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Forord

Denne rapport er resultatet af laboratorie-, mesokosmos og feltundersogelser,
som 1 perioden oktober 2009 — maj 2011 er blevet gennemfort af medarbejde-
re ved Institut for Bioscience (tidligere Danmarks Miljeundersegelser, Afd.
for Ferskvandsekologi), Aarhus Universitet. Projektet er blevet finansieret via
midler fra Miljostyrelsens Program for Bekeempelsesmiddelforskning (MS'T j.
nr. 667-00059).

Projektledelsen er gennem hele projektet blev varetaget af Peter Wiberg-
Larsen. Sent i projektforlebet (1. august 2011) fratradte Ulrik Nerum sin stil-
ling ved Institut for Bioscience, men har efterfolgende bidraget til feerdiggerel-
se af rapporten. Derudover er Nikolai Friberg indtradt i projektets sidste fase
med henblik pa at styrke det afsluttende arbejde med rapporten.

Projektet har haft deltagelse af en lang raekke personer. Det videnskabelige
personale har omfattet:

Peter Wiberg-Larsen, Ulrik Nerum, Nikolai Friberg og Frank LLandkildehus.

Derudover har folgende medarbejdere ved Bioscience, AU, og Syddansk Uni-
versitet ydet teknisk bistand ved projektets gennemforelse:

Bente Frost Holbech (SDU): kvantificering af lambda-cyhalothrin i vandpre-
ver

Johnny Nielsen (Bioscience): feltforseg, laboratorieforseg, bearbejdelse af
makroinvertebratprever m.v.

Tommy Silberg (Bioscience): feltarbejde, bearbejdning af makroinvertebrat-
prover

Lissa Skov Hansen (Bioscience): bearbejdning af makroinvertebratprover
Kirsten Landkildehuus Thomsen (Bioscience): bearbejdning af makroinverte-
bratprover

Dorthe Nedergaard (Bioscience): feltforseg, klorofyl-a analyser

Erling Pedersen (Bioscience): opbygning/opsatning af stremrender og anden
teknisk bistand.

Naturstyrelsen :Fyn (v/Hans Brendstrup) har velvilligt stillet data for vandfe-
ring fra Stavis A til vores radighed.

Projektet er under sit forleb blevet understettet af en felgegruppe med folgen-
de sammensatning: Jorn Kirkegaard (Miljgstyrelsen, fmd.), Anne Louise
Gimsing (MST), Claus Hansen (MS'T, udtradt 2011), Rasmus Segaard
(MST), Hans Jorgen Albrechtsen (Danmarks Tekniske Universitet, udtradt
ultimo 2011), Poul Legstrup Bjerg (Danmarks Tekniske Universitet), Walter
Briisch (GEUS), Dean Jacobsen (Kebenhavns Universitet), Peter R. Jorgen-
sen (PJ-Bluetech), Niels Lindemark (Dansk Planteveern), Hans Roust Thysen
(Videncenter for Landbrug) og Jergen Jakobsen (tidl. forskningschef DJF,
udtradt ultimo 2011). Walter Briisch, Dean Jacobsen, Jorgen Jakobsen, Bjarne
Strobel og Rasmus Segaard har kommenteret udkast til rapporten og derved
bidraget til forbedringer af denne.






Sammenfatning

BAGGRUND OG FORMAL

Projektets formadl var at undersege betydningen af gentagne pulse med py-
rethroider, som er de mest anvendte insekticider i Danmark, pa makroinverte-
bratfaunaen (dvs. smadyr) i vandleb. Den overordnede hypotese var, at en
forgget hyppighed af pulse med overvejende sublethale (ikke-dedelige) kon-
centrationer af pyrethroid medferer en reduktion i biodiversitet, stofomsaet-
ning, overlevelse og reproduktion hos disse. Hensigten var derved at perspek-
tivere, hvilken betydning andringer i behandlingshyppighed med fx pyrethro-
ider kan taenkes at have pa vandlebsgkosystemers biologiske struktur og funk-
tion, idet man kan forestille sig en sammenhang mellem behandlingshyppig-
heden og antallet af pulse, som et givet vandleb udseettes for.

Der blev fokuseret pa netop makroinvertebrater, fordi disse indtager en cen-
tral rolle 1 vandlebs stofomsaetning (nedbrydning af udefra kommende dedt
organisk stof og greesning pa fx alger), er gode indikatorer for miljekvalitet
(konkret afspejlet via Dansk vandlebs Fauna Indeks), og i serlig grad er pa-
virkelige af pyrethroider, der er designet til at sla skadevoldende insekter ihjel.

DE UDF@RTE UNDERS@GELSER

Projektet omfattede tre typer af studier, som samlet kunne anvendes til at teste
den opstillede hypotese. Der blev herved anvendt forsegsopstillinger af for-
skellig storrelse (skala) og kompleksitet.

To af studierne omfattede eksponering af hele samfund af makroinvertebrater
med 0, 1, 2 eller 4 pulse af pyrethroidet lambda-cyhalothrin i en miljerealistisk
koncentration pa 0,1 ugl.". Pulsene varede hver iser 90 minutter og blev ved
gentagelse udfert med 2 dages mellemrum. Det korte tidsinterval mellem pul-
sene blev valgt for at skabe en form for ”worst case scenarie”. Det ene studie
blev udfert i et naturligt ureguleret og uforurenet vandleb, Stavis A, hvor 4
(ikke replikerede) 25 m lange forsggsrender blev eksponeret for hver sin be-
handling. I det andet studie udfertes lignende forseg i 6 m lange og 0,3 m
brede stromrender, forsynet med naturligt foreckommende bundmateriale, og
forsynet passende gennemstremning af vand indpumpet fra den nerliggende
Lemming A, og efterfolgende ”podet” med makroinvertebrater fra dette
vandleb. Der blev anvendt i alt 12 render, sdledes at der var triplikater af hver
behandling. Under og umiddelbart efter eksponeringerne i sével forsggsren-
derne i Stavis A som stremrenderne i Lemming blev der malt, hvilke af
makroinvertebraterne og hvor mange af disse, som med stremmen transporte-
redes ud af forsggsrenderne. Denne sakaldte ”drift” var — sammen med dede-
lighed - en vigtig arsag til efterfolgende @ndringer i sammensatningen af
makroinvertebratsamfundene. Driften ud af renderne blev mellem og efter
eksponeringerne i et vist omfang kompenseret via drift af individer ind 1 ren-
derne fra den opstrems beliggende straekning (Stavis A) eller via det indpum-
pede vand (stremrenderne). Denne drift blev ogsa segt kvantificeret. Andrin-
gerne i artssammensatningen i renderne blev undersegt med sammenligning
af kvantitative bundprever indsamlet umiddelbart for forste eksponering og 30
dage herefter. For enkelte insektarter blev specifikt undersggt graden af suc-
cesfuld forvandling fra nymfe-/larvestadium til voksent individ. Derudover
blev omsatningen (nedbrydningen) af udlagte elleblade undersogt ved bereg-



ning af veegttab over samme periode, ligesom sammens&tning og maengde af
de primeare nedbrydere i form af makroinvertebrater ligeledes blev malt hhv.
umiddelbart for og 30 dage efter forste eksponering. Endelig blev biomassen
af bundlevende alger undersogt umiddelbart for og 30 dage efter forste ek-
sponering med henblik pa at belyse, om eksponeringerne havde indflydelse pa
makroinvertebraternes graesning pa algerne. Savel omsatning af blade som
graesning pa bundlevende alger er vigtige ekologiske processer i vandleb, iser i
de mindste af disse.

Det tredje studie blev alene udfert med en enkelt art, ferskvandstangloppen
Gammarus pulex, som ikke blot er en af de mest udbredte og talrigt forekom-
mende arter i danske vandlgb, men som ogsa regnes som en af de mest fol-
somme over for pyrethroider. Forsggene blev alene udfert i beluftede behol-
dere under laboratorieforhold, og omfattede undersogelse af dedelighed, triv-
sel og reproduktion i form af pardannelse og ungeproduktion. I en reekke ind-
ledende forseg blev over 38 dage undersggt dedelighed og dyrenes omsatning
af elleblade efter eksponering med 0, 1, 2 eller 4 pulse ved flere koncentratio-
ner, forskellig pulsleengde og forskellig varighed af perioden mellem de enkelte
pulse (ikke som ved forsggene i Stavis og stremrenderne ved blot én koncen-
tration, én pulsleengde og én periodeleengde mellem pulsene). Der blev herved
anvendt sdkaldte &kvivalenteksponeringer, hvor den samme maengde py-
rethroid blev tilfert med varierende koncentration, varierende pulsvarighed og
varierende antal pulse (hvor fx 2 pulse med 0,2 pgL.” i 90 minutter svarede til
4 pulse med 0,05 pgL" i 180 minutter). I forsegene med reproduktion blev
ligeledes anvendt ekvalenteksponeringer, men i feerre kombinationer, og nogle
af forsegene forleb op til 44 dage.

RESULTATER OG HOVEDKONKLUSIONER

Forsggene blev generelt gennemfort med succes, specielt taget i betragtning at
forseg med hele samfund af organismer er vaesentlig vanskeligere at kontrolle-
re end ”simplere” laboratorieforseg med en enkelt art. Specielt var forsegene i
de kunstige vandleb vellykkede. I fuldskalaforseget i Stavis A blev vandlebet
og forsegsrenderne udsat for en helt useedvanlig afstremningshendelse midt-
vejs 1 perioden efter eksponeringen. Alligevel var det muligt ogsa her at pavise
markante effekter af de forudgaende eksponeringer med pyrethroid. Modsat
optradte der i enkelte af laboratorieforsggene en uventet hoj dedelighed hos
forsegsdyrene i1 kontrolforsegene (hvor der ikke blev eksponeret med py-
rethroid), hvilket vanskeliggjorde pavisning af statistisk signifikante effekter.

Ved forsggene i det naturlige vandleb og de kunstige vandleb medferte enkel-
te sivel som gentagne pulse med en miljorealistisk koncentration (0,1 ugl.") af
oplest pyrethroid markante effekter i de eksponerede samfund af makroinver-
tebrater i form af gget drift (dvs. transport med stremmen) hos flertallet af
arter. Desuden medferte de enkeltstdende pulse sendringer i samfundene
(primeert i den samlede artssammensatning) i de kunstige vandleb inden for
den undersogte 1 maned lange periode.

Ligeledes udviste Gammarus pulex 1 laboratorieforsegene foroget dedelighed
og forstyrret reproduktion, herunder reduktion i antal af producerede unger
efter (op til 172 maned) efter at forsggsdyrene blev eksponeret med enkeltsta-
ende og gentagne pulse i koncentrationer pa 0,05-0,2 pgL.”.

Effekterne pa samfundene af makroinvertebrater i det naturlige og de kunstige
vandleb — inden for den undersegte periode pa 1 maned - blev markant for-
steerket af gentagne (2 eller 4 pulse) sammenlignet med enkeltstdende pulse.



Effekterne omfattede mere end halvdelen af en raekke undersogte parametre
(endpoints”). Der var tale om sndret artssammensatning pa selve vand-
lebsbunden, &ndret artssammensatning i udlagte bladpakker (i de kunstige
render), reduktion i antallet af visse arter pa bund og i bladpakker (primeert i
de kunstige render), reduceret forvandling fra nymfer/larver til voksne insekter
hos to undersggte arter, samt reduceret omsatning af udlagte bladpakker (i de
kunstige render).

Derimod lykkedes det hverken i Stavis A eller de kunstige vandleb at pavise
effekter i form af nedsat greesning af bundlevende alger hos makroinvertebra-
terne. Dette er dog ikke ensbetydende med, at der ikke kan forekomme en
sddan effekt, men snarere at forsggsomstendighederne ikke var optimale til
belysning af denne.

Adndringerne i artssammensatning og stofomsatning skyldtes primeert tabet
af individer som folge af drift under og umiddelbart efter eksponeringerne -

samt manglende kompensering via efterfelgende rekolonisering. Derudover

formodes dedelighed at have spillet en vis rolle.

Selvom gentagne pulse med kort interval imellem saledes havde storre negativ
effekt end bare én puls, sandsynliggjorde laboratorieforsegene med Gammarus
pulex, at én puls med relativt hgj koncentration over kort tid har sterre negativ
effekt i form af dedelighed, end hvis den samme sakaldte ”akvivalentekspone-
ring” fordeltes over flere pulse, lavere koncentrationer og leengere pulsvarig-
hed. Desuden blev forsegsdyrene tilsyneladende ramt hardest, nar der kun var
kort tid mellem de enkelte pulse, siledes at dyrene ikke kunne na at restituere

sig.

Samlet set understotter resultaterne den opstillede hypotese om, at ’en forgget
hyppighed af pulse med overvejende sublethale (ikke-dedelige) pyrethroid-
koncentrationer medferer en gget reduktion i biodiversitet, stofomsztning,
overlevelse og reproduktion hos makroinvertebrater i danske vandleb”.

RESULTATERNE | ET STORRE PERSPEKTIV

Generelt er det vanskeligt fuldstaendig realistisk at efterligne de forhold, som
organismerne er udsat for i vandleb, som matte blive pavirket af pyrethroider
én eller flere gange i lobet af en givet periode. Det er imidlertid meget teenke-
ligt, at de fundne effekter formodentlig vil veere storre i ”virkeligheden”, fordi
der her vil vaere tale om pavirkning af sterre omrader, som det vil tage l&engere
tid at rekolonisere med individer hhv. opstrems som nedstrems fra. Effekter
vil derfor kunne forventes at blive mere tydelige og ses l&engere end den ma-
ned, som var tidshorisonten ved vores forsgg. Pa den anden side blev forsoge-
ne udfert i naturlige/kunstige vandleb, som ikke (eller kun i minimal grad) var
pavirkede af andre menneskeskabte pavirkninger (stressorer). Ingen af miljo-
erne var saledes pavirket af spildevand og havde gode og varierede fysiske
forhold. Det betyder, at de fundne effekter ma formodes at have veret mere
tydelige, end hvis der ogsa havde veret tale om vandlebsmiljger med darlige
iltforhold og /eller ensartede fysiske forhold (med fx sandbund og slamaflej-
ringer). I et allerede stresset vandlgbsmiljg ville biodiversiteten og forekomsten
af seerligt pesticidfelsomme arter formodentlig veere mindre end i et “upavir-
ket” miljo, hvilket ville have vanskeliggjort pavisningen og tolkningen af pesti-
cideffekterne. Dette er vigtigt at holde sig for gje, fordi en meget betydelig del
af danske vandleb netop er pavirket af miljefaktorer som organisk spildevand
og darlige fysiske forhold.
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Summary and conclusions

BACKGROUND AND AIM

The purpose of the project was to study the effects of repeated pulse exposure
with pyrethroids on stream macroinvertebrate communities, the pyrethroids
being the mostly used insecticides in Denmark. The overall hypothesis was
that increased frequency of pulses at sublethal concentrations would reduce
biodiversity, survival, food procession, and reproduction. The study was
meant to put the importance of the frequency of pesticide treatments of
cropped fields, an indicator of pesticide impact used in Danish environmental
administration, into a stream protection perspective.

The study focussed on macroinvertebrates as these play an essential role in

the biological structure of streams, are excellent indicators of environmental
quality, and are especially sensitive to pyrethroids which are designed to kill
pest insects.

The project included three studies designed to test the hypothesis, with each
study representing a different scale and complexity.

THE sTUDY

In two of the studies, we exposed macroinvertebrate communities to 0, 1, 2
and 4 pulses of the pyrethroid lambda-cyhalothrin at an environmentally real-
istic concentration of 0.1 pug L. The duration of the pulses was 90 minutes
and the time between pulses 2 days. One study was carried out in a natural
stream, Stavis Aa, exposing four 25 m long and 0.6 m wide parallel un-
replicated reaches to each of the treatments. Another study using the same
exposure set-up was carried out in twelve artificial six meter long and 0.3 m
wide stream channels, each supplied by natural bottom substrate and in-
pumped water (1.9-3.9 L s™) from the nearby stream, Lemming Aa. The
channels, triplicated for each of the four treatments, were stocked with ma-
croinvertebrate communities sampled by standard kick sampling in LLemming
Aa. During and immediately after the exposures of the experimental channels
in Stavis Aa and Lemming, the drift of macroinvertebrates out of the channels
was measured. This loss, however, was compensated by natural drift from
upstream (for the artificial channels the drift was due to the water pumped
in), and this in-drift was also estimated. In both studies, changes in macroin-
vertebrate density were studied by comparing Surber-samples from the day
before and 29 days after the first exposure. For two insect species, we also
estimated emergence success. In addition, macroinvertebrate density and
breakdown (weight loss) of alder leaves (placed in net bags) and biomass (as
chlorophyll a) of epilithic algae were studied over the 30 day period. Both
decomposition of allochthonous leaf material and algal grazing are important
processes in small Danish streams.

The third study was carried out under laboratory conditions using the amphi-
pod Gammarus pulex as the only test organism, this being the most widespread
and abundant macroinvertebrate in Danish streams as well as being known to
be highly sensitive to pyrethroids. The experiments were performed in aerated
tanks and included endpoints like mortality, procession of leaf material, and
mating behaviour and production of juveniles. In preliminary experiments

11
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lasting 38 days, mortality and decomposition of alder leaves were studied
among adults exposed to 0, 1, 2 and 4 pulses at different concentrations, pulse
length, duration of the pulses, and time between pulses. We used so-called
equivalent exposures, where the same dose of lambda-cyhalothrin was given
varying number of pulses, concentration, and duration of the pulses (e.g. 2
pulses with 0.2 w L' for 90 min equalled 4 pulses with 0.05 w L' for 180 min).
We also used equivalent exposure in experiments with reproduction, but in
fewer combinations and in some cases for periods up to 44 days.

RESULTS AND MAIN CONCLUSIONS

The experiments were generally carried out with great success in Stavis Aa
and the artificial streams, considering that studies of such complex communi-
ties are more difficult to control than simple single-species laboratory studies.
Thus, despite an unexpected flood in Stavis Aa that occurred midway during
the experiment and that had the potential to mask any effects of pyrethroid
exposure, it was possible to show such effects. On the contrary, we experi-
enced an unexpectedly high mortality among un-exposed G. pulex in some of
the the laboratory experiments, making it difficult to detect statistically signifi-
cant effects of pyrethroid exposures.

In both Stavis Aa and Lemming all pyrethroid exposures induced markedly
increased drift out of the experimental channels for most macroinvertebrate
species. Furthermore, single pulses induced changes in species composition in
the artificial streams detectable after 30 days. Likewise in G. pulex, exposure
with single pulses of 0.05-0.2 ugl." increased mortality and disrupted pair-
formation among adults, and reduced the number of produced juveniles.

The effects on the macroinvertebrate communities were markedly increased
by repeated pulses. The effects included more than half of the studied end-
points, including altered general species composition on the stream bottom as
well as in the leaf packs (artificial channels only), reduction in the density of
some species on stream bottom and in leaf packs, reduced emergence in two
specific insect species, and reduced breakdown of leaf packs (in artificial
channels). However, it was not possible to detect any effects on epilithic algal
biomass, e.g. reduced macroinvertebrate grazing. This was primarily caused
by the experimental conditions that influenced the algal growth (flood, natural
changes in light regime, delayed colonisation of algae prior to exposures) and
does not mean that effects of pyrethroid exposure on grazing may not occur
in real life.

The changes in species composition and reduction in leaf litter breakdown
may primarily depend on loss of individuals due to drift under and immedi-
ately after the exposures and to insufficient recolonization. In addition, mor-
tality may no doubt have played a secondary role.

Despite the fact that repeated pulses with the same pyrethroid concentration
had more severe effects on the macroinvertebrate communities studied than
single pulses, the laboratory experiments with G. pulex revealed that one pulse
with relatively high pyrethroid concentration over a short time had a larger
negative effect than if the same equivalent dose was distributed over more
pulses, lower concentrations, and over longer duration of exposure. Further-
more, the experimental animals apparently were affected the most if the time
between exposures was so short that they were unable to recover.



In summary, the hypothesis that “an increased frequency of pulse exposure
with sublethal concentrations of pyrethroids leads to increased reduction in
biodiversity, survival, processing of organic matter, and reproduction among
stream macroinvertebrates in Danish streams” could not be rejected.

PERSPECTIVES

However by using experiments as in the present study, it is difficult realistical-
ly to copy the conditions that macroinvertebrates generally face in streams
affected by single or repeated pulses within a given period. Thus, it is likely
that the effects recognised in the present study may be more severe in real life
where larger areas than in our experimental channels are affected, and that it
therefore may take longer to recolonize from upstream and downstream unaf-
fected reaches. Such effects are therefore expected to be more clear and visi-
ble for a longer period than just one month. On the other hand, we studied
species-rich communities apparently unaffected by other commonly occurring
anthropogenic stressors like wastewater and physical impoverishment. This
means that the effects found may have been more distinct than would have
been the case in the majority of Danish steams. Here, the macroinvertebrate
communities are much reduced and dominated by generally stress tolerant
species, making it more difficult to detect and interpret possible effects of py-
rethroids.
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1 Indledning

1.1 BAGGRUND OG NUVARENDE VIDENSGRUNDLAG

Pesticider anvendes i betydeligt omfang til at forhindre og begraense tab pa
afgreder i landbrug og skovbrug. Der anvendes siledes herbicider mod uen-
sket plantevaekst (ukrudt), der konkurrerer med afgrederne, fungicider mod
svampesygdomme, og insekticider mod en raekke skadevoldende insekter. De
navnte stoffer gennemgar en godkendelse, for de bliver tilladt til brug, og der
er fastsat specifikke regler for deres anvendelse.

Trods dette forer brugen af pesticider pa dyrkede arealer til, at en del af disse
stoffer utilsigtet havner i ferskvandsekosystemer som vandleb og sger (fx Ma-
thiessen et al. 1995; Felding et al. 1997; Schulz & Liess 1999a, b). Der er i
Danmark pavist mindst 44 forskellige pesticider i vandleb (Begestrand et al.,
2003). Nogle vandleb — iser i det gstlige Danmark - er i seerlig grad belastet
(Bogestrand et al., 2007). De hgjeste koncentrationer findes typisk i forbindel-
se med storre nedbershaendelser og forekommer som pulse (Styczen et al.,
2003). Stofpulsene kan dog ogsa skyldes afstromning fra vaskepladser eller
vinddrift under sprgjtning. Effekterne af disse pesticider pa organismerne i
vandomraderne er trods en betydelig maengde ny viden stadig langt fra klar-
lagt.

Da de anvendte pesticider ikke kun rammer skadevoldende organismer, men
ogsa den evrige flora og fauna, fx i vandleb og seer, har det veeret Regerin-
gens mal at mindske dette problem ved at nedsette pesticid-forbruget, bl.a.
ved at reducere behandlingshyppigheden fra 2,04 i 2002 til 1,7 i 2009. Dertil
kommer ny initiativer i forbindelse med ”Gren Vekst” aftalen mellem Rege-
ringen og Dansk Folkeparti fra sommeren 2009. Den seneste opgerelse viser
imidlertid, at behandlingshyppigheden for samtlige kategorier af pesticider har
veeret 2,51-3,19 1 perioden 2006-2010 (Miljostyrelsen 2010, 2011). For insek-
ticiderne alene har behandlingshyppigheden veret 0,30-0,63 i samme periode.

