333333333329	76.666666666666671	80	71.666666666666671	73.333333333333329	78.333333333333329	76.666666666666671	78.333333333333329	88.333333333333329	80	Time [hours post fertilization]


Percentage assessed




Acrylamide

Untreated (control)	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	98.245614035087712	95	98.333333333333329	100	91.578947368421041	98.333333333333329	86.666666666666671	90	91.666666666666671	91.666666666666671	93.333333333333329	91.666666666666671	90	96.578947368421041	94.736842105263165	96.578947368421041	96.578947368421041	94.824561403508767	98.245614035087712	93.070175438596493	98.333333333333329	89.473684210526315	0.1 mM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	98.245614036666666	100	91.228070176842095	89.473684211754389	91.228070176666662	94.736842106666657	87.894736843508767	94.736842106666657	92.982456141754383	94.736842106666657	96.491228069999991	91.228070176666662	100	100	98.333333333333329	96.491228069999991	98.245614036666666	100	100	100	98.245614036666666	98.245614036666666	1.1 mM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	98.333333333333329	98.333333333333329	98.333333333333329	98.333333333333329	96.666666666666671	98.333333333333329	98.333333333333329	90	90	90	93.333333333333329	91.666666666666671	91.666666666666671	88.333333333333329	96.666666666666671	96.666666666666671	85	96.578947369999995	100	98.333333333333329	100	100	100	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	1.3 mM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	100	93.333333333333329	88.333333333333329	90	90	90	86.666666666666671	95	93.333333333333329	91.666666666666671	93.333333333333329	91.666666666666671	95	93.333333333333329	93.333333333333329	96.666666666666671	98.333333333333329	98.333333333333329	96.666666666666671	96.666666666666671	100	2.1 mM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	96.666666666666671	95	93.333333333333329	88.333333333333329	90	98.333333333333329	86.666666666666671	90	96.666666666666671	93.333333333333329	98.333333333333329	95	95	96.666666666666671	96.666666666666671	100	100	100	100	100	100	100	100	100	Time [hours post fertilization]


Percentage assessed




Carbaryl

0.5% DMSO (control)	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	100	100	100	98.245614035087712	100	98.245614035087712	89.736842105263165	100	100	96.578947368421041	94.824561403508767	100	100	100	100	100	100	98.245614035087712	96.666666666666671	100	100	1.5 µM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	98.333333333333329	100	96.491228070175438	98.333333333333329	98.245614035087712	98.245614035087712	100	94.912280701754369	93.245614035087712	91.578947368421041	98.333333333333329	96.666666666666671	96.666666666666671	98.245614035087712	96.666666666666671	100	100	98.333333333333329	98.333333333333329	100	100	14.9 µM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	98.333333333333329	100	100	100	96.666666666666671	95	88.333333333333329	76.666666666666671	75	83.333333333333329	76.666666666666671	65	63.333333333333336	68.333333333333329	66.666666666666671	63.333333333333336	68.333333333333329	70	68.333333333333329	68.333333333333329	70	65	73.333333333333329	71.666666666666671	29.8 µM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	96.666666666666671	96.666666666666671	85	72.666666666666671	66	67.333333333333329	69.333333333333329	62.666666666666664	62.666666666666664	47	52	45.333333333333336	52	50.333333333333336	55.666666666666664	55.333333333333336	58.666666666666664	52	68.666666666666671	65.333333333333329	65.333333333333329	37.3 µM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	93.333333333333329	96.666666666666671	78.333333333333329	75	70	75	70	51.666666666666664	58.333333333333336	66.666666666666671	65	46.666666666666664	53.333333333333336	56.666666666666664	60	61.666666666666664	55	58.333333333333336	75	65	66.666666666666671	Time [hours post fertilization]


Percentage assessed




DMSO

Untreated (control)	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	98.333333333333329	100	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	98.333333333333329	90	91.666666666666671	93.333333333333329	95	96.666666666666671	95	98.333333333333329	98.333333333333329	96.666666666666671	96.666666666666671	96.666666666666671	95	100	100	93.333333333333329	0.01% DMSO	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	98.333333333333329	93.333333333333329	98.333333333333329	98.333333333333329	88.333333333333329	93.333333333333329	90	90	91.666666666666671	91.666666666666671	96.666666666666671	98.333333333333329	91.666666666666671	100	95	98.333333333333329	100	100	96.666666666666671	100	100	100	96.666666666666671	0.1% DMSO	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	100	90	90	98.333333333333329	90	96.666666666666671	93.333333333333329	96.666666666666671	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	100	100	100	100	100	100	100	0.5% DMSO	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	96.666666666666671	98.333333333333329	100	96.666666666666671	89.666666666666671	90	84.666666666666671	93	88	84.666666666666671	88	90	93	98.333333333333329	96.666666666666671	100	95	100	98.333333333333329	98.333333333333329	96.666666666666671	96.666666666666671	98.333333333333329	5% DMSO	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	100	Time [hours post fertilization]