Der er stort set ingen viden om, i hvilken grad behandlings-hyppigheden vil
pavirke ferskvandsorganismerne. Der findes ganske vist forseg fra naturlige
nordamerikanske vandlgb med gentagne sprojtninger med insekticider (Wal-
lace et al. 1991; Whiles & Wallace 1992), men de anvendte koncentrationer
har vaeret urealistisk hgje, idet formalet har vaeret at eliminere smadyrsfaunaen
fuldsteendig for derefter at folge rekoloniseringen i detaljer. Der er tilsynela-
dende ikke foretaget undersogelser af effekten af gentagne behandlinger med
subletale koncentrationer pa smadyrene, endsige gjort forseg pa at klarleegge
sammenhangen mellem behandlingshyppighed pa dyrkede marker og effekter
pa smadyr (eller andre organismer) i vandlgb. Fuldskalaundersogelser af ef-
fekten af varierende behandlingshyppighed er stort set umulige at udfere i
praksis. En mulighed kunne vere at analysere sendringer i fx artssammensaet-
ning af smadyr pa vandlebsstationer inden for et givet omrade gennem en
arrekke, hvor behandlingshyppigheden (dokumenteret via fx oplysninger fra
landmendene inden for omradet) har varieret. Det forudsetter forst og
fremmest, at der foreligger en egentlig (og lang) tidsserie fra sddanne statio-
ner, at forskelle i behandlingshyppighed kan dokumenteres, og at variationen i
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sidstnaevnte er tilpas stor. Derngest ma smadyrsfaunaen ikke vaere pavirket af
andre forhold, som varierer fra ar til ar. For danske vandleb findes stort set
ingen data, som opfylder disse krav. En alternativ fremgangsmade er - under
kontrollerede forhold - at udsatte udvalgte, naturlige vandlgbsstrekninger,
kunstige vandleb eller testsystemer i laboratoriet for et varierende antal kortva-
rige pulse (om muligt med forskellige koncentrationer). Antallet af pulse kan
herved betragtes som en “erstatningsparameter” for behandlingshyppighed,
fordi chancen for forekomst af pulse i vandleb ma formodes at gges med sti-
gende behandlingshyppighed.

For de fleste pesticider geelder, at de hgjeste koncentrationer, som er fundet i
danske ferske vandomrader, ikke kan forventes at vaere akut dedbringende for
organismerne. Det gaelder siledes generelt for herbicider og visse fungicider.
Til gengeeld har ny dansk forskning vist, at den mikrobielle nedbrydning af
lovfzeldede blade blev klart reduceret i vandleb, der var pavirket af iser svam-
pemidler, og at effekterne blev yderligere forsterkede, hvis de fysiske forhold
var forarmede, som det er tilfeeldet 1 kanaliserede og hardt vedligeholdte vand-
lob (Rasmussen et al. 2012a). Dette giver umiddelbart god mening, fordi den
primere gruppe af mikrobielle nedbrydere er mikrosvampe, og fordi disse
optager ilt og naringsstoffer fra vandfasen, og derfor begunstiges, nar iltfor-
holdene er optimale. Optimale iltforhold forekommer i naturligt slyngede
vandleb med stedvis hurtig strom og dermed god tilfersel af ilt fra luften. Den
nedsatte mikrobielle omsatningshastighed kunne desuden i laboratoriet sam-
menkades med en erneringsmessig forringelse af bladene (lavere indhold af
iseer kveelstof), hvilket kan skyldes en mindre mangde mikrosvampe pa blade-
ne (svampene indeholder veesentlig mere kveelstof end bladene selv) (Rasmus-
sen et al. 2012b).

Udenlandske studier har imidlertid vist, at pulse af visse insekticider, iser py-
rethroiderne, ved almindelig landbrugsdrift kan fere til effekter pa populati-
ons- og gkosystemniveau i vandleb (Schulz & Liess 1999b). Dette er ikke
overraskende, fordi pyrethroiderne er serligt designet til at sla skadevoldende
insekter ihjel. Mekanismen bag virkningen er, at stofferne dels let traeenger
igennem insekternes skelet, dels holder nervecellernes natriumkanaler dbne,
siledes at nervesignalerne ikke deaktiveres. Herved paralyseres de forgiftede
dyr og der efter nogen tid. Pyrethroiderne pavirker ikke blot insekter, men
ogsa de neert beslegtede krebsdyr og andre arthropoder. En af de afledte ef-
fekter pa vandlebsinsekter og krebsdyr, som observeres i forbindelse med
kortvarige pesticidpulse i vandleb, er, at dyrene fores med stremmen og even-
tuelt helt forsvinder fra den belastede straekning (Schulz & Liess 1999b). Det-
te fenomen, som kaldes for drift, foreckommer ogsa under naturlige forhold,
men foreges markant under indvirkning af pesticider, fordi dyrenes adfserd
@ndres (dvs. bliver mere eller mindre aktive). Siddanne sublethale effekter
undersoges normalt ikke med de traditionelle metoder til vurdering af pestici-
ders toksicitet i akvatiske systemer, da disse primart bygger pa studier af do-
delighed hos udvalgte organismer, som under laboratorieforhold udsettes for
konstante eksponeringskoncentrationer i et givet tidsrum. Det er ogsa karakte-
ristisk for disse laboratorietests, at eksponeringens varighed er leengere end
den korte tid, som pulsene i vandlebene straekker sig over.

Effekterne er naturligvis afhengige af de koncentrationer, som organismerne
udsaettes for. Pulse med pyrethroidet lambda-cyhalothrin (som er reprasenta-
tivt for gruppen af pyrethroider (Nerum et al. 2006)) i koncentrationer af
storrelsesordenen 5,0 pug L vil sl4 storstedelen af smadyrene (primeert insekter
og krebsdyr) ihjel, og omsztningen af organisk stof vil efterfolgende veere vee-



sentligt nedsat (Wiberg-Larsen & Neorum 2009). Pulse med koncentrationer i
storrelsesordenen 0,5 pg L vil medfore eget dedelighed hos visse insekter og
krebsdyr, ligesom de overlevende individer vil veere mindre aktive og deres
omsatning af organisk stof efterfelgende nedsat. Koncentrationer i sterrelses-
ordenen af 5,0 ug L vil desuden forurene smadyrenes levesteder og fodeem-
ner i en sadan grad, at det bidrager til, at disse bliver mindre attraktive for
smadyrene. Dette vil medvirke til at bremse stofomsatningen og forsinke gen-
indvandringen af dyr til den bergrte vandlgbsstreekning (Wiberg-Larsen &
Norum 2009).

Andre pesticidforskningsprojekter, bl.a. finansieret af Miljostyrelsen, har vist,
hvorledes smadyr fra bade vandleb og seer/vandhuller pavirkes ved kortvari-
ge, ikke-dedelige pyrethroidpulse. Saledes oges driften hos Gammarus pulex
allerede ved ca. 0,0002 pg esfenvalerat L' (Mgohlenberg et al. 2004) og ved
0,001 pg lambda-cyhalothrin " (Lauridsen & Friberg, 2005). Heckmann &
Friberg (2005) fandt ligeledes, at en raekke vandlegbsmakroinvertebrater egede
deres drift signifikant ved lambda-cyhalothrin-koncentrationer fra 0,05 pg L™
og opefter i mesokosmos (stremrender) placeret i et vandlgb. Derudover er
det vist, at G. pulex’s parringsadfeerd heemmes ved koncentrationer af lambda-
cyhalothrin (EC,) pa 0,2 ug L (Heckmann et al. 2005). Undersogelser fra
Tyskland tyder endvidere p4, at forvandlingen fra larver over pupper til voks-
ne dyr hos visse vandinsekter ogsa pavirkes ved sddanne lave koncentrationer
af pyrethroider (Schulz 1997).

Til sammenligning med de fundne effektkoncentrationer er der i vandleb i
Arhus Amt fundet op til 0,66  Jigdg i fynske vandloeb op til 0,2 ug L™ af
pyrethroidet esfenvalerat (Fyns Amt 1997; Wiggers 1999), mens der er malt
op til 6,2 ug L af fenvalerat i tyske vandleb (Liess et al. 1999). Samtidig er
pyrethroiderne den vigtigste gruppe af insekticider i Danmark, idet 91% af de
1 2010 insekticidbehandlede arealer blev sprojtet med netop denne stofgruppe
(Miljgstyrelsen, 2011). Der er derfor grundlag for at forvente, at pyrethroider
1 betydeligt omfang, og pa en lang reekke omrader, pavirker smadyrene i dan-
ske vandleb.

1.2 ForRMAL

Det foreliggende projekts formal er at perspektivere, hvilken betydning sn-
dringer i behandlingshyppighed med fx pyrethroider har pa vandlebsgkosy-
stemers biologiske struktur og funktion. Det er som tidligere nevnt vanskeligt
1 praksis direkte at male effekten af eendringer i behandlingshyppighed pa
smadyrsfaunaen i vore vandleb. Det skyldes bl.a., at det ikke er behandlings-
hyppigheden som sddan, men derimod antallet af enkelthaendelser i form af
”skadelige udledninger”, som kan pavirke ekosystemerne. Imidlertid ma antal-
let af enkeltheendelser formodes at oges med stigende behandlingshyppighed,
og det er forstnaevntes betydning for vandlebenes makroinvertebrater (sma-
dyr), som er malet for projektet. Smadyr har en central rolle i vandlebs stof-
omsatning, ligesom de 1 seerlig grad er pavirkelige af pyrethroider, der er de-
signet til at sl skadevoldende insekter ihjel. Det er med projektet hensigten at
kvantificere sendringer i biologiske parametre som biodiversitet, stofomsaet-
ning, samt overlevelse og reproduktionspotentiale hos disse smadyr.

Den overordnede hypotese er sdledes at:

o en forgget hyppighed af pulse med overvejende sublethale (ikke-
dodelige) pyrethroidkoncentrationer medferer en gget reduktion i bio-
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diversitet, stofomsaetning, overlevelse og reproduktion hos makroin-
vertebrater i danske vandleb.

1.3 PROJEKTETS OVERORDNEDE STRUKTUR

Der er gennemfort underseggelser i bade et naturligt vandleb og kunstige (men
miljorealistiske) vandleb, de sakaldte stremrender, samt akvarier under labora-
torieforhold for at studere effekten af gentagne pulseksponeringer med py-
rethroider pa smadyrsfaunaen. Der er fokuseret pa undersggelser med overve-
jende subletale, i Danmark malte og sandsynligvis almindeligt forekommende
koncentrationer (Wiggers 1999), der kan belyse @ndringer i artssammensaet-
ning, stofomsatning, overlevelse, udvikling fra larve- til voksenstadium, og
reproduktionspotentiale. Ved samtlige forsgg er anvendt lambda-cyhalothrin
som model-pyrethroid, som deltagerne i projektgruppen tidligere har opnaet
stor erfaring i anvendelsen af (Nerum et al. 2006; Wiberg-Larsen & Nerum
2009). Dette stof pavirker, ligesom de gvrige i Danmark anvendte pyrethroi-
der, mange makroinvertebrater ved stort set de samme koncentrationer og pa
samme made (fx Nerum et al. 2006). De anvendte nominelle koncentrationer
er blevet verificeret via kemiske analyser i alle delforsog.

Sammenhaengen mellem projektets delforsgg er illustreret i Figur 1.1, hvor
ogsa hovedformalene med hvert af delforsegene er angivet.

Delforsgg 1: Stavis A —
Naturligt vandlgb opdelti 4 render a 25 m
Formal: Undersgge effekter af gentagne
pulse pa naturligt, komplekst
smadyrssamfund med fuld mulighed
for rekolonisering — uden replikation

Delforsgg 2: 12 ens strgmrender
a12x0,30m

Formal: Undersgge effekter af gentagne
pulse pa "neer-naturlige”, komplekse ’
smadyrssamfund med vis mulighed

for rekolonisering — og med replikation A

Delforsgg 3: Akvarie-forsgg med én art,

Gammarus pulex J J
Formal: Understatte gvrige forsag ved en
evaluering af betydningen af
pulskoncentration, pulsvarighed, og tid mellem pulse

FIGUR 1.1. SAMMENHANGEN MELLEM PROJEKTETS TRE DELFORS@G.



2 Metoder

2.1 EFFEKTER AF GENTAGNE PULSEKSPONERINGER MED PYRETHROID PA SMADYR
| ET NATURLIGT VANDL@B

Der blev udfert undersogelser af effekten af gentagne pulseksponeringer med
pyrethroidet lambda-cyhalothrin pa sammens&tning og funktion af makroin-
vertebratsamfund i et naturligt vandleb. Der blev dels undersegt eendringer i
samfundet, dels underseogt 2endringer i makroinvertebraternes stofomsatning i
form af nedbrydning af dedt plantemateriale og graesning af alger.

2.1.1 Etablering af forsegsrender

Forsoget blev udfort i Stavis A, umiddelbart opstrems for Rugards Landevej
ved Morud (Fyn). Vandlebet strommer her gennem Langeso Skov, har et
stort set ureguleret forlgb, og er uden vesentlig belastning med spildevand.
Til gengeeld modtager vandlgbet vand via aflebet fra den sterkt naeringsrige
Langesg, herunder i perioder betydelige maengder plante- og dyreplankton.
Faunasammensatningen pa forsegsstreekningen er dog ikke vesentlig praeget
af dette, men udviser typiske karaktertraek for et middelstort skovvandleb.
Faunaklassen malt ved Dansk Vandlebs Faunaindeks har gennem en lang
arraekke veeret 7, svarende til hgj gkologisk tilstand og dermed miljomeessigt
stort set upavirket.

Til selve forsgget blev udvalgt en 25 m lang ensartet stryg-lignende streekning
(ens bredde, retlinjet forleb, relativt lavvandet, og med en bund primeert be-
stdende af sten og grus). Denne straekning blev 27. april 2010 opdelti4 ca. %
m brede render, afgranset ved opsaetning af skillevaegge. Disse skillevaegge
bestod af kraftig transparent plastikfolie, lagt dobbelt og svejset sammen for
oven (og saledes ogsa lukket mod bunden). Mod bunden blev folieveeggen
tynget ned af en kraftig jernkzede (2,5 kg m™) og foroven holdt oppe af nylon-
tov fastgjort til peele af tentorstdl, solidt fastgjort i vandlebsbunden, pa tveers
stottet af kraftige elektrikerrer fastgjort til stalpeelene (se figur 2.1). Denne
fleksible form for afgreensning af renderne blev valgt, fordi det vurderedes
umuligt/uhensigtsmaessigt at etablere faste skilleveegge i den overvejende ste-
nede/grusede vandlgbsbund. De fleksible skilleveegge vurderedes desuden
egnede til sikre en teet kontakt med den meget uregelmeessige bund.

Tetheden af skilleveeggene mod bunden blev undersogt ved tilsetning af far-
vestof (uranin) til hver rende efter tur. Ved forsggets start blev teetheden vur-
deret tilfredsstillende (figur 2.1), selvom det i praksis var umuligt at sikre, at
der ikke stedvis var mindre huller mellem veeggene og bunden.

De 4 render blev placeret i den midterste strommende del af vandlgbet for at
sikre ensartede stromningsforhold (ved at undga de mere stillestiende omréa-
der langs bredden). Renderne blev nummereret fra 1 til 4 regnet fra vandle-
bets venstre bred (set fra rendernes opstrems ende og nedstregms). Rende 1
blev eksponeret med pyrethroid 4 gange, rende 2 eksponeret 2 gange, rende 3
eksponeret 1 gang og rende 4 ikke eksponeret (se afsnit 2.1.2).
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FIGUR 2.1. FORS@GSSTREKNINGEN | STAVIS A VISENDE DE 4 FORSGGSRENDER (SET |
NEDSTR@MS RETNING). RENDERNE ER NUMMERERET 1 TIL 4 REGNET FRA VENSTRE: R1 —
EKSPONERET MED PYRETHROID 4 GANGE, R2 — EKSPONERET 2 GANGE MED PYRETHROID,
R3 — EKSPONERET 1 GANG MED PYRETHROID, R4 — IKKE EKSPONERET MED PYRETHROID.
FOTO'ET VISER OGSA AFPROVNINGEN AF TETHEDEN AF RENDERNE VED BRUG AF GR@NT
FARVESTOF (URANIN). FoTo: P. WIBERG-LARSEN.

Ved forseggets start og prevetagningen inden der blev eksponeret med py-
rethroid var levspringet kun stort set lige startet pga. det kelige forar. Forsegs-
streekningen og renderne var dermed relativt steerkt eksponeret for sollys. Se-
nere ved den sidste prevetagning var treeerne fuldt udsprungne og forsags-
streekningen og renderne sterkt beskyggede.

2.1.2 Eksponering med pyrethroidet lambda-cyhalothrin

Udledning af det anvendte pyrethroid, lambda-cyhalothrin, kreever tilladelse
efter Miljobeskyttelseslovens § 27, stk. 3. En siddan tilladelse blev givet af By-
og Landskabsstyrelsen ved brev af 13. april 2010. Der indkom ingen klager
over den meddelte tilladelse. Tilladelsen blev givet pa en rakke vilkar, som alle
er blevet overholdt.

Der blev foretaget i alt 4 eksponeringer: 4. maj 2010 i renderne 1, 2 og 3, 6.
maj 2010 i renderne 1 og 2, samt hhv. 8. og 10. maj 2010 i rende 1.

Ved eksponeringen blev der doseret en stamoplesning af lambda-cyhalothrin i
hele en given rendes bredde via en ”4-huls diffuser” (4 slanger fordelt pa
tveers af renden) placeret i indlgbet til renden. Der blev til doseringen anvendt
justerbare, batteridrevne pumper (Ole Dich Instrumentmakers ApS, Dan-
mark; type 110AC R40 G38 CH 10A).

Der blev i alle tilfeelde doseret over 90 min med konstant koncentration py-
rethroid til estimeret nominel koncentration pa 0,100 pu L. Ved beregningen
af den tilferte koncentration blev der anvendt aktuelle malinger af vandferin-
gen ud af hver af de 4 render (Tabel 2.1). Vandferingen blev malt ved brug af
vingemaler (OT'T, kleinfliigel, @30 mm vinge).



TABEL 2.1. VANDF@RING (L S”) | FORS@GSRENDERNE | STAVIS A. F@R OG | FORBINDELSE
MED EKSPONERINGERNE MED PYRETHROID BLEV DER MALT | UDL@BET FRA HVER AF DE 4
RENDER TIL KARAKTERISERINGEN AF DRIFTEN AF MAKROINVERTEBRATER UD AF RENDERNE,
MENS DER BLEV MALT | INDL@BET | FORBINDELSE MED UNDERS@GELSE AF DRIFTEN IND |
RENDERNE.

Dag -1 o 2 4 6 19/20 20
Aktivitet Far- 1. ek- 2. ek- 3. ek- 4. ek- Under Under
malinger spo. spo. spo. spo. natdrift ~ dagdrift
(udlgb) (udlgb)  (udlgb) (udlgb) (udleb) (indlgb)  (indlgb)
Rende 1 17,1 12,7 1,5 27,5 16,0 # 18,5
Rende 2 18,1 17,6 13,4 35,1 17,7 # 17,6
Rende 3 14,4 14,1 1,5 27,9 14,5 # 16,7
Rende 4 15,9 15,4 10,9 24,7 17,8 # 22,9

# Der blev ikke malt vandfering ind i renderne pa dag 19/20. Vandfgringerne vurderes at vaere de
samme, som malt 7 timer senere pa dag 20.

Efter 60 min’s dosering blev der udtaget vandprover (glasflasker) i samtlige
render hhv. i den opstrems, midtvejs (dog kun i render, som blev eksponeret
med pyrethroid) og nedstrems del. Vandpreverne blev analyseret for indhold
af pyrethroid inden for 24 timer ved Biologisk Institut, Syddansk Universitet,
som beskrevet i afsnit 2.5, og de aktuelle koncentrationer fremgar af tabel 2.2.

TABEL 2.2. LAMBDA-CYHALOTHRIN KONCENTRATIONER (uG L-') 1 STAVIS A. GNS+SEM, N=3
OG N=2 | HENHOLDSVIS EKSPONEREDE OG UEKSPONEREDE RENDER.

Dag o 2 4 6
1. eksponering 2. eksponering 3. eksponering 4. eksponering
Kontrol (R4) 00 00 00 00
1 puls (R3) 0,065+0,007 0,008+0,007° 0+0 0+0
2 pulse (R2) 0,091+0,003 0,070%0,011 0%0 0+0
4 pulse (R1) 0,069+0,004 0,073+0,008 0,078+0,011 0,140+0,019

? Pa dag 2 blev der nedstrems i den ueksponerende R3 fundet 0,017 g L"

2.1.3 Udtagning af prever

Der blev udtaget forskellige typer af prever hhv. dagen for (3. maj 2010) og
29 dage (2. juni 2010) efter forste dosering med pyrethroid, samt i forbindelse
med selve eksponeringerne:

(a) Bundprever af makroinvertebrater

(b) Bladpakkeprover (makroinvertebrater og bladvaegttab)

(¢) Klorofylprever (algebiomasse) fra sten

(d) Prever af drift af makroinvertebrater ud af og ind i renderne.

Desuden blev der supplerende indsamlet:

e) Puppehuse af varfluen Agapetus ochripes fra sten den 30. juni, dvs. pa dag
57 efter forste eksponering (se senere). Oprindeligt var det planlagt at under-
soge kleekkesuccesen hos denne art ved brug af kleekkefzelder (opsamler de
voksne insekter, nir de efter puppestadiet forlader vandet). Disse blev opsat
som planlagt 4. maj 2010, men blev veeltet over ende i forbindelse med en
kraftig afstromning omkring 15-16. maj 2010. Videre brug af disse blev derfor
opgivet.

21



22

Bundpreverne (a) blev udtaget med Surbersampler med et rammeareal pa
200 cm’ (figur 2.2). Ved prevetagningen blev sampleren presset ned i bunden
og materialet inden for rammen hvirvlet op med en 3-grenet handkultivator
(normalt anvendt til hdndlugning i haver). Det ophvirvlede materiale blev
derved skyllet ind i samplerens netpose (maskevidde 500 um). Indholdet af
netposen blev konserveret med 96 % ethanol, og dyrene senere frasorteret,
identificeret og optalt i laboratoriet. Der blev udtaget i alt 10 preover fra hver
rende og dag (hhv. dag -1 og +29 i forhold til forste eksponering med py-
rethroid). Disse blev udtaget stratificeret tilfeeldigt langs hele den respektive
rende.

FIGUR 2.2. SURBER SAMPLER (KCDENMARK INSTRUMENTS), BESTAENDE AF STALRAMME
PASAT NET MED MASKEVIDDEN 0,500 MM.

Der blev 27. april 2010 udlagt 22 (2 x 10 + 2 ekstra i reserve) bladpakker (b) i
hver af de 4 render, i alt 88 bladpakker. Der blev anvendt blade af Red-El
(Alnus glutinosa) indsamlet 29. september 2009, umiddelbart inden lovfald,
plukket af treeer ved Lemming nord for Silkeborg. Bladene blev derefter luft-
torret ved ca. 15 °C, hvorefter de blev opbevaret tort og keligt indtil brug.
Som forberedelse til forsgget blev bladene torret ved 60 °C i 2 degn. Derefter
blev ti terrede blade (svarende til ca. 3 g) afvejet (praecision: 1 mg) i numme-
rerede foliebakker. Bladene blev overfort til nummererede plastbakker og kon-
ditioneret i vandlgbsvand i 6 dage, inden de blev overfort til et net af plastik
med maskevidde 5 mm, fastgjort til et stykke plastikrer ved hjeelp af plaststrips
(som ved tidligere forseg, se Wiberg-Larsen & Nerum 2009). Rerdelen af
hver af disse bladpakker blev trukket uden pa et jernrer — to pakker pa hvert
jernrer. De parvise bladpakker pa hvert sit jernrer blev fordelt jeevnt pa langs
af hver rende. Der blev udtaget i alt 10 prover fra hver rende og dag (hhv. dag
-1 og +29 i forhold til ferste eksponering med pyrethroid). Disse prover blev
udtaget stratificeret tilfeeldigt langs hele den respektive rende. Bladpakkernes
indhold blev herefter placeret i provebeholdere og konserveret med 96 %
ethanol. I laboratoriet blev makroinvertebraterne sorteret fra, identificeret og
optalt. Bladresterne blev opsamlet og terret (60 °C i 2 degn) og afvejet (preae-
cision: 1 mg). Vagttabet mellem udleegning og indsamling blev derefter be-
regnet ved simpel subtraktion.



Prover til bestemmelse af algebiomassen (c) blev udtaget ved indsamling af 3
mindre sten pa hvert af de steder, hvor surberpregverne blev udtaget (i alt 10
3-stens prover pr. rende og tidspunkt). Stenene blev anbragt i provebeholdere
og tilsat 96 % ethanol, siledes at stenene lige akkurat var deekket med veske.
Indholdet af klorofyl-a som mal for algebiomassen blev malt spektrofotome-
trisk direkte pa ethanolekstraktet (Dansk Standard 1986), og koncentrationen
angivet som mg L. Denne blev omregnet til mg m™ efter korrektion for area-
let af stenenes overflade. Sidstnaevnte blev estimeret ud fra formlen:

Yor((L B)+(L H)+(B H))/3, hvor L, B og H er hhv. stenenes leengde, bredde
og hgjde (se Dall 1979), og hvor faktoren % korrigerer for at kun den gvre
halvdel af en sten modtager lys til veekst af alger.

De indsamlede stens leengde, bredde og hejde blev malt til neermeste hele mm
ved brug af skydelere.

Der blev derudover malt drift af makroinvertebrater (d) i forbindelse med
hver eksponering med pyrethroid, idet driften ud af samtlige render blev malt
under og 2 timer efter eksponeringens opher. Nettene blev sdledes tomt for
dyr efter en samlet periode af 3% times varighed. Der blev anvendt driftnet
med en arealdbning pa 507 cm’ (L: 35,0; B: 14,5 cm) og en maskevidde pa
200 um. Driftnettene fik i1 siderne pasat vinger af aluminium, sdledes at det
sikredes at stort set hele vandferingen ud af renderne passerede igennem
driftnettene (Figur 2.3). Denne vandfering blev malt i forbindelse med ek-
sponeringerne (se 2.1.2). Derudover blev der malt drift ind i hver af de 4 ren-
der hhv. om natten (kl. 23:17-01:17) den 23.-24. maj 2010 og dagen (kl.
08:10-10:10) den 24. maj 2010. Der blev bade malt nat- og dagdrift, fordi
driften erfaringsmeessigt er storst om natten, hvor makroinvertebraterne gene-
relt er mest aktive. Samtidig blev vandferingen igennem hver net malt med
OTT Kleinfliigel vingemaler som ved evrige malinger af vandferingen. Ende-
lig blev der malt drift ca. 10 m opstrems for renderne under den meget store
afstromning den 16. maj 2010. Der blev herved anvendt 2 driftnet over en
periode pa 15 min (fra kl. 17:10). Stremhastigheden igennem nettene blev
ved den lejlighed skennet ved hjeelp af “Peter Plys metoden” (pind og stopur).
Indholdet i driftnettene blev overfort til prevebeholdere og konserveret med
96 % ethanol. I laboratoriet blev makroinvertebraterne sorteret fra, identifice-
res og optalt.

Endelig blev puppehuse af Agapetus ochripes (e) indsamlet fra 6-10 sten i hver
rende ca. 1 maned efter forsggets afslutning. Dette ’sene” tidspunkt skyldes,
at langt sterstedelen af de voksne forst da havde forladt vandlebet (se figur
3.9). Dette blev kontrolleret ved brug af Malaisefelder (“teltfaelder”, se Mala-
ise 1937), opsat hhv. 2, 5, 10 Og 20 m vinkelret pa vandlebet umiddelbart
opstrems for forsegsstreekningen. Disse faelder blev temt med ca. en uges in-
terval i perioden medio maj-medio juli. Puppehusene blev indsamlet fra sten,
som havde store koncentrationer af disse. De udvalgte sten indsamledes langs
hele renden. Puppehusene blev frigjort fra stenene ved brug af skalpel og kon-
serveret 1 96 % ethanol. I laboratoriet blev puppekokonerne i puppehusene
undersogt for folgende:
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Ficur 2.3. DRIFTNET ANVENDT TIL OPSAMLING AF DE MAKROINVERTEBRATER, SOM MED
STROMMEN DREV UD AF RENDERNE | FORBINDELSE MED EKSPONERINGERNE MED PY-
RETHROID.

¢ Om de var ubrudte og udelukkende indeholdt larvedele: dede larver
e Om de var ubrudte med indhold af larve- og puppedele: dede pupper

e Om de var klippet op og kun indeholdt larvedele: pupper som ma
formodes at have forladt puppekokonen og veere klekket til voksne.

De indsamlede stens leengde, bredde og hgjde blev malt til neermeste hele mm
ved brug af skydelere.

Der blev for savel Surberprover, bladpakkeprever og driftprever 1 vid ud-
streekning anvendt subsampling for de mest talrige taxa. Samtlige driftprever,
der bestod af store meengder materiale, blev subsamplet ved udtagning af en
afvejet delmeengde prove, efter at driftspreven forinden var blevet grundigt
blandet. Antallet af individer fra de udtagne delpreover blev derefter ganget op
til den fulde prove.

2.1.4 Andre malinger

Vandtemperaturen i vandlgbet blev mélt kontinuert” i to af forsegsrenderne
ved hjzlp af dataloggere. Der blev registreret med 30 min’s intervaller.

Data for vandfering blev indhentet fra Naturstyrelsen Fyns’s automatiske ma-
lestation for vandspejlshejde i Stavis A, beliggende ved Stavis Bro (DMU nr.
45000005) ca. 7 km nedstrems for forsggsstraekningen.

2.2 EFFEKTER PA BIODIVERSITET OG FUNKTION HOS SMADYRSSAMFUND | KUN-
STIGE VANDL@B

Der blev udfert undersogelser af effekten af gentagne pulseksponeringer med
pyrethroidet lambda-cyhalothrin pa sammensatning og funktion af makroin-
vertebratsamfund i forsegsrender. Der blev dels undersogt &endringer i sam-



fundet, dels undersogt ndringer i makroinvertebraternes stofomseetning i
form af nedbrydning af dedt plantemateriale og graesning af alger.

2.2.1 Etablering af forsegsrender

Der blev udfert undersogelser i forsegsrender (figur 2.4), beliggende ved
DMU’s feltstation i Lemming. Renderne blev etableret under et tidligere pe-
sticidforskningsprojekt (se Wiberg-Larsen & Negrum 2009) —1 alt 6 render
hver med en leengde pa 12 m og en bredde pa 0,60 m. Renderne er opbygget
med en bund af metalplade og 30 cm heje sider af akrylplast. Hver rende er
placeret pa et stativ af trae (hvilende pa en raekke fliser pa et underlag af stabil-
grus) og har en haldning pa 5 %o. Til de aktuelle forsgg blev hver rende ’hal-
veret” pa langs ved isaetning af ekstra skillevaeg, saledes at der i alt blev 12
render til radighed, hver med en bredde pa 0,30 cm. Hver rende blev forsynet
med bundsubstrat af forskellige fraktioner af sten, grus og sand, som blev for-
delt efter samme princip. I hver rende blev der sdledes lavet i alt 5 stryg, hvor-
af det ene var placeret midtvejs. Den midterste del af hvert stryg bestod af
marksten op til ca. 15 cm i diameter og savel ca. 0,6 m opstrems og ca. 0,6 m
nedstrems for disse af smasten og groft grus i kornsterrelserne 48-96, 24-48
og 12-24 mm. Forholdet mellem de 3 kornsterrelser var 1:4:4. Imellem stry-
gene var der omrader med dybere vand (heller), i alt 6 hel-sektioner, hvor
bunden blev opbygget af finere fraktioner med kornsterrelserne 6-12, 3-6 og
1-3 mm i forholdet 1:1:0,5. Tykkelsen af bundsubstratet varierede fra ca. 5-6
cm i hel-sektionerne til 10-20 cm i strygene (hejest ved stenene).

FIGUE2.4. DE 12 FORS®GSRENDER (KUNSTIGE VANST_QB) I LEMMING. HVER RENDE ER
0,3 M BRED OG 12 M LANG, ANBRAGT PA BUKKE AF TRA, OG HAR EN HALDNING PA 5 %eo.
FOR NEDEN VIST AFLOBSENDEN AF TO AF FORS@GSRENDERNE. UD FRA VANDSPE|LSH®)-

DEN | DET SKARPKANTEDE 60 GRADERS V-OVERFALD KAN VANDF@RINGEN GENNEM HVER
RENDE BEREGNES. FOTO: P. WIBERG-LARSEN.
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Solindstralingen til renderne blev deempet ved hjaelp af en dug af hvidt stof
fastgjort til treestativerne. Derved reduceredes lysindfaldet med ca. 2/3. For-
malet var at forhindre opvarmning af vandet og mindske uhaeemmet opvakst
af bundlevende tradalger.

Renderne blev kontinuert tilfort vand fra den nerliggende Lemming A. Via en
kort kanal blev avandet naturligt ledt ind i et smalt, vandlgbslignende bassin,
hvori var placeret en aksialpumpe med en maksimal ydelse pé ca. 451s™.
Vandet blev fra bassinet pumpet ca. 2 m op i et pumpetarn, opbygget af
brendringe med en diameter pa 120 cm. Herfra blev vandet fort videre via
naturligt fald i teette pvc-ror til endnu en brend placeret umiddelbart neer ved
renderne. Herfra blev vandet, stadig via naturligt fald, fordelt via 6 pvc-ror til
hver sin dobbeltrende. I indlgbet til hver dobbeltrende var anbragt en forde-
lerkasse af metal, sdledes at indlebsvandet blev nogenlunde jeevnt fordelt mel-
lem de to halvdele (render). Den valgte konstruktion betad, at det var relativt
let for driftende makroinvertebrater at blive transporteret til renderne sammen
med det indpumpede vand. Dyrene var si smad, at de normalt ikke blev sldet 1
stykker ved passagen af aksialpumpen. Vanddybden i renderne (over substra-
tet) varierede mellem 2-3 cm over toppen af strygene til ca. 20 cm i hel-
sektionerne. Det resulterede i en variation i den gennemsnitlige vandhastighed
gennem tvaersnittet af renderne pa 3-30 cm s. I udlobet fra hver rende var
anbragt et 60° skarpt overfald til bestemmelse af vandferingen igennem ren-
den (Figur 2.3). Vandstrilen ud gennem overfaldet var "luftet” (dvs. havde
frit fald), saledes at vandferingen ved maling af vandspejlets hgjde i overfaldet
og en standardformel kunne beregnes. Aflgbsvandet fra hver rende blev via to
samlebronde og udleb ledt tilbage i Lemming A, kun ca. 10-15 m nedstrems
for indvindingsstedet. Der blev indhentet tilladelse til indvindingen fra Silke-
borg Kommune (jf. Vandforsyningsloven).

Under eksponeringerne med pyrethroid blev der ikke foretaget opsamling af
kontamineret vand, sdledes som det var tilfzeldet ved tidligere undersggelser
med vasentlig hojere koncentrationer og mindre fortynding i Lemming A.
Det blev saledes beregnet, at koncentrationen af pyrethroid i Lemming A un-
der 1. eksponering, hvor flest render blev eksponeret, ville veere vasentlig un-
der 0,001 pg L, hvilket ikke forventedes at kunne medfere vasentlige pavirk-
ninger af de biologiske forhold i vandlebet.

Funktionen af aksialpumpen blev overvaget med en telefonisk alarm, og der
var mulighed for med kort varsel at tilslutte en reservepumpe (dog med min-
dre ydelse).

Renderne blev sat i drift 17. marts 2010 og fik tilfert vandlebsvand som be-
skrevet ovenfor.

Den 12. april 2010 blev renderne koloniseret med makroinvertebrater fra
Lemming A. Dette foregik ved indsamling af sparkeprever over en ca. 200 m
streekning jf. metode angivet 1 Miljestyrelsen (1998). Der blev kun taget pro-
ver i omrader med karakter af stryg. Der blev startet nedstrems fra, idet forste
prove blev anbragt i en spand merket nr.1, anden preve 1 en spand maerket
nr. 2, og si videre indtil 12. prove, som blev placeret i spand nr. 12. Herefter
blev 13. progve anbragt i spand nr. 1, 14. prove i spand nr. 2 osv., indtil der i
alt var 4 prover i hver af de 12 spande Formalet med den valgte procedure var
at sikre en sd ensartet artssammensatning af makroinvertebrater som praktisk
muligt 1 hver spand. Antallet af preover skulle endvidere sikre en naturlig indi-



vidteethed i renderne. Podningen med dyr foregik ved, at dyrene i spand nr. 1
blev tilfort opstrems i rende 1, dyrene i spand nr. 2 pa samme vis tilfert rende
2 osv. Hver rende fik saledes tilfort dyr svarende til 4 sparkeprover, svarende
til ca. 3 m’ vandlebsbund. Til sammenligning var arealet af hver rende 3,6 m’.
Dyrene fik herefter 29 dage til at akklimatisere sig i renderne inden de blev
eksponeret med pyrethroid (se afsnit 2.2.2).

Lemming A er savel opstrems som nedstrems for forsegsanleegget ureguleret
med stor fysisk variation, relativt stort fald med forekomst af vaesentlige omra-
der med sten og grus, samt en generelt god miljokvalitet. Siledes blev fauna-
klassen efter Dansk Vandlebs Fauna Indeks malt til 7, svarende til hgj gkolo-
gisk tilstand. Vandlebet huser saledes en rig og varieret makroinvertebratfau-
na.

Den 5. maj 2010 blev der i hver rende udlagt i alt 20 bladpakker af samme
type og med samme indledende behandling som beskrevet under afsnit 2.1.3.
Bladpakkerne blev fordelt to og to jevnt gennem hver rende i de respektive
helsektioner. Bladpakkerne blev placeret pa vandlebsbunden og holdt i positi-
on ved hjelp af fjederstaltrad sat i speend mellem rendens to vaegge.

2.2.2 Eksponering med pyrethroidet lambda-cyhalothrin

Med 12 render til radighed var det muligt at eksponere 3 render (triplikater)
med hhv. ingen (kontrol), 1, 2 eller 4 pulse af pyrethorid. De enkelte render
blev udvalgt tilfeeldigt til en given behandling.

Der blev saledes foretaget i alt 4 eksponeringer med pyrethroid: 11. maj 2010
irenderne 1, 2,4,6,7,8,9,10 0g 12, 13. maj 2010 i renderne 1, 2, 7, 8, 9 og
10, samt hhv. 15. og 17. maj 2010 i rende 1, 7 og 9. Renderne 3, 5 og 11 var

sdledes kontrolrender og blev ikke eksponeret med pyrethroid.

Ved eksponeringen blev der tilsat en stamoplesning af lambda-cyhalothrin i
hele en given rendes bredde via en ”4-huls diffuser” (4 slanger fordelt pa
tveers af renden) placeret i indlgbet til renden. Der blev til doseringen anvendt
justerbare, batteridrevne pumper (Ole Dich Instrumentmakers ApS, Dan-
mark; type 110AC R40 G38 CH 10A). Det var ved tidligere forsgg pavist, at
opblandingen var effektiv inden for ca. 2 m nedstroms for doseringsstedet.

Der blev i alle tilfzelde doseret over 90 min med konstant koncentration py-
rethroid til en estimeret nominel koncentration pa 0,100 pgl.". Ved beregnin-
gen af den tilferte koncentration blev der anvendt aktuelle malinger af vandfe-
ringen i de enkelte render (Tabel 2.3).

Efter 60 min’s dosering blev der udtaget vandprever (i glasflasker) i aflobet
fra samtlige render pa dag 0, og fra alle eksponerede render samt én kontrol-
rende (rende 3) pa dag 2, 4 og 6. Vandpreverne blev analyseret for indhold af
pyrethroid inden for 24 timer ved Biologisk Institut, Syddansk Universitet,
som beskrevet i afsnit 2.5, og de aktuelle koncentrationer fremgar af tabel 2.4.
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TABEL 2.3. VANDF@RING (L S") | AFLGBENE FRA FORS@GSRENDERNE | LEMMING UNDER

FORSKELLIGE FORSQG/PRQVETAGNINGER.

Dag o 2 4 6 20 20 29
Aktivitet 1.eksp 2.eksp 3.eksp 4.eksp Dagdrift  Natdrift Afslutning
Rende 1 2,37 2,37 2,37 2,37 2,31 2,31 2,31
Rende 2 2,49 2,55 2,62 2,62 3,31 3,38 3,38
Rende 3 3,23 3,31 3,31 3,31 - - 3,16
Rende 4 2,81 2,75 2,75 2,75 - - 2,43
Rende 5 3,02 2,95 2,95 3,02 3,31 3,31 3,38
Rende 6 2,88 2,81 2,81 2,88 2,25 2,25 2,19
Rende 7 2,81 2,25 2,25 2,25 - - 2,62
Rende 8 1,47 1,97 1,97 2,08 - - 1,66
Rende 9 3,02 2,88 2,75 2,88 2,68 2,81 2,62
Rende 10 2,25 2,37 2,43 2,55 2,19 2,08 2,43
Rende 11 3,85 3,69 3,69 3,77 - - 3,77
Rende 12 2,68 2,49 2,43 2,43 2,25

TABEL 2.4. LAMBDA-CYHALOTHRIN-KONCENTRATIONER (PG L") | RENDERNE | LEMMING.

Dag o 2 4 6
1. eksponering 2. eksponering 3. eksponering 4. eksponering

Kontrol (R3) o o o o

Kontrol (Rs) o

Kontrol (R11) o

1 puls (R4) 0,082

1 puls (R6) 0,070

1 puls (R12) 0,078 -

2 pulse (R2) 0,067 0,074

2 pulse (R8) 0,043 0,049

2 pulse (R10) 0,081 0,065 - -

4 pulse (R1) 0,067 0,063 0,064 0,067

4 pulse (R7) 0,095 0,069 0,061 0,071

4 pulse (R9) 0,081 0,067 0,046 0,057

2.2.3 Udtagning af prever

Der blev udtaget forskellige typer af prover umiddelbart for 1. eksponering
med pyrethroid (11. maj 2010) og 29 dage (9. juni 2010) efter denne, samt i
forbindelse med selve eksponeringerne:

(a) Bundprever af makroinvertebrater fra strygene med sten/grus bund

(b) Bladpakkeprover (makroinvertebrater og bladveaegttab) fra hel-omraderne
(c) Klorofylpreover (algebiomasse) fra sten pa strygene
(d) Prover af drift af makroinvertebrater ud af og ind i renderne.

Bundpreverne (a) blev udtaget med samme Surbersampler og efter samme
procedure som i Stavis A. Indholdet af netposen blev konserveret med 96 %
ethanol, og dyrene senere frasorteret, identificeret og optalt i laboratoriet. Der
blev udtaget i alt 5 prever fra hver rende og dag (hhv. dag 0 men for ekspone-
ring med pyrethroid, samt 29 dage efter eksponeringen). Disse blev udtaget
stratificeret tilfeeldigt langs hele den respektive rende. Det samlede proveantal

var 120.



Ved forsggets afslutning blev der supplerende optalt tomme nymfehuder
(exuvier) af slorvinger pa vaeggene af samtlige render — oven for vandfladen.
Det er saledes normal adfeerd hos slervinger, at nymferne af disse kryber pa
land for at forvandle sig til voksne. Antallet af tomme nymfehuder repraesente-
rer derved vel gennemfort kleekning.

Der blev indsamlet 5 bladpakker (b) fra hver af renderne pa savel dag 0 (men
for eksponering med pyrethroid) som dag 29 (efter eksponeringen), i alt 120
bladpakker, til registrering af makroinvertebrater og bladveegttab. Pa dag 29
blev yderligere 5 bladpakker indsamlet fra hver rende, i alt 60 bladpakker,
alene til bestemmelse af bladvaegttab. Alle bladpakker blev udtaget stratificeret
tilfzeldigt langs hele den respektive rende. Bladpakkernes indhold blev herefter
placeret i provebeholdere og konserveret med 96 % ethanol. I laboratoriet blev
makroinvertebraterne sorteret fra, identificeret og optalt i de 120 prover. Blad-
resterne fra alle 180 prover blev opsamlet og terret (60 °C i 2 degn) og afvejet
(preecision: 1 mg). Vagttabet mellem udlegning og indsamling blev derefter
beregnet ved simpel subtraktion.

Prover til bestemmelse af algebiomassen i hver rende pa savel dag O (men for
eksponering med pyrethroid) som dag 29 (efter eksponeringen) blev udtaget
ved indsamling af 3 mindre sten pa hvert af de steder, hvor surberprgverne
blev udtaget, svarende til 5 prover pr. rende og tidspunkt. I alt blev indsamlet
120 prover. Stenene blev anbragt 1 provebeholdere og tilsat 96 % ethanol,
saledes at stenene lige akkurat var deekket med vaeske. Indholdet af klorofyl-a
som mal for algebiomassen blev malt spektrofotometrisk direkte pa ethano-
lekstraktet (Dansk Standard 1986), og koncentrationen angivet som mg L.
Denne blev omregnet til mg m™ efter korrektion for arealet af stenenes over-
flade. Sidstnaevnte blev estimeret som beskrevet i afsnit 2.1.3.

Der blev malt drift af makroinvertebrater (d) i forbindelse med hver ekspone-
ring med pyrethroid, idet driften ud af samtlige render blev malt under og 2
timer efter eksponeringens opher, i alt 3% time, ligesom ved forsgget i Stavis
A. Der blev anvendt samme driftnet til opsamlingen som beskrevet under
afsnit 2.1.3. Hele vandferingen fra hver rende passerede gennem nettet. Den-
ne vandfoering blev malt i forbindelse med eksponeringen (se afsnit 2.2.2).
Derudover blev der malt drift ind i hver af 3 tilfeeldigt udvalgte dobbeltrender
den 31. maj 2010, hhv. om dagen (kl. 14:15-16:15) og natten (kl. 23:30-
01:30). Samtidig blev vandferingen ud af renderne malt. Indholdet i driftnet-
tene blev overfort til provebeholdere og konserveret med 96 % ethanol. I labo-
ratoriet blev makroinvertebraterne sorteret fra, identificeres og optalt.

Der blev ligesom ved forsegene i Stavis A anvendt subsampling for Surber-,
bladpakke- og driftpreverne, for at minimere tidsforbruget, hvor dette var
rationelt og forsvarligt.

2.2.4 Andre méilinger

Vandtemperaturen i hhv. Lemming A, rende 8 og 12 blev malt “kontinuert”
ved hjeelp af temperaturloggere. Der blev registreret med intervaller af 30 min.
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2.3 EFFEKTER AF GENTAGNE PULSEKSPONERINGER MED PYRETHROID PA OVERLE-
VELSE, REPRODUKTION OG STOFOMSATNING HOS GAMMARUS PULEX | LABORA-
TORIEFORS@G

Formalet med raekken af laboratorieforsgg var at understotte generalisérbar-
heden af resultaterne fra projektets gvrige forsog med samfund af makroinver-
tebrater under hhv. naturlige og neesten naturlige forhold. Dette foregik ved at
undersoge betydningen af koncentration og varighed af pyrethroidpulsene,
samt interpulsintervallet (tiden mellem de gentagne pulse) pa overlevelse, re-
produktion og stofomsatning hos en enkelt art, Gammarus pulex.