Percentage assessed




Hexachlorophene

0.1% DMSO (control)	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	98.333333333333329	100	96.666666666666671	100	93.333333333333329	95	93.333333333333329	95	83.333333333333329	86.666666666666671	81.666666666666671	91.666666666666671	86.666666666666671	81.666666666666671	91.666666666666671	88.333333333333329	81.666666666666671	93.333333333333329	86.666666666666671	90	86.666666666666671	93.333333333333329	95	93.333333333333329	93.333333333333329	95	1.0 nM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	98.333333333333329	94.912280703333337	98.333333333333329	93.157894736666663	91.403508773333328	69.473684210000002	74.736842106666657	71.228070176666662	74.736842106666657	76.228070176666662	88.07017544	83.157894736666663	83.157894736666663	91.666666666666671	98.333333333333329	86.578947369999995	91.578947369999995	98.333333333333329	89.912280703333337	94.912280703333337	93.333333333333329	96.666666666666671	96.666666666666671	9.8 nM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	98.245614036666666	100	93.07017544	93.07017544	89.824561403333334	94.824561403333334	93.333333333333329	78.245614036666666	71.403508773333328	72.894736843333334	71.666666666666671	78.245614036666666	81.403508773333328	79.912280703333337	81.666666666666671	83.245614036666666	90	93.333333333333329	88.245614036666666	98.333333333333329	93.333333333333329	96.666666666666671	98.333333333333329	19.7 nM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	96.666666666666671	91.666666666666671	96.666666666666671	94.824561403333334	88.245614036666666	84.736842106666657	89.824561403333334	88.245614036666666	86.666666666666671	89.912280703333337	98.333333333333329	96.666666666666671	94.912280703333337	95	98.333333333333329	96.666666666666671	100	100	100	100	98.333333333333329	49.2 nM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	98.333333333333329	100	93.333333333333329	83.333333333333329	78.333333333333329	76.666666666666671	86.666666666666671	80	78.333333333333329	88.333333333333329	80	85	88.333333333333329	93.333333333333329	96.666666666666671	98.333333333333329	96.666666666666671	100	96.666666666666671	100	100	96.666666666666671	98.333333333333329	Time [hours post fertilization]


Percentage assessed




Ibuprofen

0.5% DMSO (control)	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	93.333333333333329	95	98.333333333333329	95	100	96.666666666666671	100	98.333333333333329	100	95	96.666666666666671	96.666666666666671	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	100	100	1.5 µM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	100	96.578947369999995	98.333333333333329	100	91.666666666666671	91.578947369999995	94.912280703333337	93.245614036666666	96.666666666666671	88.245614036666666	89.736842106666657	84.736842106666657	89.736842106666657	93.245614036666666	93.333333333333329	88.245614036666666	91.491228069999991	93.333333333333329	88.157894736666663	91.666666666666671	96.666666666666671	14.5 µM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	92.982456139999996	94.736842106666657	94.736842106666657	94.736842106666657	94.736842106666657	94.736842106666657	100	98.245614036666666	96.491228069999991	100	98.333333333333329	93.333333333333329	96.578947369999995	91.403508773333328	96.578947369999995	96.491228069999991	94.824561403333334	94.912280703333337	91.491228069999991	93.157894736666663	96.578947369999995	94.736842106666657	98.245614036666666	98.245614036666666	98.245614036666666	98.245614036666666	100	48.5 µM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	100	100	95	100	81.666666666666671	88.333333333333329	93.333333333333329	86.666666666666671	88.333333333333329	85	91.666666666666671	83.333333333333329	86.666666666666671	90	95	93.333333333333329	100	100	98.333333333333329	100	100	145.4 µM	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	100	100	100	100	100	100	100	100	98.333333333333329	100	98.333333333333329	94.736842106666657	96.578947369999995	93.245614036666666	93.333333333333329	93.07017544	93.157894736666663	84.736842106666657	86.403508773333328	94.912280703333337	94.912280703333337	94.912280703333337	91.403508773333328	96.666666666666671	95	93.245614036666666	100	Time [hours post fertilization]


Percentage assessed