2.3.1 Betydningen af pulsvarighed og interpulsvarighed for overlevelse og stof-
omsatning hos Gammarus pulex

2.3.1.1 Owverordnet forsogsdesign

Med henblik pa at undersoge effekten af forskellige pulsvarigheder og inter-
pulsvarigheder blev grupper af voksne G. pulex udsat for en raeekke direkte
sammenlignelige eksponeringer, kaldet sekvivalenteksponeringer (Tabel 2.5,
figur 2.5). En &kvivalenteksponering beregnes som produktet af antal pulse,
eksponeringskoncentration og samlet eksponeringsvarighed, sdledes at fx fol-
gende behandlinger har samme akvivalenteksponering:

e ¢én puls pa 90 min ved 0,4 ug L
e to pulse hver pa 90 min ved 0,2 ug "'
e fire pulse hver pa 90 min ved 0,1 ug L'

Den i forseget anvendte akvivalenteksponering var 36 ug min L, og felgende
kombinationer af folgende parametre blev undersogt:

eksponeringskoncentration (0,05, 0,1, 0,2 eller 0,4 ug L
pulsvarighed (90, 180 eller 360 min)

antal pulse (1, 2 eller 4)

interpuls periode (2, 4, 8 eller 16 dage)

Forsgget blev udfert ved 15 °C med en degnrytme med 12 timers lys og 12

timers morke. Overlevelsen blev registreret lobende over 38 dage, mens om-
seetningen af konditionerede blade af Rod-El over hele forsggsperioden blev
bestemt.

2.3.1.2 Forsogsdyr

G. pulex blev indsamlet i Hagenstrup Mellebzk 7 dage inden forseggets start
(eksponering 25. oktober 2009). Efter hjemkomsten blev dyrene overfort til
10-liters akvarier indeholdende beluftet vand og plantemateriale fra indsam-
lingsstedet, og pree-akklimatiseret i to dage.

2.3.1.3 Den eksperimentelle enhed

Den eksperimentelle enhed under forsgget var et 1-liters plast-akvarium inde-
holdende 500 mL vand fra indsamlingsstedet, og efter prae-akklimatiseringen
blev 20 individer overfort til hver enhed, og blev tilbudt konditionerede elle-
blade ad libitum. Dyrene blev fordelt tilfeeldigt, og der var ingen tydelig forskel
1 starrelsesfordelingen mellem grupperne. Dyrene blev derefter akklimatiseret i
yderligere 5 dage. Vandet blev skiftet to gange ugentligt gennem hele forsgget.
Teetheden af individer i akvarierne svarede til de naturlige teetheder, som fin-
des i mindre danske vandleb (se fx Friberg 1996).



2.3.1.4 Bladmateriale

Blade af Red-El blev d. 29. september 2009, umiddelbart inden levfald, pluk-
ket af treeer ved Lemming. Bladene blev derefter luftterret ved ca. 15 °C,
hvorefter de blev opbevaret tort og keligt indtil brug. Som forberedelse til for-
soget blev bladene torret ved 60 °C i 2 degn. Derefter blev ti torrede blade
(svarende til ca. 3 g) afvejet (preecision: 1 mg) i nummererede foliebakker til
hver eksperimentel enhed bestdende af 20 G. pulex. Disse blade blev lobende
konditioneret to ad gangen i 7 dage i 300 mL a-vand ved 10-15 °C, saledes at
dyrene ved forsegets start, og derefter én gang ugentligt i forbindelse med et
vandskifte, blev tilbudt to frisk-konditionerede blade. Efter konditioneringen,
og inden bladene blev givet til dyrene, blev bladene skyllet grundigt i 4-vand
for at fjerne leekkede organiske forbindelser fra bladoverfladen. Ved vandskif-
tet blev tilbageveerende bladstykker opsamlet i nummererede foliebakker til
senere vejning. Fem yderligere portioner a 10 blade blev afvejet, saledes at
massetabet under de 7 dages konditionering kunne kvantificeres parallelt med
de ovrige bladportioner. Ved forsggets afslutning blev tilbageverende bladma
teriale torret (60 °C i 2 dogn) og afvejet (precision: 1 mg).

2.3.1.5 Gruppeinddeling

Forseget blev udfert med i alt 18 grupper af G. pulex, hver bestdende af 10 af
de ovenfor beskrevne eksperimentelle enheder (se tabel 2.5 og figur 2.5). I alt
blev 15 grupper (D-R) akvivalenteksponeret med pyrethroid svarende til 36
ug min L. Endvidere blev 3 kontrolgrupper anvendt: En gruppe (A) uden G.
pulex og kun med blade, der blev handteret fire gange for at bestemme bag-
grundsomsatningen, én gruppe (B) kontroldyr, der kun blev handteret én
gang, og endelig én gruppe (C) kontroldyr, der blev hidndteret fire gange med
to dages mellemrum, da dette vurderedes at ville give maksimalt handterings-
stress 1 forhold til en tidsmaessigt mere adskilt handtering. Det blev vurderet
unedvendigt at lave fuldsteendigt analoge kontrolgrupper til alle 15 ekspone-
rede grupper.
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TABEL 2.5. FORS@GSDESIGN: BETYDNINGEN AF PULSVARIGHED OG INTERPULS-VARIGHED
FOR OVERLEVELSE OG STOFOMSATNING HOS G. PULEX. | HVER GRUPPE BLEV 10 STK 1-
LITERS AKVARIER MED 20 G. PULEX ANVENDT.

Gruppe Koncentra- Pulsvarig- Antal pulse Interpuls- Ekspone-
tion (pg L) hed (min) varighed ringsdage
(dage)

A (u. dyr) o 90 4 2 0,2,4,6
B o 90 1 o
C o 90 4 2 0,2, 4,6
D 0,4 90 1 - o
E 0,2 180 1 - o
F 0,1 360 1 - o
G 0,2 90 2 4 0, 4
H 0,2 90 2 8 0,8
| 0,2 90 2 16 0,16
) 0,1 90 4 2 0,2, 4,6
K 0,1 90 4 4 0, 4,812
L 0,1 90 4 8 0, 8,16, 24
M 0,1 180 2 4 0, 4
N 0,1 180 2 8 0,8
(e} 0,1 180 2 16 0,16
P 0,05 180 4 2 0,2, 4,6
Q 0,05 180 4 4 0, 4, 8,12
R 0,05 180 4 8 0, 8,16, 24

2.3.1.6 Registrering af overlevelse

Overlevelsen blev registret pa folgende dage: Dag 0, 1, 2,3,4,5,6,7,8,9,
12,13, 16, 17, 20, 24, 25, 28, 35 og 38 (Figur 2.5). Endvidere skulle overle-
velsen have vearet registreret dag 31, men dette blev ikke gjort pga. sygdom.

2.3.1.7 Eksponeringsprocedure

Umiddelbart inden den ferste eksponering pa dag 0 blev dyrene i hver gruppe
eftertalt og antallet om nedvendigt justeret til 20 med dyr, der havde veret
opbevaret under identiske betingelser. Pa de efterfelgende eksponeringsdage
blev dyrene optalt inden eksponeringens pabegyndelse. Bladmaterialet blev
derved midlertidigt fjernet fra akvarierne, og dyrene blev forsigtigt heeldt gen-
nem en sigte og overfort til eksponeringsakvarier, hvorefter bladmaterialet blev
lagt tilbage i de oprindelige akvarier. Eksponeringsakvarierne indeholdt 500
mL kunstigt ferskvand, hvortil der umiddelbart inden eksponeringens start var
blevet tilsat de onskede mangder lambda-cyhalothrin oplest i ethanol. Kon-
trolgrupperne og bladgruppen fik blot tilsat ethanol. Grundig omrering sikre-
de en hurtig opblanding. Den anvendte koncentration af ethanol pa 0,1 %o
oversteg ikke den vejledende granse for oplesningsmidler anvendt i forbindel-
se med test af svaert opleselige stoffer (OECD 2000). Det kunstige ferskvand
bestod af omvendt osmose vand (ASTM Type 4) tilsat folgende salte (OECD
2004): CaCl+2H,0: 294 mg L, MgSO +7H,0: 123,25 mg L, NaHCO.:
64,75 mg L', KCI: 5,75 mg L. Det kunstige ferskvand blev anvendt under
eksponeringen for at standardisere forsegsbetingelserne og minimere bindin-
gen (sorptionen) af lambda-cyhalothrin til oplest og partikulert materiale,
som matte veere til stede hvis der i stedet var blevet anvendt vandlgbsvand.



De aktuelle koncentrationer for lambda-cyhalothrin blev alene bestemt pa dag
0, hvor alle grupper blev eksponeret. For hver gruppe blev tre 1-liters vand-
prover, hver puljet fra to eksponeringsakvarier, analyseret. Af ressourcemees-
sige hensyn blev de aktuelle koncentrationer ikke bestemt pa de efterfelgende
eksponerings-dage, hvilket vurderes at have veret forsvarligt, fordi ekspone-
ringerne blev udfert efter en stram protokol. Vandpreverne blev analyseret for
indhold af pyrethroid inden for 24 timer ved Biologisk Institut, Syddansk
Universitet, som beskrevet i afsnit 2.5, og de nominelle og aktuelle koncentra-
tioner fremgar af tabel 2.6. I resultatafsnittet er angivet de nominelle koncen-
trationer 1 tekst, tabeller og figurer.

Efter endt eksponering blev dyrene igen forsigtigt heeldt gennem en sigte og
skyllet 3 pa hinanden felgende gange i akvarier med vandlebsvand, hvorefter
de blev overfort til de oprindelige akvarier, hvor vandet var blevet skiftet, og
tilbudt to konditionerede elleblade.

TABEL 2.6. NOMINELLE OG AKTUELLE KONCENTRATIONER DAG O | FORS@GET OMHAND-
LENDE BETYDNINGEN AF PULSVARIGHED OG INTERPULS-VARIGHED FOR OVERLEVELSE OG
STOFOMSATNING HOS G. PULEX.

Lambda-cyhalothrin-koncentration (pg L")

Gruppe Pulsvarighed Nominel Aktuel
(min) (gns+SD, n=3)
B, C 90 o ikke detekteret
D 90 0,4 0,266 * 0,055
E 180 0,2 0,180 + 0,026
F 360 0,1 0,055 + 0,038
G, H,I 90 0,2 0,148 + 0,002
J, K, L 90 0,1 0,080 + 0,010
M, N, O 180 0,1 0,072 + 0,013
P,Q,R 180 0,05 0,056 + 0,009
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BETYDNINGEN AF PULSVARIGHED OG INTERPULSVARIGHED
FOR OVERLEVELSE OG STOFOMSATNING HOS G. PULEX. | HVER GRUPPE BLEV 10 STK 1-

LITERS AKVARIER MED 20 G. PULEX ANVENDT

FIGUR 2.5. FORS@GSDESIGN
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2.3.2 Effekter af gentagne pyrethroidpulse pa reproduktion hos par af Gamma-
rus pulex

2.3.2.1 Owverordnet forsogsdesign

Formalet med dette forseg var at fa en detaljeret indsigt i det tidslige forleb for
reproduktionen, og fokus var derfor pa at felge enkelte par med hyppige ob-
servationer. Hanner og hunner danner par, hvor hver han beerer rundt pa en
hun i 1-4 uger athengigt af vandtemperaturen (Nilsson 1977, Sutcliffe 1992).
Parringen foregar i forbindelse med hudskifte hos hunnen. AAggene legges 1
en udvendig rugehule, hvori de befrugtes af hannen, og hvori ungerne udvik-
les, indtil de slippes ud i ”friheden”.

T alt 11 grupper af 11 par af voksne Gammarus pulex blev udsat for henholds-
vis 0, 1, 2 eller 4 pulse a 90 minutters varighed med 2 dages mellemrum ved
koncentrationer af lambda-cyhalothrin pa enten 0, 0,05, 0,1 eller 0,2 ug L.
To kontrolgrupper blev anvendt: En gruppe (A) kontrolpar, der kun blev
handteret én gang, og én gruppe (B) kontroldyr, der blev handteret fire gange,
for at evaluere betydningen af handteringsstress. Forsggsdesignet er opsum-
meret i tabel 2.7, hvor ogsa de aktuelle koncentrationer er angivet. Forsgget
blev gennemfort marts — april 2011.

TABEL 2.7. EFFEKTER AF GENTAGNE PYRETHROIDPULSE PA REPRODUKTION HOS PAR AF
VOKSNE CGAMMARUS PULEX. DER BLEV ANVENDT 11 PAR | HVER AF 11 GRUPPER. DER BLEV
ANVENDT TO KONTROLGRUPPER, A OG B, DER GENNEMGIK EKSPONERINGSPROCEDUREN
HENHOLDSVIS 1 OG 4 GANGE FOR AT UNDERS@GE EFFEKTEN AF HANDTERINGEN ALENE.
DE AKTUELLE KONCENTRATIONER ER FOR HVER EKSPONERINGSKONCENTRATION BESTEMT
I TRIPLIKATER PA DAG O, OG GENNEMSNIT+SEM ER ANGIVET

Koncentrationer (pg L")

Gruppe Nominelle Aktuelle Antal pulse Eksponeringsdage

A o o 1 o

B o 4 0,2, 4,6
C 0,05 0,041+0,001 1 o

D 0,05 2 0,2

E 0,05 4 0,2,4,6
F 0,1 0,075+0,002 1 o

G 0,1 2 0,2

H 0,1 4 0,2,4,6
I 0,2 0,223+0,025 1 o)

J 0,2 - 2 0,2

K 0,2 4 0,2, 4,6

Opverlevelsen af voksne individer, pardannelsen, produktionen af juvenile,
samt den efterfelgende overlevelse af juvenile blev registreret. Endvidere blev
de voksnes storrelse ved forsegets start registreret. Med dette design er det
sdledes muligt at sammenligne effekten af 1, 2 eller 4 pulse ved forskellige
koncentrationsniveauer. Endvidere muligger kombinationen af de valgte antal
af pulse og eksponeringskoncentrationer, som i ovennavnte forsegg (afsnit
2.3.1), visse direkte sammenligninger ved tre niveauer af eekvivalentekspone-
ring:
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Alkvivalenteksponering = 9 ug min L
e ¢én puls pa 90 min ved 0,1 pug L*
e to pulse hver pi 90 min ved 0,05 pg L™

Alkvivalenteksponering = 18 ug min L
e ¢én puls pa 90 min ved 0,2 pug L
e to pulse hver pa 90 min ved 0,1 ug "'
e fire pulse hver pa 90 min ved 0,05 pg L.

Alkvivalenteksponering = 36 ug min L"
e to pulse hver pa 90 min ved 0,2 ug "'
e fire pulse hver pa 90 min ved 0,1 ug L'

2.3.2.2 Forsogsdyr

Et stort antal G. pulex (>5000) blev indsamlet i Sandemandsbaekken umiddel-
bart (1-3 dage) inden forsggets start. Efter hjemkomsten blev dyrene overfort
til sterre baljer indeholdende beluftet vand og plantemateriale fra indsamlings-
stedet, og pre-akklimatiseret i 1-3 dage. Kun de dyr, der blev tilbageholdt pa
en sigte med en maskestorrelse pa 1,5 mm, blev anvendt i forsegene, da disse
dyr var sterre end 7-8 mm og dermed voksne (Welton 1979). Disse dyr blev
brugt til begge reproduktionsforseg med savel par som forsggspopulationer
(2.3.3).

2.3.2.3 Den eksperimentelle enhed

Den eksperimentelle enhed under forseget var et 1-liters plast-akvarium inde-
holdende 250 mL vand fra indsamlingsstedet, og efter prae-akklimatiseringen
kunne i alt 121 par udvelges i ovennavnte baljer. Disse blev dagen inden den
forste eksponering fordelt tilfeeldigt med 11 par i hver af de 11 grupper, og der
var ingen forskel i storrelsesfordelingen mellem grupperne. Vandet blev skiftet
to gange ugentligt gennem hele forseget. Forseget blev udfert ved 15 °C med
en degnrytme med 12 timers lys og 12 timers morke.

2.3.2.4 Bladmateriale

Til dette forseg blev blade af Red-FEl indsamlet og konditioneret som beskre-
vet ovenfor (afsnit 2.3.1.4). Omsatningen af blade pr. par blev ikke registre-
ret, og dyrene blev under hele forsgget tilbudt konditionerede elleblade ad
libitum.

2.3.2.5 Registrering af overlevelse og reproduktion

Dyrenes overlevelse og reproduktion blev registreret pa felgende dage efter
den forste eksponering: 0, 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 16, 23, 27, 30, 35, 37, 41 og 44.
Dag 10 blev der ikke lengere observeret pardannelse, og hannerne blev taget
fra hunnerne for at undga kannibalistisk adfeerd over for disse eller eventuelle
frigivne juvenile (Lewis et al. 2010). Hannernes overlevelse er saledes kun
fulgt indtil dag 10. Hunnernes kannibalistiske adfseerd overfor de juvenile er
undertrykt i tiden umiddelbart inden og efter frigivelsen af disse fra rugehulen
(Lewis et al. 2010). Frigivne juvenile blev labende taget fra moderdyret og
overfort til separate 1-liters plast-akvarier, og levedygtigheden af disse juvenile
blev evalueret ved at registrere andelen af overlevende 14 dage efter deres
frigivelse fra moderens rugehule. Enkelte hunner frigav juvenile over flere
dage. Den sidste observation af frigivne juvenile var dag 37, og forsgget blev
afsluttet dag 44, hvor overlevelsen af hunnerne blev registreret.



2.3.2.6 Eksponeringsprocedure

Umiddelbart inden eksponeringerne blev bladmaterialet midlertidigt fjernet fra
akvarierne, og dyrene (parrene) blev forsigtigt opfanget i en sigte og overfort
til eksponeringsakvarier, hvorefter bladmaterialet blev lagt tilbage i de oprin-
delige akvarier. Eksponeringsakvarierne indeholdt 250 ml. kunstigt ferskvand
(afsnit 2.3.1.7), hvortil der umiddelbart inden eksponeringens start var blevet
tilsat de enskede mengder lambda-cyhalothrin oplest i ethanol. Kontrolgrup-
perne fik blot tilsat ethanol. Grundig omrering sikrede en hurtig opblanding.
Den anvendte koncentration af ethanol var 0,1 %o (afsnit 2.3.1.7). De aktuelle
koncentrationer for lambda-cyhalothrin blev alene bestemt pa dag 0, hvor alle
grupper blev eksponeret. For hver gruppe blev tre 1-liters vandprever, hver
puljet fra fem eksponeringsakvarier, analyseret for indhold af pyrethroid inden
for 24 timer ved Biologisk Institut, Syddansk Universitet, som beskrevet i af-
snit 2.5. De nominelle og aktuelle koncentrationer fremgar af tabel 2.7. I re-
sultatafsnittet er angivet de nominelle koncentrationer i tekst, tabeller og figu-
rer. Efter endt eksponering blev dyrene igen forsigtigt heeldt gennem en sigte
og skyllet 3 pa hinanden folgende gange i akvarier med vandlebsvand, hvoref-
ter de blev overfort til de oprindelige akvarier, hvor vandet var blevet skiftet,
og tilbudt konditionerede elleblade ad lLibitum.

2.3.3 Effekter af gentagne pyrethroidpulse pé reproduktion hos populationer af
Gammarus pulex

2.3.3.1 Owerordnet forsogsdesign

Formaélet med dette forsgg var primert at f bedre kvantitative data for pro-
duktionen af juvenile, og derfor blev reproduktionen hos et stort antal mindre
populationer fulgt med ugentlige observationer. Forsggsdesignet til dette for-
sog var stort set identisk med ovennavnte forseg med par (afsnit 2.3.2), idet
den eneste @endring var, at hver gruppe bestod af 5 eksperimentelle enheder
bestdende af 50 voksne Gammarus pulex. Kun en mindre del af disse voksne
dyr var ved forsegets start i par, og disse populationer repraesenterer saledes
en naturlig situation i et vandleb, hvor visse hunner allerede er befrugtede,
mens andre enten er i1 par eller uparrede. Gruppeinddeling, pulsantal, ekspo-
neringskoncentrationer og -varighed var identiske med tabel 2.7 (afsnit
2.3.2.1), hvoraf forsegsdesignet fremgar. Forsgget blev gennemfort april —
maj 2011.

2.3.3.2 Forsogsdyr

Indsamlingen, opbevaringen og sorteringen af forsggsdyr er beskrevet ovenfor
(afsnit 2.3.2.2). Den eneste forskel var, at dyrene blev prae-akklimatiseret i 8-
10 dage.

2.3.3.3 Den eksperimentelle enhed

Den eksperimentelle enhed under forsgget var et 10-liters plast-akvarium in-
deholdende 6-7 L. vand fra indsamlingsstedet. I dette akvarium blev nedsaen-
ket et lidt mindre akvarium med netbund (maskevidde 1 mm) og indeholden-
de de voksne dyr. Netbunden tillod de juvenile at passere og sgge vaek fra de
voksne dyrs mulige praedation (Lewis et al. 2010). Efter pree-
akklimatiseringen blev 59 forsggspopulationer a 50 voksne dyr udtaget fra
baljerne omtalt under afsnit 2.3.2.2. Fire tilfeeldigt udvalgte forsegspopulatio-
ner blev udtaget til bestemmelse af kensratio. De resterende populationer blev
inden den forste eksponering tilfeldigt fordelt med 5 populationer i hver af de
11 grupper. Vandet blev skiftet ugentligt gennem hele forseget. Forseget blev
udfert ved 15 °C med en degnrytme med 12 timers lys og 12 timers meorke.
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2.3.3.4 Bladmateriale

Til dette forsog blev blade af Rad-El indsamlet som beskrevet ovenfor (afsnit
2.3.1.4). Som forberedelse til forsgget blev blade terret ved 60 °C i 2 degn.
Derefter blev 10 g terrede blade afvejet (preecision: 1 mg) i nummererede
foliebakker til hver eksperimentel enhed. Gennem forsgget blev 3-4 af disse
blade ad gangen lebende konditioneret i 7 dage i 300 mL. avand ved 20-25 °C,
sdledes at dyrene ved forsegets start, og derefter én gang ugentligt i forbindel-
se med et vandskifte, blev tilbudt frisk-konditionerede blade ad lLibitum. Efter
konditioneringen, og inden bladene blev givet til dyrene, blev bladene skyllet
grundigt i dvand for at fjerne leekkede organiske forbindelser fra bladoverfla-
den. Ved vandskiftet blev tilbagevaerende bladstykker opsamlet i nummerere-
de foliebakker til senere vejning. Fem yderligere portioner a 10 g blade blev
afvejet, sdledes at massetabet under de 7 dages konditionering kunne kvantifi-
ceres parallelt med de gvrige bladportioner. Ved forsggets afslutning blev til-
bagevarende bladmateriale torret (60 °C i 2 degn) og afvejet (preecision: 1

mg).

2.3.3.5 Registrering af overlevelse og reproduktion

Antallet af producerede juvenile blev registreret pa folgende dage efter den
forste eksponering: 28, 35, 42 og 49. Ved hver registrering blev de juvenile
optalt og fjernet fra akvarierne. Der blev ikke foretaget yderligere malinger pa
disse dyr. Juvenile frigivet indtil dag 28 blev udeladt, da disse skyldtes parrin-
ger 1 felten, ligesom juvenile frigivet efter dag 49 kunne stamme fra en 2. par-
ring 1 akvarierne. Disse greenser blev fastsat ud fra de detaljerede resultater for
tidsudviklingen i reproduktion i forseget med par (afsnit 2.3.2). Forsgget blev
afsluttet dag 57, hvor overlevelsen af de voksne blev registreret. Under hele
forsegget blev hanner og hunner holdt sammen, og muligheden for kannibali-
stisk adfeerd, ogsa over for juvenile, var saledes til stede, hvilket svarer til situa-
tionen i et naturligt vandleb. Antallet af par i lobet af forsgget blev ikke regi-
streret.

2.3.3.6 Eksponeringsprocedure

Proceduren for eksponering og prevetagning foregik som beskrevet i afsnit
(2.3.2.6), idet de eneste afvigelser var, at eksponeringsakvarierne indeholdt
500 mL kunstigt ferskvand, og at de tre udtagne vandprever til analyse for
indhold af pyrethroid var fra tre tilfeeldigt udvalgte akvarier for hvert koncen-
trationsniveau.

2.4 STATISTISKE METODER

Den statistiske analyse af de forskellige delforseg er beskrevet i nedenstaende.
I alle tests var signifikansniveauet a=0,05, og de i resultatafsnittet angivne p-
veerdier er ved multiple parvise sammenligninger Korrigeret i overensstemmel-
se med nedenstidende.

2.4 Effekter af gentagne pulseksponeringer med pyrethroid pa smadyr i et
naturligt vandleb

2.4.1.1 Multrvariat analyse af taxon sammenscetming v.hj.a. non-metric multidi-
mensional scaling (MDS) og analyse af similaritet (ANOSIM)

For at evaluere betydningen af gentagne pulseksponeringer for taxon sam-
mensatningen i invertebratsamfundet i forsogsstraekningerne i Stavis A blev
programmet PRIMER (version 5.2.0 for Windows, PRIMER-E Ltd., Ply-
mouth, UK) anvendt. Dette program blev oprindeligt udviklet til at evaluere
samfundsstruktur, f.eks. ved sammenligninger af artsdiversitet i faunaprever



fra et storre antal provetagningslokaliteter i forbindelse med feltstudier. Data-
grundlaget til PRIMER er derfor typisk individantal eller biomasse for et stor-
re antal arter/taxa observeret pa et antal forskellige lokaliteter, f.eks. langs en
forureningsgradient. For savel Surber- som bladpakkeproverne blev taxon
sammens&tningen for eksponering (dag -1) og ved forsegets afslutning (dag
29) analyseret hver for sig. T'axa med et samlet individantal under 20 blev
udeladt af denne analyse, da de vurderes at veere for sporadisk foreckommende
til statistisk evaluering.

Proceduren i PRIMER var felgende:

1) Bray-Curtis-similaritetskoefficienter for alle par af faunaprever blev bereg-
net, pa baggrund af fjerderods-transformerede (x’=x") individantal for de
forskellige taxa, og opstillet i en similaritetsmatrix. Transformationen blev

foretaget for at nedvaegte dominerende i forhold til mere sjeldne taxa (Clarke
& Warwick 1994).

Formlen for Bray-Curtis-similaritetskoefficienten for to faunaprever j og % er:

p
S, =100 1—M

zizl(yij + yik)
hvor y, og v, er individantallene for taxon 7 i henholdsvis faunapreve j og .

S],,e varierer saledes fra 100, hvis individantallene for alle taxa er ens i fauna-
preverne j og k, til 0, hvis ingen af de taxa, der findes i faunapreve j, fore-
kommer i faunapreve k, og omvendt.

2) P4 baggrund af ovennavnte similaritetsmatrix blev faunapreverne ordine-
ret ved non-metric multidimensional scaling (MDS), idet similaritets-
koefficienterne rangordnes og anvendes til at lave MDS-plot (i 2D eller 3D),
hvor faunaprever, der er meget ens, placeres tet pd hinanden, mens meget
forskelligartede faunaprever placeres langt fra hinanden. MDS-plottene er
saledes en grafisk praesentation af den fuldsteendige kompleksitet i menstrene
af taxa i faunapreverne fra de forskellige grupper.

3) Grupperne blev herefter sammenlignet statistisk ved en multivariat test
kaldet ANOSIM (analysis of similarities), der konceptuelt minder om ANO-
VA (analysis of variances). En global test med alle grupper blev efterfulgt af
multiple parvise sammenligninger af grupperne, idet en sekventiel Bonferroni-
korrektion (Bonferroni-Holm) blev anvendt.

2.4.1.2 Non-parametrisk variansanalyse af enkelt-taxa

For visse af de hyppigst foreckommende taxa i savel Surber- som bladpakke-
proverne var det muligt at evaluere betydningen af gentagne pyrethroidpulse
for ®ndringer i individantallet. For hver af disse taxa blev en Kruskal-Wallis’
non-parametrisk en-vejs ANOVA med alle grupper anvendt, efterfulgt af
multiple parvise sammenligninger af grupperne ved non-parametriske Mann-
Whitney tests, idet en sekventiel Bonferroni-korrektion (Bonferroni-Holm)
blev anvendt. Disse test blev udfert i SAS” (version 9.1 for Windows, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.4.1.3 Evaluering af bladvegttab og klorofyl

Veagttabet fra bladpakkerne blev evalueret ved en to-vejs ANOVA, med antal
pulse og forsggsdag som de to faktorer, efterfulgt af en sekventielt Bonferroni-
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korrigeret Fisher’s Least Significant Difference test, idet data forinden var
blevet logaritmisk transformerede (x’=log x) for at opfylde krav om varians-
homogenitet og normalfordeling. For klorofyldata var det ikke ved transfor-
mation muligt at opné varianshomogenitet for alle grupperne pa de to prove-
tagningsdage samtidigt. Derfor blev de to prevetagningsdage indledningsvist
evalueret separat ved en-vejs ANOVA p4a utransformerede data, og da disse
analyser ikke kunne pavise forskelle mellem grupperne inden for samme dag,
blev der ikke udfert multiple parvise sammenligninger. Efterfolgende blev
klorofyldata for de to dage sammenlignet for hver enkelt gruppe ved non-
parametriske Mann-Whitney tests, idet en sekventiel Bonferroni-korrektion
(Bonferroni-Holm) blev anvendt. Disse test blev udfert i SAS” (version 9.1
for Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.4.2 Effekter pé biodiversitet og funktion hos smadyrssamfund i kunstige
vandleb

2.4.2.1 Multivariat analyse af artssammenscetning v.hj.a. non-metric multidi-
mensional scaling (MDS) og analyse af similaritet (ANOSIM)
Artssammensatningen i invertebratsamfundene i forsegsrenderne i LLemming
blev evalueret som beskrevet for Stavis A i afsnit 2.4.1.1.

2.4.2.2 Non-parametrisk variansanalyse af enkelt-taxa
De hyppigst forekommende taxa 1 Surber- og bladpakkepr;avgrne fra forsegs-
renderne 1 Lemming blev evalueret som beskrevet for Stavis A 1 afsnit 2.4.1.2.

2.4.2.3 Evaluering af bladvegttab og klorofyl

Veaegttabet fra bladpakkerne skulle have veret evalueret ved en nested to-vejs
ANOVA, med antal pulse og forsggsdag som de to faktorer, med renderne
nested under faktoren antal pulse. Det var imidlertid ikke muligt at opna vari-
anshomogenitet ved transformering af data. Derfor blev de to prevetagnings-
dage indledningsvist evalueret separat ved to nestede en-vejs ANOVA’er pa
utransformerede data, efterfulgt af en sekventielt Bonferroni-korrigeret Fi-
sher’s Least Significant Difference test. Desuden blev veegttabene pa de to
dage sammenlignet for hver enkelt gruppe ved ¢-test med korrektion for uens
varianser. En sekventiel Bonferroni-korrektion (Bonferroni-Holm), baseret pa
det samlede antal parvise sammenligninger i ovennaevnte ANOVA’er og -
tests, blev anvendt. Klorofyldata blev evalueret ved en nested to-vejs ANO-
VA, med antal pulse og forsegsdag som de to faktorer, med renderne nested
under faktoren antal pulse. Da der i denne test kun var en signifikant forskel
mellem de to forsegsdage, og ikke mellem grupperne, blev der ikke udfert
multiple parvise sammenligninger. Disse test blev udfort i SAS” (version 9.1
for Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.4.3 Effekter pa overlevelse, reproduktion og stofomsaetning hos Gammarus
pulex i laboratoriet

2.4.3.1 Betydningen af pulsvarighed og interpulsvarighed for overlevelse og stof-
omscetming hos Gammarus pulex

Data for overlevelsen ved forsegets afslutning blev evalueret ved parvise Chi’-
tests, idet en sekventiel Bonferroni-korrektion (Bonferroni-Holm) blev an-
vendt. Bladtabene blev evalueret ved en-vejs ANOVA, idet de utransformere-
de data opfyldte krav om normalitet og varianshomogenitet. Disse test blev
udfort i Excel 2010 og SigmaPlot” (version 11.0).



2.4.3.2 Effekter af gentagne pyrethroidpulse pa reproduktion hos par af Gamma-
rus pulex

Overlevelsen hos hunner og hanner blev evalueret ved Kaplan-Meier Log-
Rank overlevelsesanalyse, efterfulgt af sekventielt Bonferroni-korrigerede par-
vise sammenligninger. Data for antal reproducerende hunner, antal unger pr.
gruppe og antal overlevende unger pr. gruppe efter 14 dage blev evalueret ved
parvise Chi’-tests, idet en sekventiel Bonferroni-korrektion (Bonferroni-
Holm) blev anvendt. Data for sidste dag i par, inkubationstiden og antallet
unger pr. reproducerende hun blev evalueret ved en-vejs ANOVA, mens pro-
centdelen af overlevende unger pr. kuld efter 14 dage blev evalueret ved en
non-parametrisk Kruskal-Wallis en-vejs ANOVA. Disse test blev udfert i Ex-
cel 2010 og SigmaPlot” (version 11.0).

2.4.3.3 Effekter af gentagne pyrethroidpulse pa reproduktion hos populationer af
Gammarus pulex

Antallet af overlevende voksne og af unger produceret blev evalueret ved par-
vise Chi’-tests, idet en sekventiel Bonferroni-korrektion (Bonferroni-Holm)
blev anvendt. Omsetningen af blade blev evalueret ved en-vejs ANOVA, idet
de utransformerede data opfyldte krav om normalitet og varianshomogenitet.
Disse test blev udfert i Excel 2010 og SigmaPlot" (version 11.0).

2.5 KVANTIFICERING AF LAMBDA-CYHALOTHRIN

Metoden til bestemmelse af lambda-cyhalothrin er udviklet i et tidligere pesti-
cidforskningsprojekt (Norum et al. 2006). Metodens princip er baseret pa
fastfaseekstraktion af pyrethroid kontamineret ferskvand efterfulgt af opkon-
centrering ved inddampning, samt kvantificering ved omvendt-fase HPLC-
MS.

2.5.1 Forbehandling af vandprever

Umiddelbart efter opsamling af afmalt vandpreve indeholdende lambda-
cyhalothrin tilseettes en kendt maengde intern pyrethroid standard (esfenvale-
rat).

2.5.2 Fastfaseekstraktion

Ekstraktion af lambda-cyhalothrin fra vandpreven foretages pa en C18-sgjle
(Sep Pak Vac, 6 cc, 1 g, C18 cartridges, fra Waters). Sgjlen konditioneres
med 5 mL metanol og vaskes med 5 mL Milli-Q vand. Preven pasettes sgjlen
ved 20 kPa vakuum, svarende til ca. 3 mL. min". Provevolumen blev afpasset
efter den forventede koncentration (og der blev taget hgjde for dette volumen
ved beregning af koncentrationen i proven). Dernest vaskes sgjlen med 5 mL
Milli-Q vand og terres i 1-2 minutter ved 30-40 kIPa vakuum. Pesticidet elue-
res med 4 mL methanol. Eluatet inddampes efterfelgende til torhed under
luftstrem og genopleses i 0,300 mL 75% metanol.

2.5.3 LC-MS analyse

Det anvendte Hewlett Packard LC-MSD-system bestar af en HP Series 1100
HPLC (solvent degasser, binaer pumpe, autosampler og termostatreguleret
kolonneafdeling) og et G1946A MSD quadropole massespektrometer udsty-
ret med electrospray ionisation (ESI) i positiv mode. Til kvantificeringen an-
vendes en HPL.C-kolonne (C18, 150x2,1 mm, Phenomenex fra Subware)
med forkolonne af samme materiale. Der anvendtes en vaeskegennemstrom-
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ning pa 0,4 mL min”, en injektion af 50 uL. preve, og en kolonnetemperatur
pa 25 °C. Felgende LC solventer blev brugt: Eluent A: 10 mM ammonium-
acetat:methanol, 990:10 (v:v). Eluent B: 10 mM ammoniumacetat:methanol,
10:90 (v:v). Der elueres med folgende gradient (Tid, % B): (0 min, 75%); (3
min, 100%); (14 min, 100%); (14,1 min, 75%); postrun-tid: 6 min, 25% B.
Massespektrometer-opsatning: Mode: ESI positiv (SIM: m/z 467 for lambda-
cyhalothrin). Der benyttes intern standardisering med esfenvalerat (SIM: m/z
437). Drying gas temperature: 350 °C. Drying gas flow: 10 L min". Nebulizer
pressure: 30 psig. Capillary voltage: 3500 V. Fragmentor: 50 V. Standardkur-
ven beregnes ud fra standarderne: 0,7; 3,5; 35,0; 70,0 og 350 ng mL." injiceret
standard. LLambda-cyhalothrin og esfenvalerat elueres efter henholdsvis 7,4
min og 8,0 min.



3 Resultater

3.1 EFFEKTER AF GENTAGNE PULSEKSPONERINGER MED PYRETHROID PA SMADYR
I ET NATURLIGT VANDL@B

Forseget blev teknisk gennemfort stort set som planlagt. Imidlertid var det
ikke forventet, at vandferingen under forsgget ville variere sa meget, som det
blev tilfeeldet. Fra at vandferingen var relativt lav ved forsegets start, hvilket er
normalt for det pagaldende vandleb pa den pageldende arstid, ogedes den
med en faktor 3,5 over flere dage i midten af maj som felge af meget store
mengder nedber, som faldt inden for fa timer (figur 3.1, tabel 3.1). Vandle-
bet blev derved bredfyldt, saledes som det ellers kun forekommer i det sene
efterdr. Det betad, at forsegsrenderne blev helt overskyllet. Efter denne eks-
treme heendelse faldt vandferingen til neer normalt niveau i lebet af ca. 1 uge.
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FIGUR 3.1. DAGLIG VANDF@RING | STAVIS A V. STAVIS BRO | PERIODEN (27/4-2/6 2010).
MALESTATIONEN ER PLACERET CA. 7 KM NEDSTR@MS FOR FORS@GSSTRAKNINGEN, MEN
AFSPEJLER VARIATIONERNE | VANDF@RING VED DENNE.

TABEL 3.1. NEDB@R OG LUFTTEMPERATUR VED DMI’s MALESTATION | ODENSE.

Nedbar. i Nedber, Dagn Middel luft- Normal luft-

Periode alt (mrr;) max. degn med temperatur temperatur
(mm) nedbgr (°C) (°C)
26/4-3/5 10 5.6 2 8 Tos
3/5'10/5 17 13,9 3 6,3 9,7
10/5-17/5 33 24,1 5 7,6 0.9
17/5-24/5 4 3,7 4 13,7 .9
24/5'31/5 18 11,7 5 10,3 12,9
31/5-7/6 23 23,0 2 4.5 138

Vandtemperaturen i Stavis A varierede gennem forsegsperioden fra 6,4 til
16,4 °C med et gennemsnit pa 11,7 °C (Figur 3.2). Luftemperaturen var gen-
nemsnitlig 1,4 °C under normalen i lgbet af forsegsperioden (Tabel 3.1). Der
var en tydelig degnrytme i temperaturen med op til 3,3 °C’s forskel mellem
hojeste dag og laveste nat veerdi.
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Ficur 3.2. VANDTEMPERATUR | STAVIS A MALT PA FORS@GSSTREAKNINGEN | PERIODEN,
HVOR FELTFORSOGENE BLEV GENNEMFQRT.

Forsegsrenderne viste sig ikke at vaere 100 % taetsluttende mod bunden, hvil-
ket blev mere tydeligt efterhdnden som forsgget skred frem. Utethederne blev
isaer storre som foelge af den foregede afstromning midt 1 forsegsperioden.
Under selve eksponeringerne med pyrethroid var utethederne dog minimale,
hvilket fremgar af tabel 2.2, hvor der kun 1 et tilfeelde blev méalt (lavt) indhold
af pyrethroid i en rende, som ikke blev eksponeret.

Der var ikke signifikant indbyrdes forskel i vandferingen igennem de 4 for-
segsrender (Friedman’s Chi’ test, P=0,18).

Under pulsbehandlingerne var de malte koncentrationer af lambda-
cyhalothrin i de eksponerede render i gennemsnit 0,084 pgl.".

3.1.1 Makroinvertebrater

Der blev i Surberpreoverne fundet i alt 52 forskellige taxa fordelt pa 9 226 in-
divider. Dominerende taxa var ferskvandstangloppen Gammarus pulex og Klo-
billen Limnius volckmari, der tilsammen udgjorde 60 % af det samlede individ-
antal. Subdominerende var diverse bersteorme (Tubificidae, andre Olig-
ochaeta), degnfluen Baetis rhodani, slervingen Leuctra fusca, Klobillen Elmzs
aenea, varfluen Agapetus ochripes, samt tovingerne Dicranota, Orthocladiinae
og Tanytarsini, som hver udgjorde 1,7-6,3 % af individantallet (Tabel 3.2).

For forste eksponering med pyrethroid blev der samlet set pa vandlebsbunden
fundet en samlet tethed af makroinvertebrater pa 5360+500 individer m~
(middelvaerdi+SD, N=40) eller 4650 individer m” (median).

I de udlagte bladpakker blev tilsvarende fundet tilsammen 50 taxa fordelt pa
11 258 individer. Dominerende taxa var Gammarus pulex og Orthocladiinae,
der tilsammen udgjorde hele 78 % af de samlede individantal. Subdomineren-
de var barsteorme (Oligochaeta), Baetis rhodani, Leuctra fusca, kveegmyg (Si-
muliidae) og dansemyg (Tanytarsini) som hver iseer udgjorde 1,5-6,9 % af det
samlede individantal (Tabel 3.2).



TABEL 3.2. OVERORDNET ARTSSAMMENSATNING AF MAKROINVERTEBRATER | PRGVER FRA

FORS@GSRENDERNE | STAVIS A

Surber prgver

Bladpakker prover

Driftoraver praver

Taxon Antal % Antal % Antal %
Dugesia gonocephala 10 0.1 2 0.02

Nematomorpha 1 0,01

Nematoda 3 0,03

Tubificidae 153 1,66 5 0,04 100 0,06
Eiseniella tetraedra 9 0,10

Oligochaeta (indet) 386 4,20 259 2,30

Glossiphonia complanata 9 0,10 13 0,12

Helobdella stagnalis 1 0,01

Erpobdella octoculata 2 0,02 9 0,08

Hydrachnidia 2 0,02 2 0,02 12 275 7.54
Asellus aquaticus 14 0,15 18 0,16 187 0,11
Gammarus pulex 2947 32,04 41339 38,54 81749 50,20
Baetis rhodani 578 6,29 178 1,58 4 256 2,61
Heptagenia sulphurea 1o 1,20 9 0,08 281 0,17
Caenis horaria 3 0,03 2 0,02 173 0,11
Paraleptophlebia submargi- 1 0,01 1 0,01 13 0,01
Ephemera danica 20 0,22 1 0,01 9 0,01
Taeniopteryx nebulosa 1 0,01 1 0,01

Nemoura sp 1 0,01 1 0,01

Leuctra fusca 525 5,71 773 6,87 300946 19,00
Brychius elevatus 8 0,00
Dytiscidae 218 0,13
Orectochilus villosus 8 0,09 6 0,05 229 0,14
Hydrophilidae 1 0,01 1 0,01 828 0,51
Hydraena gracillis 32 0,35 4 0,04 262 0,16
Elmis aenea 317 3,45 161 1,43 5 961 3,66
Limnius volckmari 2 600 28,27 34 0,30 1439 0,88
Oulimnius tuberculatus 9 0,10 4 0,04 201 0,12
Elodes minuta 2 0,02 16 0,14 220 0,14
Rhyacophila fasciata 2 0,02 1 0,01 23 0,01
Agapetus ochripes 177 1,92 21 0,19 1613 0,99
Hydropsyche angustipennis 5 0,05 4 0,04 53 0,03
Hydropsyche siltalai 2 0,02 10 0,09

Limnephilus lunatus 1 0,01

Halesus radiatus 1 0,01 21 0,19

Potamophylax cingulatus 1 0,01

Chaetopteryx villosa 5 0,04

Limnephilidae (indet) 3 0,03 32 0,02
Silo pallipes 7 0,08 4 0,04 172 0,11
Athripsodes cinereus 39 0,42 15 0,13 19 0,01
Sericostoma personatum 2 0,02 8 0,00
Psychodidae 1 0,01 1 0,01

Culicidae 38 0,02
Chaoborus sp 30 0,02
Simuliidae 34 0,37 171 1,52 315 0,19
Heleinae 31 0,34 16 0,14 174 0,11
Dicranota sp 303 3,29 33 0,29 124 0,08
Eleophila sp 10 0,11 3 0,00
Tipulidae 3 0,02 3 0,02
Psychodidae 37 0,02
Tanypodinae 22 0,24 136 1,21 706 0,43
Prodiamesa olivacea 1 0,01 3 0,03 8 0,00
Orthocladiinae 247 2,69 4 415 30,22 10964 6,73
Chironomini 18 1,28 122 1,08 1475 0,91
Tanytarsini 272 2,06 370 3,29 3 643 2,24
Chironomidae (pupper) 8q 0,97 A5 0,40 3 830 2,35
Tabanidae 1 0,01

Empididae 26 0,28 6 0,05 n 0,01
Bithynia leachi 2 0,02

Ancylus fluviatillis 1 0,01 1 0,01

Radlix balthica 2 0,02

Pisidium sp 47 0,51 2 0,02 21 0,01
Sphaerium corneum 8 0,09 6 0,05

| alt 9195 100 11 255 100 162 848 100
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I driftpreverne blev i alt fundet 42 taxa (Tab. 3.2) med Gammarus pulex og
Leuctra fusca som de dominerende arter (i alt 69 % af det samlede individan-
tal). Der var betydelige forskelle mellem taxon sammensatningen i hhv. drif-
ten ud af renderne og ind i disse. Sdledes dominerede Gammarus pulex (53,5
%), Leuctra fusca (20,5 %) og vandmider (Hydrachnidia) (8,1 %) i aflebet fra
renderne i forbindelse med eksponeringen med pyrethroid (inkl. de uekspone-
rede render); de udgjorde saledes i alt 82 % af det samlede individantal. Min-
dre dominerende var Baetis rhodant, Orthocladiinae, og andre Chironomidae
med i alt 8,7 %. I driften ind i renderne, som blev mélt 14 dage efter sidste
eksponering, dominerede Orthocladiinae fuldsteendig (75,6 %), mens naest
hyppigste taxa Gammarus pulex, Baetis rhodani og Leuctra fusca tilsammen kun
udgjorde 12,7 %. Driften ud af renderne var generelt storre end driften ind i
disse. Saledes var antallet af driftende individer ud af de eksponerede render 1
gennemsnit 4500 time™ og 1800 time” i de ueksponerede render, mens der
blev tilfert 950 og 390 individer time" hhv. om natten og dagen. Driften ind i
renderne var desuden signifikant sterre om natten end om dagen for Gamma-
rus pulex, Baetis rhodani, Oulimnius tuberculatus, Tanypodinae, Orthocladiinae,
samt for samtlige taxa under ét (t-test, P<0,025; data ikke vist).

Under flommen den 16. maj blev der transporteret 3100 individer time" gen-
nem driftnettene opstrems for renderne.

I forbindelse med eksponeringerne var driften ud af renderne — for ar-
ter/grupper som Gammarus pulex, Baetis rhodani, Heptagenia sulphurea, Leuctra
fusca, Elmis aenea, Agapetus ochripes og Tanypodinae — signifikant sterst i de
render, som blev behandlet med pyrethroid. Det fremgar dels af figur 3.3, der
viser resultaterne fra 1. eksponering, dels af en parvis t-test pa data fra samtli-
ge 4 eksponeringer (p<0,011, N=28). For en rakke andre talrige ar-
ter/grupper (Hydracnidia, Limnius volckmari, Orthocladiinae, Tanytarsini,
Chironomini og Chironomidae-pupper)var der imidlertid ingen forskel mel-
lem pyrethroidbehandlede og ubehandlede render (parvis t-test, p=0,18,
N=24).
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Ficur 3.3. DRIFT UD AF FORS@GSRENDERNE | STAVIS A UNDER OG UMIDDELBART EFTER
FORSTE EKSPONERING MED PYRETHROID. ANGIVET ANTAL INDIVIDER FOR HELE MALEPE-
RIODEN (3,5 TIMER). FIGUREN VISER KUN TAXA, FOR HVILKE DRIFTEN UD AF DE PY-
RETHROIDEKSPONEREDE RENDER VAR STORRE END DRIFTEN UD AF KONTROLRENDEN.
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FIGUR 3.4. 2D-MDS BESKRIVELSE AF TAXON SAMMENSATNINGEN | DRIFT UD AF FOR-
S@GSRENDERNE | STAVIS A UNDER OG UMIDDELBART EFTER DE 4 EKSPONERINGER MED
PYRETHROID. PK: UEKSPONEREDE; P1: EKSPONERET DAG O; P2: EKSPONERET DAG O OG 2;
P4: EKSPONERET DAG O, 2, 4 OG 6. JO TATTERE TO PUNKTER LIGGER, DES MERE LIG ER
ARTSSAMMENSATNINGEN; LIGGER TO PUNKTER LANGT FRA HINANDEN, HAR DE MODSAT
MEGET FORSKELLIG ARTSSAMMENSATNING.

De kvantitative forskelle i taxon sammensatning i driften ud af de enkelte
render fremgar desuden af figur 3.4.

Der var markante forskelle mellem de enkelte eksponeringsrunder — uanset
behandling/ikke-behandling med pyrethroid, ligesom der inden for den enkelte
eksponeringsrunde var systematisk forskel mellem render behandlet med og
ikke-behandlet med pyrethorid (ubehandlede i alle tilfeelde liggende leengst til
venstre).

Taxon sammensatningen i Surberpreverne er illustreret i MDS-plottene i
Figur 3.5. Selv om stress-veerdierne pa 0,25 og 0,22 indikerede, at plottene
skulle fortolkes varsomt m.h.t. visuelt at evaluere gruppeforskelle, s under-
stottedes den umiddelbare vurdering af plottene af ANOSIM-analyserne. For
eksponeringerne (dag -1) var der i MDS-plottet en stor grad af overlap mel-
lem de enkelte gruppers faunasammensatning. ANOSIM-analysen viste da
ogsa, at der ingen forskel var dag -1 (Global test: R=0,008, p=0,39; 9999
permutationer). Ved forsggets afslutning pa dag 29 viste MDS-plottet til gen-
geeld en delvis adskillelse af kontrolgruppen (PPK) i forhold til grupperne, der
havde veaeret udsat for 2 (’2) og 4 (’4) pulseksponeringer, hvilket blev be-
kreeftet af ANOSIM-analysen, hvor PK var signifikant forskellig fra savel P2
(Parvis test: R=0,199, p=0.025) som P4 (Parvis test: R=0,25, p=0,006),
mens der ingen forskel var mellem PK og P1, P1 og P2, P1 og P4, eller P2 og
P4.
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FIGUR 3.5. 2D-MDS-PLOT FOR ARTSSAMMENSATNINGEN | SURBERPR@VER FRA STAVIS A,
HENHOLDSVIS F@R (BVERST: DAG -1) OG EFTER (NEDERST: DAG 29) GENTAGNE 9O-
MINUTTERS PULSEKSPONERINGER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. PK=KONTROL, P1=1 PULS,
P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. JO TATTERE TO PUNKTER LIGGER, DES MERE LIG ER ARTS-
SAMMENSATNINGEN; LIGGER TO PUNKTER LANGT FRA HINANDEN, HAR MODSAT DE ME-
GET FORSKELLIG ARTSSAMMENSATNING. STRESS-VARDIEN ANGIVER, HVOR GODT VARIA-
TIONEN | DATA AFSPEJLES | DET 2-DIMENSIONALE PLOT. VARDIER OVER 0,2 GIVER EN
RELATIVT DARLIGT BESKRIVELSE.

Der blev til gengeeld ikke fundet nogen effekt af gentagne pulseksponeringer
pa individantallene af de hyppigst foreckommende arter i Surberpreverne,
d.v.s. Gammarus pulex, Baetis rhodani og Limnius volckmart, ligesom der ikke
var nogen effekt pa det samlede individantal for alle taxa (Figur 3.6). Heptage-
nia sulphurea er ikke medtaget 1 figur 3.6, da der samlet set kun blev fundet
110 individer i de 80 Surberpregver. Imidlertid blev der fundet en signifikant
pulsafthaengig effekt pa denne organisme, der stemte overens med ANOSIM-
analysen af taxon sammensatningen, idet der pa dag -1 ingen forskelle var
mellem grupperne, mens PK (n=27 individer) pa dag 29 var forskellig fra P2
(n=3, p=0,02)0g P4 (n=2, p=0,01), men ikke fra P1 (n=7, p=0,18), ligesom
P1, P2 og P4 ikke var indbyrdes forskellige (p>0,50).
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FIGUR 3.6. INDIVIDANTAL (BESKREVET VED BOX-PLOTS) HOS DE HYPPIGST FOREKOMMEN-
DE ARTER, SAMT DET SAMLEDE INDIVIDANTAL, | SURBERPRGVER FRA STAVIS A, HEN-
HOLDSVIS F@R (HVID=DAG -1) OG EFTER (GRA=DAG 29) GENTAGNE 9O-MINUTTERS PULS-
EKSPONERINGER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. PK=KkONTROL, P1=1 PULS, P2=2 PULSE OG
P4=4 PuLSE. BOX-PLOT MED MEDIANVARDI (TVARGAENDE STREG | EN KASSE), 25 OG 75 %
FRAKTILER (KASSENS NEDRE OG @VRE VAG), SAMT PRGVENS MINIMUM OG MAKSIMUM
(ENDEN AF DE LODRETTE STREGER). SMA OG STORE BOGSTAVER ANGIVER STATISTISKE
FORSKELLE HENHOLDSVIS DAG -1 OG DAG 29, IDET KUN GRUPPER DER INGEN BOGSTAVER
HAR TILFALLES ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGE.

Taxon sammensatningen i bladpakkerne er illustreret i MDS-plottene i figur
3.7. Igen indikerede stress-veerdierne pa 0,18 og 0,24, at plottene skulle fortol-
kes varsomt. Ved en visuel vurdering af plottene syntes der ikke umiddelbart
at veere forskel hverken for eksponeringerne (dag -1) eller ved forsegets af-
slutning (dag 29). ANOSIM-analysen viste, at der ingen forskel var dag -1
(Global test: R=0,05, p=0,07; 9999 permutationer). Pa dag 29 blev der kun
fundet forskel mellem P1 og P4 (Parvis test: R=0,229, p=0,006), og der var
siledes ingen tydelige effekter af et stigende antal pulse.
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FIGUR 3.7. 2D-MDS-PLOT FOR ARTSSAMMENSATNINGEN | BLADPAKKER FRA STAVIS A,
HENHOLDSVIS F@R (BVERST: DAG -1) OG EFTER (NEDERST: DAG 29) GENTAGNE 9O-
MINUTTERS PULSEKSPONERINGER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. PK=KONTROL, P1=1 PULS,
P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. JO TATTERE TO PUNKTER LIGGER, DES MERE LIG ER ARTS-
SAMMENSATNINGEN; LIGGER TO PUNKTER LANGT FRA HINANDEN, HAR MODSAT DE ME-
GET FORSKELLIG ARTSSAMMENSATNING. STRESS-VARDIEN ANGIVER, HVOR GODT VARIA-
TIONEN | DATA AFSPEJLES | DET 2-DIMENSIONALE PLOT. VARDIER OVER 0,2 GIVER EN
RELATIVT DARLIGT BESKRIVELSE.

I bladpakkerne havde antallet af pyrethroidpulse ligeledes ingen effekter, hver-
ken pa individantallene af de hyppigst forekommende taxa, d.v.s. Gammarus
pulex, Leuctra fusca og Orthocladinae, eller pa det samlede individantal for alle
taxa. Imidlertid var der en markant stigning i individtallene fra dag -1 til dag
29 (Figur 3.8). En tilsvarende stigning blev observeret for Elmis aenea, fra 7
individer dag -1 til 154 individer dag 29 (data ikke praesenteret).

Voksne individer af Agapetus ochripes klekkedes og var pa vingerne fra slut-
ningen af maj til begyndelsen af juli, med tyngdepunktet i de tre forste uger af
juni (Figur 3.9). Undersogelsen af dedeligheden under det forudgdende pup-
pestadium blev derfor reelt afspejlet med indsamling af tomme puppehuse fra
vandlebet den 30. juni (Tabel 3.3). Dedeligheden var signifikant sterre (ca.
dobbelt sa stor) i renden eksponeret for 4 pulse end i renderne som blev ek-
sponeret for ingen, 1 eller 2 pulse (Chi’-test, P< 0,05).
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FIGUR 3.8. INDIVIDANTAL HOS DE HYPPIGST FOREKOMMENDE TAXA, SAMT DET SAMLEDE
INDIVIDANTAL, | BLADPAKKER FRA STAVIS A, HENHOLDSVIS F@R (HVID=DAG -1) OG EFTER
(GRA=DAG 29) GENTAGNE 9O-MINUTTERS PULSEKSPONERINGER FOR LAMBDA-
CYHALOTHRIN. PK=kONTROL, P1=1 PULS, P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. BOX-PLOT MED
MEDIANVARDI (TVERGAENDE STREG | EN KASSE), 25 OG 75 % FRAKTILER (KASSENS NEDRE
OG @VRE VAG), SAMT PRGVENS MINIMUM OG MAKSIMUM (ENDEN AF DE LODRETTE
STREGER). SMA OG STORE BOGSTAVER ANGIVER STATISTISKE FORSKELLE HENHOLDSVIS
DAG -1 OG DAG 29, IDET KUN GRUPPER DER INGEN BOGSTAVER HAR TILFALLES ER SIGNI-
FIKANT FORSKELLIGE. EN ASTERISK ANGIVER EN SIGNIFIKANT FORSKEL MELLEM DAG -1
OG DAG 29 FOR DEN PAGALDENDE GRUPPE.
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Ficur 3.9. UGENTLIGE FANGSTER AF VOKSNE AGAPETUS OCHRIPES | MALAISEFALDER VED
STAVIS A | FORBINDELSE MED FELTFORS@GENE 2010.

TABEL 3.3. DODELIGHED | FORBINDELSE MED FORPUPNING OG KLEKNING AF PUPPER
HOS AGAPETUS OCHRIPES | FORS@GSRENDERNE | STAVIS A, DATA BASERET PUPPEHUSE
INDSAMLET 30. JUNI 2010. * BEHANDLINGER MARKERET MED FORSKELLIGT BOGSTAV ER
ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGE (CHI*TEST, P <0,05).

Klaekkede Levende Dgde lar- % dede lar- Puppehuse
pupper pupper ver/pupper ver/pupper* ialt
Kontrol 148 4 8 5,0" 160
1x puls 185 2 13 6,5* 200
2 x pulse 166 o 11 6,2° 177
4 x pulse 130 o) 20 13,3 ° 150

3.1.2 Stofomsaetning

Omsetningen af blade malt som vagttab i de udlagte bladpakker var ikke for-
skellig mellem forsegsrenderne umiddelbart for forste eksponering (dag -1)
med pyrethroid, og veegttabet udgjorde pa dette tidspunkt ca. 25 % (Figur
3.10). Vaegttabet ved forsegets afslutning (dag 29) var ca. 80 %, men der
kunne ikke pavises signifikante forskelle mellem de enkelte behandlinger.

Algebiomassen péa sten, méalt som klorofyl-a, var hegj (ca. 200-250 mg m-2) i
samtlige forsegsrender umiddelbart for forste eksponering med pyrethroid
(Figur 3.10). Der var ingen forskel mellem de enkelte render, men variationen
mellem de enkelte prover var relativt stor. Algebiomassen var 29 dage efter
forste eksponering kun ca. 1/10 af niveauet for (ca. 25 mg klorofyl-a m-2), og
der kunne ikke pavises nogen signifikant forskel mellem de enkelte render.
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FIGUR 3.10. VEGTTAB FRA UDLAGTE BLADPAKKER OG ALGEBIOMASSE, MALT SOM KLORO-
FYL-A, PA STEN | STAVIS A, HENHOLDSVIS F@R (HVID=DAG -1) OG EFTER (GRA=DAG 29)
GENTAGNE QO-MINUTTERS PULSEKSPONERINGER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN.
PK=koNTROL, P1=1 PULS, P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. SMA OG STORE BOGSTAVER ANGI-
VER STATISTISKE FORSKELLE HENHOLDSVIS DAG -1 OG DAG 29, IDET KUN GRUPPER DER
INGEN BOGSTAVER HAR TILFALLES ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGE. EN ASTERISK ANGIVER
EN SIGNIFIKANT FORSKEL MELLEM DAG -1 OG DAG 29 FOR DEN PAGALDENDE GRUPPE.
GENNEMSNIT£SEM (N=10) ER ANGIVET.

3.2 EFFEKTER PA BIODIVERSITET OG FUNKTION HOS SMADYRSSAMFUND | KUN-
STIGE VANDL@B

Vandtemperaturen i forsegsrenderne fulgte fuldsteendig vandtemperaturen i
selve Lemming A, hvorfra vandet blev pumpet ind. Der var saledes heller
ingen forskel i temperatur mellem de enkelte render. Vandtemperaturen varie-
rede mellem 5,9 og 15,7 °C igennem forsggsperioden med et gennemsnit pa
10,4 °C (Figur 3.11). Der var en tydelig degnrytme i temperaturen med op til
6,6 °C’s forskel mellem hgjeste dag og laveste nat verdi.

Vandferingen igennem de 12 render var signifikant forskellig (Friedman’s
Chi’ test, P<0,0001) pa trods af forseg pa at gere den ensartet. Specielt havde
den ene af de render, som fik 2 pulse klart mindst vandfering (ca. 50 % af
renden med storst vandfering). Der var ogsa forskel, nar der blev sammenlig-
net mellem grupperne, idet kontrolrenderne generelt havde sterre vandfering
end de ovrige. Til gengeaeld var der ingen signifikant forskel mellem disse ind-
byrdes. Vandferingen var stort set konstant over tid inden for de enkelte ren-
der.

Under pulsbehandlingerne var de malte koncentrationer af lambda-
cyhalothrin i de eksponerede render i gennemsnit 0,067 pgL.™.

53



54

18 1

16 4

Vandtemperatur (°C)

2

O A e Ea
07-05-10  12-05-10 17-05-10  22-05-10  27-05-10  01-06-10 06-06-10 11-06-10  16-06-10

Dato

Ficur 3.11. VANDTEMPERATUR | FORS@GSRENDERNE | LEMMING | PERIODEN, HVOR EK-
SPONERINGSFORS@GENE BLEV GENNEMFQRT.

3.2.1 Makroinvertebrater

Forseggene blev gennemfort stort set som planlagt, herunder podningen af
renderne med dyr fra Lemming Baek. Dog flyttede nogle af de introducerede
smadyr sig ikke veesentligt fra den opstrems ende af renderne, hvor de blev
introduceret ved forsggets start. Det gjaldt eksempelvis en reekke varfluer med
transportable huse (Ecclisopteryx dalecarlica og andre Limnephilidae). Disse
taxa blev derfor efterfelgende kun fundet sporadisk i de indsamlede prover,
som ikke blev taget i de gverste dele af renderne.

Der blev pa sten-/grusbund (Surberprever) fundet i alt 44 taxa af makroinver-
tebrater fordelt pa i alt 16 681 individer (Tabel 3.4). Dominerende taxa var
Gammarus pulex, Baetis rhodani, Amphinemura standfussi, Leuctra digitata/fusca
og Orthocladiinae, som tilsammen udgjorde 80,5 % af det samlede individan-
tal. Derudover udgjorde andre Chironomidae 14 % pa individbasis.

For forste eksponering med pyrethroid blev der samlet set pa vandlgbsbunden
i renderne fundet en samlet tzethed af individer svarende til 5980 m” (middel-
veerdi, N=60).

I bladpakkerne blev der tilsvarende fundet tilsammen 39 taxa fordelt pa 15
574 individer (Tabel 3.4). Dominerende taxa var Gammarus pulex, Baetis
rhodani, Amphinemura standfussi, Leuctra digitata/fusca, Prodiamesa olivacea,
Orthocladiinae og Chironomini, der tilsammen udgjorde 85,3 % af det samle-
de individantal. Mindre dominerende var andre Chironomidae, som udgjorde
8,8 %.

Artssammensatningen pa sten-/grusbund (Surberprever) hhv. for og efter
eksponeringerne med pyrethroid er illustreret i MDS-plottene i figur 3.12.
Selv om stress-verdier pd 0,25 og 0,24 indikerede, at plottene skulle fortolkes
varsomt, si understottedes den umiddelbare vurdering af plottene af
ANOSIM-analyserne.



TABEL 3.4. OVERORDNET TAXON SAMMENSATNING AF MAKROINVERTEBRATER |
FORS@GSRENDERNE | LEMMING

Surberprgver Bladpakker
Taxon Antal % Antal %
Hydra sp 98 0,58
Dugesia gonocephala 6 0,04
Tubificidae 70 0,41 100 0,64
Eiseniella tetraedra 2 0,01
Oligochaeta (indet) 103 0,61
Erpobdella octoculata 1 0,01
Hydrachnida 113 0,67 59 0,38
Asellus aquaticus 91 0,54 228 1,46
Gammarus pulex 4314 25,56 1013 6,50
Baetis rhodani 3742 22,17 181 1,16
Paraleptophlebia submarginata 8 0,05
Leptophlebia marginata 2 0,01
Ephemerella ignita 61 0,36 64 0,41
Caenis horaria 3 0,02
Caenis rivulorum 1 0,01 1 0,01
Nemoura cinerea 14 0,08 30 0,19
Amphinemura standfussi 1873 11,10 1012 6,50
Nemurella picteti 3 0,02
Leuctra fusca/digitata 1090 6,46 781 5,01
Brychius elevatus 1 0,01 1 0,01
Oreodytes sanmarkii 10 0,06 2 0,01
Dytiscidae (indet) 19 o,1 6 0,04
Elmis aenea 34 0,20 9 0,06
Limnius volckmari 1 0,01
Elodes minuta 1 0,01 2 0,01
Hydraena gracillis 1 0,01
Sialis fuliginosa 2 0,01
Rhyacophila fasciata 12 0,07 1 0,01
Hydropsyche siltalai 1 0,01
Ecclisopteryx dalecarlica 2 0,01
Anabolia nervosa 1 0,01 1 0,01
Limnephilus lunatus 16 0,10
Halesus radiatus 1 0,01 3 0,02
Chaetopteryx villosa 12 0,07 3 0,02
Potamophylax latipennis 6 0,04
Limnephilidae (indet) 31 0,18 9 0,06
Silo pallipes 1 0,01
Dicranota sp 32 0,19 7 0,04
Eleophila sp 1 0,01
Tipulidae (indet) 7 0,04 2 0,01
Simuliidae 130 0,77 46 0,30
Dixidae 1 0,01
Psychodidae 1 0,01
Chaoborus sp 1 0,01
Tanypodinae 614 3,64 756 4,85
Prodiamesa olivacea 63 0,37 872 5,60
Orthocladiinae 2560 15,16 7023 45,09
Chironomini 805 4,77 2591 16,64
Tanytarsini 634 3,76 61 3,92
Chironomidae (pupper) 310 1,84 121 0,78
Heleinae 3 0,02
Empididae 7 0,04
Radlix balthica 3 0,02

| alt 16 881 100,0 15 574 100,0
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FIGUR 3.12. 2D-MDS-PLOT FOR ARTSSAMMENSATNINGEN | SURBERPR@VER FRA FOR-
S@GSRENDERNE | LEMMING, HENHOLDSVIS F@R (BVERST: DAG O) OG EFTER (NEDERST:
DAG 29) GENTAGNE 9O-MINUTTERS PULSEKSPONERINGER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN.
PK=koNTROL, P1=1 PULS, P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. JO TATTERE TO PUNKTER LIGGER,
DES MERE LIG ER ARTSSAMMENSATNINGEN; LIGGER TO PUNKTER LANGT FRA HINANDEN,
HAR MODSAT DE MEGET FORSKELLIG ARTSSAMMENSATNING. STRESS-VARDIEN ANGIVER,
HVOR GODT VARIATIONEN | DATA AFSPEJLES | DET 2-DIMENSIONALE PLOT. VARDIER OVER
0,2 GIVER EN RELATIVT DARLIGT BESKRIVELSE.

For eksponeringerne (dag 0) var der i MDS-plottet en stor grad af overlap
mellem de enkelte gruppers faunasammensatning, og ANOSIM-analysen
viste, at der ingen forskel var dag 0 (Global test: R=0,037, p=0,07; 9999 per-
mutationer). Ved forsggets afslutning pa dag 29 viste MDS-plottet derimod
en delvis

adskillelse af PK i forhold P1, og en naesten fuldsteendig adskillelse i forhold til
P2 og P4, hvilket blev bekraeftet af ANOSIM-analysen, hvor PK var signifi-
kant forskellig fra savel P1 (Parvis test: R=0,132, p=0,02) og P2 (Parvis test:
R=0,373, p<0,0001) som P4 (Parvis test: R=0,322, p<0,0001). 1 var end-
videre forskellig fra bade P2 (Parvis test: R=0,151, p=0,02) og P4 (Parvis
test: R=0,15, p=0,006), mens der ingen signifikant forskel var mellem P2 og
P4.

Individantallene af de hyppigst forekommende taxa, samt det samlede indi-
vidantal for alle taxa i Surberproverne er angivet i figur 3.13. Der blev ikke
observeret nogen forskel mellem grupperne pa det samlede individantal dag 0,
og heller ikke pa dag 29. I lebet af forsegsperioden var der dog en tendens til
en stigning i det samlede individantal af alle grupperne, selv om det kun var
signifikant for PK og P2.



Mens der for enkelt-taxa generelt ingen forskelle blev observeret dag 0, blev
der dag 29 fundet en signifikant pulsathengig effekt pa individantallene hos
Gammarus pulex og Amphinemura standfussi, der overordnet set stemte
overens med ANOSIM-analysen af artssammensatningen. For Gammarus
pulex var PK pa dag 29 forskellig fra P2 (p<0,001) og P4 (p<0,0001), men
ikke fra P1 (p=0,14), ligesom P1, P2 og P4 ikke var indbyrdes forskellige. For
Amphinemura standfussi var PK pa dag 29 forskellig fra bade 1 (p=0,02), P2
(p=0,01) og P4 (p=0,002), mens 1, P2 og 4 ikke var indbyrdes forskellige.
Samtidig var det kun i PK, at individantallet for Amphinemura standfussi steg
fra dag O til dag 29. For Leuctra fusca/digitata, Tanypodinae og Tanytarsini
steg individantallet gennem forsggsperioden for samtlige behandlinger, mens
det faldt for Chironomini. Individantallet for Baetis rhodani og Orthocladiinae
var relativt konstante over tid 1 de forskellige grupper.
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FIGUR 3.13. INDIVIDANTAL HOS DE HYPPIGST FOREKOMMENDE TAXA, SAMT DET SAMLEDE
INDIVIDANTAL, | SURBERPRG@VER FRA FORS@GSRENDERNE | LEMMING, HENHOLDSVIS FOR
(HVID=DAG O) OG EFTER (GRA=DAG 29) GENTAGNE 9QO-MINUTTERS PULSEKSPONERINGER
FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. PK=KONTROL, P1=1 PULS, P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. Box-
PLOT MED MEDIANVARDI (TVARGAENDE STREG | EN KASSE), 25 OG 75 % FRAKTILER (KAS-
SENS NEDRE OG @VRE VAG), SAMT PRGVENS MINIMUM OG MAKSIMUM (ENDEN AF DE
LODRETTE STREGER). SMA OG STORE BOGSTAVER ANGIVER STATISTISKE FORSKELLE HEN-
HOLDSVIS DAG O OG DAG 29, IDET KUN GRUPPER DER INGEN BOGSTAVER HAR TILFALLES
ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGE. EN ASTERISK ANGIVER EN SIGNIFIKANT FORSKEL MELLEM
DAG O OG DAG 29 FOR DEN PAGALDENDE GRUPPE.
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Artssammensatningen i bladpakkerne er illustreret i MDS-plottene i figur
3.14. Stress-veaerdier pa 0,21 og 0,17 indikerede, at plottene skulle fortolkes
varsomt, men alligevel understottedes den umiddelbare vurdering af plottene
af ANOSIM-analyserne. For eksponeringerne (dag 0) var der i MDS-plottet
en stor grad af overlap mellem de enkelte gruppers faunasammensatning.
Selv om den globale ANOSIM-analyse indikerede en mindre forskel dag O,
d.v.s. at ikke alle grupper var ens (9999 permutationer gav: Global test:
R=0,06, p=0,01), sa kunne der ikke spores nogen forskelle i de parvise tests
dag 0 (p>0,08). Ved forspgets afslutning pa dag 29 viste MDS-plottet en for-
holdsvis klar adskillelse af PK i forhold til P2 og P4, hvilket blev bekraeftet af
ANOSIM-analysen, hvor PK var signifikant forskellig fra savel P2 (Parvis
test: R=0,322, p=0,0005) som P4 (Parvis test: R=0,375, p<0.0001), mens
der ingen forskel var mellem PK og 1, P1 og P2, P1 og P4, eller P2 og P4.
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FIGUR 3.14. 2D-MDS-PLOT FOR ARTSSAMMENSATNINGEN | BLADPAKKER FRA FORS@GS-
RENDERNE | LEMMING, HENHOLDSVIS F@R (BVERST: DAG O) OG EFTER (NEDERST: DAG
29) GENTAGNE QO-MINUTTERS PULSEKSPONERINGER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN.
PK=koNTROL, P1=1 PULS, P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. JO TATTERE TO PUNKTER LIGGER,
DES MERE LIG ER ARTSSAMMENSATNINGEN; LIGGER TO PUNKTER LANGT FRA HINANDEN,
HAR MODSAT DE MEGET FORSKELLIG ARTSSAMMENSATNING. STRESS-VARDIEN ANGIVER,
HVOR GODT VARIATIONEN | DATA AFSPEJLES | DET 2-DIMENSIONALE PLOT. VARDIER OVER
0,2 GIVER EN RELATIVT DARLIGT BESKRIVELSE.

Individantallene af de hyppigst forekommende taxa, samt det samlede indi-
vidantal for alle taxa i bladpakkerne er angivet i figur 3.15. Generelt var der
relativt fa dyr 1 bladpakkerne dag 0, og der var stor variabilitet i1 individantallet
1 prover fra samme rende. Det var derfor vanskeligt at sammenligne bladpak-
kerne dag 0. I lgbet af forsggsperioden var der dog en markant stigning i det



samlede individantal i alle grupperne, og ved forsggets afslutning var der in-
gen forskel mellem grupperne.

Der blev generelt fundet relativt fi Gammarus pulex 1 bladpakkerne, og data
for denne organisme var vanskelige at fortolke. For savel Amphinemura stand-
fussi som Asellus aquaticus blev der imidlertid pa dag 29 fundet en signifikant
pulsathengig effekt péd individantallene, der overordnet set stemte overens
med ANOSIM-analysen af artssammensatningen. For Amphinemura standfus-
st var PK pa dag 29 forskellig fra P4 (p=0,04), men ikke fra P1 (p>0,5) og P2
(p=0.24), ligesom P1, 2 og P4 ikke var indbyrdes forskellige. For Asellus
aquaticus var PK pa dag 29 forskellig fra bade P2 (p=0,0035) og P4
(p=0,0008), men ikke fra P1 (p=0,22), ligesom P1, P2 og P4 ikke var indbyr-
des forskellige. For Leuctra fusca/digitata, Tanypodinae, Orthocladinae, Chi-
ronomini og Tanytarsini var der ingen effekt af de gentagne pulse, og individ-
antallet steg markant gennem forsggsperioden.
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FIGUR 3.15. INDIVIDANTAL HOS DE HYPPIGST FOREKOMMENDE TAXA, SAMT DET SAMLEDE
INDIVIDANTAL, | BLADPAKKER FRA FORS@GSRENDERNE | LEMMING, HENHOLDSVIS FOR
(HVID=DAG O) OG EFTER (GRA=DAG 29) GENTAGNE 9QO-MINUTTERS PULSEKSPONERINGER
FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. PK=KONTROL, P1=1 PULS, P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. Box-
PLOT MED MEDIANVARDI (TVARGAENDE STREG | EN KASSE), 25 OG 75 % FRAKTILER (KAS-
SENS NEDRE OG @VRE VAG), SAMT PRGVENS MINIMUM OG MAKSIMUM (ENDEN AF DE
LODRETTE STREGER). SMA OG STORE BOGSTAVER ANGIVER STATISTISKE FORSKELLE HEN-
HOLDSVIS DAG O OG DAG 29, IDET KUN GRUPPER DER INGEN BOGSTAVER HAR TILFALLES
ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGE. EN ASTERISK ANGIVER EN SIGNIFIKANT FORSKEL MELLEM
DAG O OG DAG 29 FOR DEN PAGALDENDE GRUPPE.

Ved forsogets afslutning var antallet af nymfer af slorvingen Amphinemura
standfusst, som forvandledes til voksne, signifikant sterre i de ueksponerede
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render (kontrol) sammenlignet med de pyrethroid eksponerede render (tabel
3.5). Ligeledes forvandledes signifikant flere individer i render der blev ek-
sponeret med 1 puls sammenlignet med render der blev pulseksponeret 2 eller
4 gange. Der var dog ingen forskel mellem render, der blev pulseksponeret
hhv.2 og 4 gange.

TABEL 3.5 ANTAL EXUVIER AF SLGRVINGER (AMPHINEMURA STANDFUS-
S1) SIDDENDE PA VAGGENE AF STROMRENDERNE OVER VANDOVERFLA-
DEN, REPRASENTERENDE SUCCESFULDT KLAKKEDE NYMFER. ANGIVET
MEDIAN, MIDDELVARDI OG S.D. FOR HVER AF DE 4 BEHANDLINGER
(N=3). MIDDELVARDIER MARKET MED FORSKELLIGT BOGSTAV ER SIG-
NIFIKANT FORSKELLIGE (T-TEST, P<0,01).

Behandling Median Middel S.D.
Kontrol 63 68 8
1 puls 38 36° 2
2 pulse 12 16¢ 5
4 pulse 13 16¢ 4

Under og umiddelbart efter eksponeringerne med pyrethroid blev der for en
reekke taxa fundet en markant forhgjet drift ud af renderne sammenlignet med
de ueksponerede render (kontrolrender), se figur 3.16. Saledes driftede ved
forste eksponering ca. 300 gange sd mange G. pulex og L. digitata/fusca, 120
gange s mange A. standfussi og 15-30 gange sa mange B. rhodani, Tanypodi-
nae og Hydrachnidia ud af de med pyrethroid eksponerede render sammen-
lignet med kontrolrenderne (t-tests, p<0,025). Ved de efterfolgende ekspone-
ringerne driftede ligeledes signifikant flere individer af G. pulex, L. digi-
tatalfusca, A. standfussi, B. rhodani og Tanypodinae ud af de eksponerede ren-
der sammenlignet med de ueksponerede render (p<0,025). Der driftede dog
relativt feerre individer ud som folge af de gentagne pyrethroid eksponeringer,
idet bestandene i1 renderne allerede var blevet vaesentlig udtyndet den for-
ste/forudgaende eksponering. Blandt de mindre individrige grupper viste ogsa
billen Oreodytes sanmarki og Simuliidae (kveegmyg) signifikant forhgjet drift-
rate ved forste pyrethroid eksponering, og den ferst naevnte forekom stort set
ikke ved de efterfolgende eksponeringer. Til gengeeld var individrige taxa som
Orthocladiinae og Chironomini tilsyneladende upavirkede af pyrethroid ek-
sponeringerne (t-tests, p>0,05; data ikke vist).

Tabet af individer af de nevnte taxa i forbindelse med eksponeringerne blev i
et vist omfang kompenseret via drift ind i renderne med det indpumpede vand
fra Lemming Bak (Tabel 3.6). Denne drift udviste et tydeligt degnmenster
for flere taxa, idet driftraten (drift pr. time) var signifikant forgget i natteti-
merne hos G. pulex, B. rhodani, L. digitata/fusca, Simuliidae og Tanypodinae
(t-test, p<0,05).
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FiGur 3.16. DRIFT AF MAKROINVERTEBRATER UD AF STRGMRENDERNE | FORBINDELSE

MED EKSPONERING MED HHV. 1 (N=9), 2 (N=6), 4 (N=3) 0G INGEN PULSE (N=12). MALT
OVER 90 MIN UNDER EKSPONERING + 120 MIN EFTER DENNE.

TABEL 3.6 DRIFT AF MAKROINVERTEBRATER IND | FORS@GSRENDERNE | LEMMING HHV. OM
DAGEN OG NATTEN. ANGIVET GENNEMSNIT OG SD OG P-VARDI FOR FORSKEL MELLEM DAG-
OG NATDRIFT (PARRET T-TEST, N=3).

Dag Nat

Taxa Gns. SD Gns. SD p-vaerdi
Hydrachnida 62 13 o o 0,022
Asellus aquaticus 5 3 1 1 NS
Gammarus pulex 6 1 262 51 0,018
Baetis rhodani 25 4 139 10 0,004
Leptophlebiidae o o 7 4 NS
Amphinemura standfussi 26 3 81 13 NS
Leuctra fusca/digitata 13 3 191 15 0,003
Elmis aenea 3 1 4 3 NS
Simuliidae 7 o 13 1 0,007
Tanypodinae 4 2 114 9 0,002
Orthocladiinae 131 49 293 37 NS
Chironomini 15 13 25 10 NS
Tanytarsini 2 2 5 3 NS
Chironomidae (pupper) 2 1 24 7 NS

3.2.2 Stofomsatning

Omsetningen af blade, malt som vagttab i de udlagte bladpakker, var ikke
forskellig mellem forsggsrenderne umiddelbart for forste eksponering (dag 0)
med pyrethroid, og veegttabet udgjorde pa dette tidspunkt ca. 32 % (Figur
3.17). Ved forseggets afslutning (dag 29) var PK (vegttab=62 %) signifikant
hejere end P2 (veegttab=55 %, p=0,046) og P4 (vaegttab=52 %, p=0,001),
men ikke forskellig fra P1 (vaegttab=58 %, p=0,19), ligesom vegttabene i 1,
P2 og P4 ikke var indbyrdes forskellige. Sammenlignes omsaetningsraterne i
perioden fra dag O til dag 29, resulterede fire gentagne pulse siledes i en mar-
kant reduktion af bladomsetningen pa 33 %, mens to pulse forte til en reduk-
tion pa 23 % i denne periode. I alle grupperne var vegttabet storre pa dag 29
end pa dag 0 (p<0,001).
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Algebiomassen pa sten, malt som klorofyl-a, var ca. 21 mg m” i forsegsren-
derne umiddelbart for forste eksponering (dag 0) med pyrethroid (Figur
3.17), og der var ingen forskel mellem grupperne. Algebiomassen var 29 dage
efter forste eksponering naesten fordoblet til ca. 39 mg klorofyl-a m”, og der
kunne heller ikke pa dette tidspunkt pavises nogen forskel mellem de enkelte
behandlinger.
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FIGUR 3.177. VEGTTAB FRA UDLAGTE BLADPAKKER OG ALGEBIOMASSE MALT SOM KLORO-
FYL-A PA STEN | FORS@GSRENDERNE | LEMMING, HENHOLDSVIS F@R (HVID=DAG O) OG
EFTER (GRA=DAG 29) GENTAGNE QO-MINUTTERS PULSEKSPONERINGER FOR LAMBDA-
CYHALOTHRIN. PK=kONTROL, P1=1 PULS, P2=2 PULSE OG P4=4 PULSE. SMA OG STORE
BOGSTAVER ANGIVER STATISTISKE FORSKELLE HENHOLDSVIS DAG O OG DAG 29, IDET KUN
GRUPPER DER INGEN BOGSTAVER HAR TILFALLES ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGE. EN ASTE-
RISK ANGIVER EN SIGNIFIKANT FORSKEL MELLEM DAG O OG DAG 29 FOR DEN PAGAL-
DENDE GRUPPE. GENNEMSNIT£SEM (N=15) ER ANGIVET.

3.3 EFFEKTER PA OVERLEVELSE, VEKST, REPRODUKTION OG STOFOMSATNING
HOS GAMMARUS PULEX | LABORATORIET

3.3.1 Betydningen af pulsvarighed og interpulsvarighed for overlevelse og stof-
omsaetning hos Gammarus pulex

I kontrolgruppe B blev der midtvejs i forsegsperioden observeret en pludselig,
markant forhgjet dedelighed i 4 af de 10 akvarier, hvilket skyldtes et fuldsten-
digt opher af lufttilfersel. Resultaterne for de ovrige 6 akvarier svarede til for-
lgbet for kontrolgruppe C, og det blev besluttet at anvende gruppe C som
kontrol for alle de gvrige grupper, da denne gruppe havde veeret handteret fire
gange med to dages mellemrum, hvilket vurderedes at give maksimalt handte-
ringsstress. Resultaterne for gruppe B praesenteres saledes ikke.

Generelt var dedeligheden hej i alle grupperne, inkl. kontrolgruppen (Figur
3.18). Det var derfor vanskeligt at pavise statistisk signifikante forskelle mel-
lem grupperne, ligesom det var vanskeligt alene at tilskrive den observerede
dedelighed til de forskellige behandlinger. Overlevelsen i 15 akvivalentekspo-
nerede grupper var dog i alle tilfzelde signifikant lavere end i kontrolgruppe C
ved forsggets afslutning pa dag 38, mens det ikke var muligt at skelne de ek-
sponerede grupper fra hinanden. Der var dog visse ikke-signifikante tenden-
ser, der stemmer overens med tilsvarende tendenser for omsatningen af elle-
bladene (se nedenfor), og disse praesenteres derfor i det folgende.



Overlevelsen ved forsegets afslutning er opsummeret i tabel 3.7. Kontrol-
gruppens overlevelse var 44,5%, og selv om de ikke var indbyrdes signifikant
forskellige, kan de eksponerede grupper overordnet set inddeles i 3 grader af
pavirkning:

e Moderat reduceret overlevelse: R (13,0%)
e  Markant reduceret overlevelse: F, Q, O, I, E, P, N, M (4,0-7,5%)
e Nesten ingen overlevelse: H, |, K, L, G, D (0,0-1,0%)

I tabel 3.7 og figur 3.18 er dette angivet med farvekoder, og felgende tenden-
ser kan fremhaeves ved sammenligning af de skvivalente eksponeringer:

e Dgdeligheden var hejere ved kortvarige pulse med hgj koncentration
end ved lengerevarende pulse med lavere koncentration

e For en given kombination af eksponeringskoncentration og pulsantal
gjaldt generelt, at dedeligheden steg med faldende interpulsvarighed
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Ficur 318 OVERLEVELSE HOS G. PULEX £KVIVALENTEKSPONERET FOR LAMBDA-
CYHALOTHRIN. BOGSTAVERNE REFERERER TIL GRUPPENAVNENE | TABEL 2.5 OG FIGUR 2.4.
DE FARVEDE OVALER VED FORS@GETS AFSLUTNING ANGIVER TENDENSER TIL FORSKELLE
MELLEM GRUPPERNE.
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TABEL 3.7. OVERLEVELSE VED FORS@GETS AFSLUTNING, SORTERET EFTER FALDENDE
OVERLEVELSE, OG HASTIGHEDEN HVORMED SLUTOVERLEVELSEN NAS. BOGSTAVERNE
REFERERER TIL GRUPPENAVNENE | TABEL 2.5, MENS FARVEKODER ER FRA FIGUR 318

Grup- Koncentra- Pulsvarighed  Antal Interpuls- Overlevelse
pe tion ( pPoL (min) pulse varighed (dage) (%, gns=SEM)

R 0,05 180 4 8 13,0 + 2,8

Omsatningen af elleblade over hele forsegsperioden fremgar af figur 3.19.
Allerede under den 7 dage lange konditionering forekom der et veegttab pa
0,81 g (gruppe X), mens yderligere 0,14 g blev tabt i den efterfelgende uge i
de eksperimentelle enheder uden dyr (forskellen mellem grupperne A og X). I
kontrolgruppe C omsatte dyrene blot yderligere 0,20 g (forskellen mellem
grupperne C og A). Der blev ikke fundet statistiske forskelle mellem grupper-
ne C-R, men der var, som det fremgar af figur 3.19, en vis overensstemmelse i
forhold til de ovenfor beskrevne tendenser for dedelighed, og reekkefolgen af
grupperne i tabel 3.7. Saledes var omsaetningen af elleblade hejest i kontrol-
gruppe C, mens bladomsatningen generelt faldt med stigende eksponerings-
koncentration.

Bladtab (g)

X A CRNQZFJ E L HMOK I DG P

Gruppe
FIGUR 3.19. OMSATNING AF ELLEBLADE HOS G. PULEX AKVIVALENTEKSPONERET FOR
LAMBDA-CYHALOTHRIN, SORTERET EFTER FALDENDE OMSATNING. BOGSTAVERNE REFERE-
RER TIL GRUPPENAVNENE | TABEL 2.5, MENS FARVEKODERNE FRA FIGUR 3.18 ER ANVENDT.
X: BLADTAB UNDER DEN 7 DAGE LANGE KONDITIONERING. A: BLADTAB UNDER HELE FOR-
S@GET, INKL. KONDITIONERINGSPERIODEN. VANDRETTE STREGER ANGIVER NIVEAUER FOR

X oG A.



3.3.2 Effekter af gentagne pyrethroidpulse p4 reproduktion hos par af Gamma-
rus pulex

Der blev for ingen af de malte parametre observeret signifikante forskelle mel-
lem de to kontrolgrupper A og B, og selve hdndteringsproceduren i forbindel-
se med eksponeringerne pavirkede sdledes ikke resultaterne.

3.3.2.1 Owerlevelse hos hunnerne

Overlevelsen af hunner gennem forsegsperioden fremgar af figur 3.20. I for-
hold til kontrolgrupperne A og B, blev en markant forgget dedelighed obser-
veret i grupperne J og K, mens der var en tendens til foroget dedelighed i
gruppe H. Endvidere blev der fundet signifikante forskelle mellem grupperne
H og ], samt grupperne I og J. Selv om det ikke var muligt at finde yderligere
signifikante forskelle, var der dog tydelige tendenser, der beskrives nedenfor.
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S 80 B:0LgL™ 4pulse
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E 0] —_— e C:0,050g L™, 1puls
= I D: 0,05 g L™, 2 pulse
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b= 50 | G:0,10g L% 2 pulse
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2
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20 A
10 1 — 1
J:0,20g L™, 2 pulse
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Tid (dage)

Fic. 3.20. OVERLEVELSE HOS HUNNERNE GENNEM EKSPONERINGSPERIODEN (EKSPONE-

RINGER DAG O, 2, 4 OG 6) OG DEN EFTERFOLGENDE REPRODUKTIONSPERIODE INDTIL

DAG 44. N=11 1 HVER GRUPPE.

Sammenlignes grupperne inden for hvert koncentrationsniveau observeredes
en tydelig tendens til positiv sammenhang mellem antallet af pulse og den
observerede dedelighed ved forsggets afslutning: C<D<E, F<G<H, og
I<J=K. Ved den hgjeste koncentration, 0,2 Lig L, var 2 pulse dog tilstreekkelig

til at sla neesten alle dyrene ihjel, og der opnédedes derfor ingen yderligere ef-
fekt ved 4 pulse.

Resultaterne muligger desuden folgende sammenligninger af sekvivalente ek-
sponeringer, hvor koncentrationxantal pulse=konstant:

e D (0,05ugL", 2 pulse) og F (0,1 ug L, 1 puls), hvor dedeligheden
var ens i de to grupper.

e E (0,05ugL", 4 pulse), G (0,1 ug L', 2 pulse) og I (0,2 ug L', 1
puls), hvor dedeligheden var ens i de tre grupper.

e H (0,1 ug L7, 4 pulse) og] (0,2 ug L, 2 pulse), hvor dedeligheden i
gruppe J var markant hgjere end i gruppe H.
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For sammenligningerne D-F og E-G-I var eksponeringerne séledes tilsynela-
dende akvivalente, saledes at dobbelt s mange eksponeringer ved halv kon-
centration gav samme effekt som én eksponering med ”fuld” koncentration.

For sammenligningen H-J observeredes tilsyneladende en overskridelse af en
teerskel 1 gruppe J, hvor restituering ikke leengere var mulig.

3.3.2.2 Owerlevelse hos hannerne

Overlevelsen af hanner i lobet af forsegets forste 10 dage, indtil de efter endt
parring blev taget fra hunnerne, fremgar af figur 3.21. I forhold til kontrol-
grupperne A og B, blev en markant foreget dedelighed observeret i grupperne
J og K, mens der var en tendens til foreget dedelighed i grupperne G og H.
Endvidere blev der fundet signifikante forskelle mellem grupperne I og J. Selv
om det ikke var muligt at finde yderligere signifikante forskelle, beskrives tyde-
lige tendenser nedenfor.

Sammenlignes grupperne inden for hvert koncentrationsniveau observeredes
folgende pa dag 10: C=D=E, F<G=H, og I<J=K. Der var séledes for de to
hgjeste koncentrationer samme tendens, som hos hunnerne, nemlig at antallet
af pulse havde betydning for den observerede dedelighed ved forsogets afslut-
ning, idet 1 puls resulterede i lavere dedelighed end 2 eller 4 pulse.

Resultaterne muligger folgende sammenligninger af ekvivalente eksponerin-
ger, hvor koncentration x antal pulse = konstant:

e D (0,05ugL", 2 pulse) og F (0,1 ug L, 1 puls), hvor dedeligheden
var ens 1 de to grupper.

e E (0,05ugL’", 4 pulse), G (0,1 ug L', 2 pulse) og I (0,2 ug L', 1
puls), hvor der ikke var et tydeligt monster 1 dedeligheden.

e H (0,1 ug L7, 4 pulse) og] (0,2 ug L, 2 pulse), hvor dedeligheden i
gruppe J var markant hgjere end i gruppe H.

A:00g LY 1 puls
B:0CgL™ 4pulse

D: 0,05 gL"% 2 pulse
E: 0,05 g L™ 4 pulse
C:0,05Cg LY 1 puls
F:0,10g L™ 1 puls
1:0,20g L™ 1 puls

100

90 -

80

70 A

G:0,1gL? 2 pulse
60 g p

H:0,1Cg L™ 4 pulse
50 A
40

30 A

Overlevelse af hanner (%)

20 A

J:0,2 g L™, 2 pulse

10 1 K:02gL? 4pulse

001 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tid (dage)

Fic. 3.21. OVERLEVELSE HOS HANNERNE GENNEM FORS@GETS FORSTE 10 DAGE (EI(SPO-
NERINGER DAG O, 2, 4 OG 6), INDTIL DE EFTER ENDT PARRING BLEV TAGET FRA HUNNER-
NE. N=11 | HVER GRUPPE.



Med det forbehold, at der er tale om et begrenset antal dyr, n=11, vurderes
sammenligningerne D-F og E-G-I at veere tilneermelsesvist @kvivalente, mens
der for sammenligningen H-J tilsyneladende observeredes en overskridelse af
en terskel i gruppe J, hvor restituering ikke leengere var mulig.

3.3.2.3 Pardannelse og reproduktion
Antallet af par og unger produceret gennem forsggsperioden fremgar af figur
3.22, og centrale parametre er opsummeret i tabel 3.8.

Som det fremgér af det overordnede tidsforleb i figur 3.22, faldt antallet af
par i kontrolgrupperne A og B ilebet af forsogets forste 6 dage, efterhanden
som disse par feerdiggjorde parringen. Samtlige eksponeringer med pyrethroid
forarsagede konsekvent, at parrene slap hinanden i lebet af eksponeringsperi-
oden, mens kontrolparrene ikke blev forstyrret af handteringen. Efter endt
eksponering gendannedes en del af parrene, pa neaer i grupperne J og K, hvor
pargendannelsen stort set opherte, og langt hovedparten af dyrene dede i lo-
bet af de efterfolgende dage (Fig. 3.20 og 3.21). Enkelte par i grupperne D, E
og F blev tilsyneladende forsinket i deres parring, men pa dag 10 blev der ikke
leengere observeret par, og der blev ikke fundet forskelle mellem grupperne pa
tiden til sidste dag i par (Tabel 3.8).

Mens henholdsvis 9 og 8 hunner reproducerede sig i de to kontrolgrupper, A
og B, var antallet af reproducerende hunner signifikant reduceret i grupperne
H, J og K (Tabel 3.8). Med udgangspunkt i, at der er tale om et begrenset
antal hunner (n=11), vurderes alle eksponerede grupper pa nar gruppe C,
hvor 7 hunner reproducerede sig, at udvise tendenser til et reduceret antal
reproducerende hunner.

Hunnerne fra de to kontrolgrupper A og B frigav deres unger meget synkront
pa dag 27, efter en gennemsnitlig inkubationstid pa 25 dage, og der blev ikke
fundet forskelle i inkubationstid mellem grupperne (Tabel 3.8). I alle ekspo-
nerede grupper, pa naer gruppe F, blev en reduktion i antallet af unger pr.
gruppe observeret. I grupperne ] og K blev der ikke observeret unger, hvilket
skyldes, at alle hunnerne var dede dag 6. I gruppe H blev der heller ikke ob-
serveret unger, selv om 3 ud af 11 hunner overlevede indtil forsegets afslut-
ning. Det fremgar af figur 3.22, at der is@r i grupperne D, E og F var enkelte
hunner, der frigav deres unger senere end i kontrolgrupperne, hvilket stemmer
overens med ovennaevnte forsinkelse af parringen for enkelte par i disse grup-
per.

Som nzvnt ovenfor faldt antallet af unger pr. gruppe markant i alle ekspone-
rede grupper, pa ner i gruppe F. I denne gruppe fik 2 ud af de 5 reproduce-
rende hunner et stor antal unger (23 og 30). Blandt forsggets gvrige hunner
blev kun hos én yderligere hun (tilherende gruppe A) observeret et antal un-
ger over 20. Der blev dog ikke fundet forskelle mellem grupperne pa det gen-
nemsnitlige antal af unger pr. reproducerende hun (Tabel 3.8).

Ungernes levedygtighed blev evalueret ved at registrere deres overlevelse 14
dage efter frigivelsen fra hunnerne (Tabel 3.8). Mens det overlevende antal
unger i grupper C, D, E, G og I var reduceret i forhold til kontrolgrupperne A
og B, var der ingen forskelle pd den procentvise overlevelse i kuldene fra de
reproducerende hunner.
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TABEL 3.8. OPSUMMERING AF MALTE PARAMETRE FOR REPRODUKTION HOS PAR AF
VOKSNE GAMMARUS PULEX PULSEKSPONERET FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. DER BLEV
ANVENDT 11 PAR | HVER AF 11 GRUPPER. DER BLEV ANVENDT TO KONTROLGRUPPER, A
OG B, DER GENNEMGIK EKSPONERINGSPROCEDUREN HENHOLDSVIS 1 OG 4 GANGE FOR
AT UNDERS@GE EFFEKTEN AF HANDTERINGEN ALENE. EN ASTERISK (*) ANGIVER EN
SIGNIFIKANT FORSKEL | FORHOLD TIL KONTROLGRUPPE A.

Gruppe Konc. Antal pulse Reproducerende hunner  Inkubationstid
(vg L Antal  Sidste dag i par (dage)
A o 1 9 2,3+£0,4 25,0 £ 0,5
B ) 4 8 1,8 £ 0,7 25,3 +1,0
C 0,05 1 7 2,7+0,8 24,6 £1,4
D 0,05 2 3 3,3+£1,3 27,3+1,0
E 0,05 4 5 5,0 £ 0,7 250+1,8
F 0,1 1 5 4,0 £ 0,8 24,6 £ 0,9
G 0,1 2 3 2,0+1,2 25,7 +1,5
H 0,1 4 o* - -
I 0,2 1 4 3,0+1,0 25,5+ 1,7
) 0,2 2 o* -
K 0,2 4 o* - -
Gruppe Antal unger Overlevelse af unger efter 14 dage
Pr. grup-  Pr. reproduce- Pr. gruppe Pr. kuld fra re-
pe rende hun producerende
hun
A 104 11,6 £ 2,0 88 84,6 + 4,0
B 105 13,1+ 1,3 94 88,1 £ 4,1
C 51%* 7,3+1,7 37% 65,2 £ 10,2
D 27% 9,0 3,8 19% 81,3 £13,0
E 39% 7,8 2,4 3% 54,9 £19,7
F 83 16,6 + 4,3 69 82,6 +3,9
G 28% 9,3+1,2 23% 84,5+10,8
H o* - - -
| 20% 5,0 £ 1,5 9* 54,0 £17,7
] o* - - -
K o* - - )
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FIG. 3.22. ANTAL PAR OG UNGER PRODUCERET GENNEM EKSPONERINGSPERIODEN (EK-
SPONERINGER DAG O, 2, 4 OG 6, ANGIVET MED PILE) OG DEN EFTERF@LGENDE REPRO-
DUKTIONSPERIODE INDTIL DAG 44. ABNE CIRKLER ANGIVER ANTAL PAR, MENS LUKKEDE
CIRKLER ANGIVER ANTAL UNGER. N=11 PAR | HVER GRUPPE.

3.3.3 Effekter af gentagne pyrethroidpulse pa reproduktion hos populationer af
Gammarus pulex
Som tidligere nevnt var det primeaere formal med dette forseg at fa bedre

kvantitative data for produktionen af juvenile. Imidlertid var dedeligheden i
kontrolgrupperne A og B pa henholdsvis 90 og 89%, uden at en god forklaring
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pa dette er fundet. Dette betyder, at det er meget begrenset, hvilke yderligere
konklusioner, der kan drages i forhold til ovennavnte mere succesfulde forsog.
Derfor vurderes effekten af gentagne pyrethroidpulse pa reproduktionen hos
Gammarus pulex primert baseres pa forseget med par (afsnit 3.3.2).

3.3.3.1 Ovwerlevelse og reproduktion

Konsratioen (forholdet hanner/hunner) i de fire udvalgte forsegspopulationer
a 50 voksne dyr var 1,16£0,07 (gennemsnit£:SEM). Overlevelsen og antallet
af unger produceret er angivet i Tabel 3.9. Der blev ikke fundet forskelle mel-
lem antallet af overlevende voksne, og blot mellem 2,8 og 8,2% overlevede. I
forseget blev kun fundet ganske fa unger, og antallene sandsynligger, at blot
én reproducerende hun pr. population kan have frigivet ungerne. Antallet af
unger var reduceret for grupperne E, H, I, ] og K.

TABEL 3.9. OVERLEVELSE OG REPRODUKTION HOS POPULATIONER AF VOKSNE GAMMARUS
PULEX PULSEKSPONERET FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. DER BLEV ANVENDT § POPULATIO-
NER A 50 VOKSNE | HVER AF 11 GRUPPER. DER BLEV ANVENDT TO KONTROLGRUPPER, A OG
B, DER GENNEMGIK EKSPONERINGSPROCEDUREN HENHOLDSVIS 1 OG 4 GANGE FOR AT
UNDERS@GE EFFEKTEN AF HANDTERINGEN ALENE. EN ASTERISK (*) ANGIVER EN SIGNIFI-
KANT FORSKEL | FORHOLD TIL KONTROLGRUPPE A.

Gruppe Konc. Antal  Antal popu- Overlevelse af voksne Antal unger pr.
(vg LM pulse latio-ner Antal pr. % population
population
A o 1 5 5,0 10 13,4
B o 4 4 4.4 n 9,0
C 0,05 1 5 7.4 15 14,8
D 0,05 2 5 5,6 1 11,6
E 0,05 4 5 6,6 13 7,2%
F 0,1 1 5 8,2 16 14,4
G 0,1 2 5 6,8 14 11,2
H 0,1 4 5 4,0 8 6,6%*
| 0,2 1 5 4,6 9 6,0%*
J 0,2 2 5 4,2 8 5,0%
K 0,2 4 5 2,8 6 2,8%

3.3.3.2 Omscetningen af elleblade
Omsatningen af elleblade i forseget er vist i tabel 3.10. Der blev ikke fundet
forskelle mellem grupperne.

TABEL 3.10. OMSATNINGEN AF KONDITIONEREDE ELLEBLADE HOS POPULATIONER AF
VOKSNE GAMMARUS PULEX PULSEKSPONERET FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. DER BLEV
ANVENDT §5 POPULATIONER A 50 VOKSNE | HVER AF 11 GRUPPER. DER BLEV ANVENDT TO
KONTROLGRUPPER, A OG B, DER GENNEMGIK EKSPONERINGSPROCEDUREN HENHOLDS-
VIS 1 OG 4 GANGE FOR AT UNDERS@GE EFFEKTEN AF HANDTERINGEN ALENE. EN ASTERISK
("”") ANGIVER EN SIGNIFIKANT FORSKEL | FORHOLD TIL KONTROLGRUPPE A.

Gruppe Koncentration (pg L") Antal pulse Veegttab under forsgget (g)
A o] 1 0,869 + 0,033
B o 4 1,156 £ 0,118
C 0,05 1 1,030 + 0,162
D 0,05 2 0,938 + 0,091
E 0,05 4 0,689 + 0,281
F 0,1 1 1,322 + 0,212
G 0,1 2 1,157 + 0,164
H 0,1 4 0,908 + 0,067
I 0,2 1 1,229 + 0,141
J 0,2 2 1,140 + 0,122
K 0,2 4 0,839 = 0,128




4 Diskussion

4.1 EFFEKTER AF GENTAGNE PULSEKSPONERINGER MED PYRETHROID PA SMADYR
I ET NATURLIGT VANDL@B

Forseg med direkte pulseksponering af vandleb med insekticider under natur-
lige forhold er f4, formodentlig bl.a. pa grund af forsegenes etiske aspekter.
Det kan saledes veere vanskeligt at forsvare at forgifte rigtige vandleb som led i
forseg, hvis det samtidig er ulovligt i forbindelse med landbrugs- og skovdrift.
Typisk har der veret tale om undersogelser 1 forbindelse med sproejtning af
skov eller plantager og de deri beliggende vandleb (fx Langer & Taylor 1974,
Peterson & Zitko 1974, Eidt 1975, Davies & Cook 1993). Ved vores forsog
var der til sammenligning kun tale om pavirkning af en meget begraenset del af
vandlebet og med en relativt lav koncentration over kort tid. Der kunne sale-
des ikke pavises umiddelbare effekter blot 100 m nedstrems for forsggsomra-
det.

Vores forsgg blev afviklet under relativt useedvanlige klimatiske forhold. Séle-
des var maj maned vasentlige koldere end normalt, hvilket ogsa medforte la-
vere temperaturer i vandlebet. Det skyldes, at vandlgbet primert modtager sit
vand fra meget overfladenzre grundvandsmagasiner og direkte overfladisk
afstremning. I sddanne tilfeelde vil der veere en teet sammenhang mellem
vand- og lufttemperaturen. Ogsa nedbersforholdene var usedvanlige, hvilket
resulterede i en for arstiden ekstrem stor afstremning omkring 2 uger efter
forste pulseksponering. Denne afstromning mé formodes at have medfert en
gget drift af makroinvertebrater ud af samtlige forsegsrender, ligesom den
formodentlig bidrog til foreget rekolonisering af renderne med makroinverte-
brater opstrems fra. Det er saledes velkendt. at drift af smadyr kan eges dra-
matisk i forbindelse med voldsomme afstromninger (se fx Brittain & Eikeland
1988). Desuden blev skillevaeggene mellem renderne overskyllet, saledes at en
utilsigtet udveksling af smadyr mellem naborender ikke kan udelukkes.

Selve forspgsbetingelserne var teknisk set ikke optimale. Skilleveeggene slutte-
de saledes ikke perfekt til bunden, hvilket forsteerkedes over tid og ikke mindst
som folge af den kortvarigt sterkt foregede afstromning. Under den forste
behandling med pyrethroid driftede der saledes store maengder dyr ud af den
ueksponerede rende, selvom der ikke blev pavist indhold af pyrethroid i den-
ne. Det er sdledes sandsynligt, at fx Gammarus pulex flygtede ind i denne fra
den tilstadende eksponerede rende og derefter lod sig transportere nedstrems
via drift. Det er sdledes ved laboratorie- og mesokosmosforseg vist, at Gam-
marus pulex bliver hyperaktiv (beveaeger sig markant mere end normalt) selv
ved en 10-100 gange lavere koncentration af pyrethroid end renderne blev
behandlet med, hvilket modsvarer et gget driftrespons under naturlige forhold
i et vandleb (Lauridsen & Friberg 2005, Norum et al. 2006).

Til gengeeld lykkedes det ret godt at ramme den enskede nominelle koncentra-
tion af lambda-cyhalothrin i de eksponerede forsegsrender. Tages der hejde
for, at der pga. stoffets hydrofobe egenskaber uvilkarligt vil forekomme ad-
sorption af pyrethroidet til bund og skillevaegge under passagen af renderne,
er en ’genfinding” pa 84 % af den nominelle koncentration meget tilfredsstil-
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lende. Renderne er derfor blevet eksponeret med stort set den forudsatte no-
minelle koncentration.

De potentielle &ndringer i rendernes artssammensatning gennem forsegspe-
rioden som folge af eksponeringen med 0, 1, 2 eller 4 pyrethroidpulse ma for-
ventes at afheenge af faktorer som (i) akut eller forsinket dedelighed, (ii) ad-
feerdsbetinget drift ud af renderne, samt (iii) efterfelgende rekolonisering, bl.a.
via drift af individer opstrems fra. Resultater fra et igangvaerende projekt un-
der Miljostyrelsens Pesticidforskningsprogram indikerer, at akut/forsinket de-
delighed forekommer hos flere af de arter, som forekom i Stavis A (Wiberg-
Larsen et al., in praep.). Ligeledes fandt vi under nervaerende laboratoriefor-
sog foroget dedelighed hos Gammarus pulex ved eksponering ved samme kon-
centration, se afsnit 4.3.1. Hvad angar adfeerdsbetinget drift bekreeftede vores
undersogelse 1 gvrigt tidligere studiers pavisning af en forhgjet drift i natteti-
merne (se fx Brittain & Eikeland 1988). Forklaringen pa den hgjere natdrift er
en gget aktivitet om natten, hvor praedationen fra fisk er nedsat, men hvor den
agede aktivitet ogsa medferer et storre tab til stremmen. Ud over tabet af in-
divider via drift kommer sendringer, som skyldes, at (iv) larver/nymfer af flere
insekter naturligt forvandledes til voksne inden for perioden. Modsat formo-
des der neppe at vaere sket nogen vasentlig rekolonisering (v) som folge af fx
voksne insekters eglaegning pa forsggstraekningen, idet evt. lagte &g — alene
pga. de lave vandtemperaturer — formodentlig ikke ville kunne have niet at
udvikle sig til individer, som ville kunne findes i preverne. Endelig (vi) er der
”eendringer”, som skyldes at visse taxa voksede til gennem perioden, og der-
ved 1 stigende omfang kunne registreres sidst i perioden (der blev anvendt
relativt stor maskevidde i Surbersampleren).

Mens det med det valgte forsegsdesign generelt ikke var muligt at male dede-
lighed, blev der pavist vaesentlige forskelle i driftrespons mellem de enkelte
taxa som felge af pyrethroidpulsene. Forgget drift blev saledes fundet hos
Gammarus pulex, Baetis rhodani, Heptagenia sulphurea, Leuctra fusca, Elmis
aenea, Agapetus ochripes og Tanypodinae, mens dette ikke var tilfeeldet hos
Hydracnidia, Limnius volckmari, Orthocladiinae, Tanytarsini, Chironomini og
Chironomidae-pupper. Specielt for Agapetus ochripes blev det direkte observe-
ret, at adskillige larver forlod deres huse og firede sig nedstrems fastgjort til en
spunden “livline”. Nogle af disse indgik derved i den maélte drift, mens andre
blev i renderne og sandsynligvis er dede efterfelgende. Forsinket dedelighed
efter pyrethroidpulse er sidledes dokumenteret under laboratorieforhold hos
Gammarus pulex (Mohlenberg et al. 2004) og visse insekter (Wiberg-Larsen et
al., in praep.). Foreget drift ved pulse med pyrethroidkoncentrationer i inter-
vallet 0,01-0,1 ugL.", dvs. som i nzrvaerende forseg, er tidligere pavist hos
Gammarus pulex, Asellus aquaticus, Baetis rhodani, Leuctra nigra og Stmulium
latigonium (Mehlenberg et al. 2004, Lauridsen & Friberg 2005, Beketov &
Liess 2008b, Rasmussen et al. 2008, Norum et al. 2010), en effekt som endda
for visse af arterne var til stede i op til 22-96 timer efter eksponeringen (Beke-
tov & Liess 2008b, Rasmussen et al. 2008). Ligeledes er forgget drift blevet
pavist hos Heptagenia sulphurea ved en 90 minutters puls med 0,1 ugl." py-
rethroid (Nerum et al. 2006). Hos Gammarus pulex, Leuctra nigra (en neer
sleegtning til L. fusca) og Simuliidae er der ligeledes fundet foreget drift ved 30
minutters pyrethroidpulse med koncentrationer i intervallet 0,1-10 ugL."
(Heckmann & Friberg 2005). Ved en 90 minutters puls med 5 pgL."' lambda-
cyhalothrin fandt Wiberg-Larsen & Nerum (2009) endvidere et tydeligt drift-
respons hos Tanypodinae, men et vaesentligt mindre respons hos Orthocladii-
nae og Tanytarsini, hvilket understgtter den ved naerverende undersogelse
fundne storre folsomhed hos Tanypodinae sammenlignet med de gvrige chi-



ronomiders. Til gengaeld fandt Wiberg-Larsen & Neorum (2009) markant
forhejet drift hos Hydrachnidia ved 5 ugl.", mens dette ikke var tilfzeldet ved
denne undersggelses vaesentligere lavere koncentration.

Som naevnt er studier, hvor hele vandleb er blevet eksponeret for insekticid-
pulse sjeldne. Et interessant eksempel er sprejtning med pyrethroidet per-
methrin af et tasmansk vandleb fra luften, hvor der blev beregnet en effekt-
koncentration under pulsen pa 0,1-0,5 ugl." (Davies & Cook 1993). Dette
medforte en 200 gange foregelse af driften og denne var signifikant foreget
over hele 8 dage. Specielt slervinger og degnfluer blev pavirket. Andre forsog
med direkte tilsetning til forsggsvandlebet er udfert med vaesentlig hojere
koncentrationer af pyrethroid og har derfor ikke overraskende medfert meget
markante effekter (fx Kreutzweiser & Sibley 1991).

Foreget drift er for flere arter udtryk for hyperaktivitet, en adfeerdsendring
som betyder at dyrene derved bliver mere udsatte for transport med strom-
men (Nerum et al. 2006, Neorum et al. 2010, Ngrum et al. 2011). For Gam-
marus pulex er det foreslaet, at dyrene sanser pyrethroidet og seger at flygte til
et ”refugium” (Liess 1994, Schulz & Liess 1999a, Norum & Bjerregaard
2003). For andre arter er den forggede drift snarere et udtryk for, at de via
den fysiologiske pavirkning bliver mindre gode til at holde sig fast og derfor
gar 1 drift (se Lauridsen 2002). Hyperaktivitet hos Gammarus pulex er fundet
ved koncentrationer ned til 0,01 ugl.", men ved koncentrationer over 1 ugl.”
er tilstanden hurtigt forbigaende og afleses af immobilisering og efterfolgende
ded (Nerum et al. 2010). Hyperaktivitet er ogsa pavist hos Heptagenia sulphu-
rea ved koncentrationer p4 0,1 pgl.”, mens immobilisering indtraf ved 1-10
ugl' (Nerum et al. 2010). Til gengzld er reduceret aktivitet fundet hos Leuct-
ra nigra ved helt ned til 0,001 pgl." (Norum et al. 2010), hvilket ogsa kan re-
sultere i gget drift, fordi dyrene har svaerere ved at modsta stremmen.

Drift i forbindelse med pulse betyder et ekstra fedeudbud for andre organis-
mer, fx fisk som erred, der netop tager en vaesentlig del af deres fode via drift.
Ved at spise de pesticidkontaminerede dede eller sveekkede invertebrater er
orrederne imidlertid i risiko for at blive negativt fysiologisk pavirket — i det
mindste forbigaende. Dette er sandsynliggjort i en tasmansk undersogelse
(Davies & Cook 1993).

Drift hos makroinvertebrater vides at kunne pavirkes af tilstedeveaerelsen af
praedatorer, fx fisk. Alene tilstedeveerelsen af duftstoffer fra preedatorerne kan
enten nedsatte eller foroge driften (Friberg et al. 1994, Wooster & Sih 1995,
MclIntosh & Townsend 1996). I mindre danske vandleb, hvor erred indtager
en central rolle i gkosystemet, og hvor grredpraedation er vist at kunne have
markant indflydelse pa populationer af Gammarus pulex (Andersen et al.
1993), kan driften af denne art veere undertrykt. Stavis A huser en relativt stor
grredbestand, hvor forsegsstreekningen var placeret. Det er derfor relevant at
vide, hvilket samspil der er mellem faktorer som pradator- og insekticidek-
sponering. Et enkelt studie (Schulz & Dabrowski (2001) har siledes vist storre
drift hos en degnflue ved eksponering for en sublethal koncentration af fenva-
lerat (0,2 pgl.-1) uden tilstedeveerelse af en fiskepraedator, end hvis denne var
til stede. Norum et al. (2006) fandt dog ingen sadan sammenhang hos Gam-
marus pulex, hvor effekten af lambda-cyhalothrin tilsyneladende helt over-
skyggede et evt. respons som folge af tilstedeveerelse af erred. Det er derfor
sandsynligt, at tilstedeverelsen af orred ikke har haft indflydelse pa de udferte
forseg i Stavis A.
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Til trods for de ikke optimale forsegsbetingelser (se ovenfor) kunne der pavi-
ses effekt af gentagne pulse med pyrethroid pa den samlede fauna og for en-
kelte taxa (fx Heptagenia sulphurea) pa den naturlige vandlgbsbund ved forsg-
gets afslutning, hvorimod blot en enkelt puls ikke medferte sidanne &endrin-
ger. Signifikante nedgange i bestandstaetheden som folge af pulseksponerin-
gerne kunne dog ikke pavises for dominerende taxa som Gammarus pulex,
Baetis rhodani og Limnius volckmari, nar disse blev testet hver for sig. Dette
tilsyneladende paradoks skyldes formodentlig, at testen pa hele samfundet af
smadyr sa at sige opsummerede @ndringer, som ikke statistisk lod sig pavise,
nar taxa handteredes enkeltvis.

Den paviste effekt af gentagne pulse pa bestanden af Heptagenia sulphurea var
at forvente, fordi denne art vides at veere folsom over for relativt lave koncen-
trationer af lambda-cyhalothrin (Nerum et al 2006) og havde desuden mar-
kant forhgjet drift i de pyrethroidbehandlede render (se ovenfor). Samtidig
pavirkes den formodentlig kun lidt af store afstremninger (via sin form og
adferd), hvilke ellers kunne have betydet en foreget rekolonisering af de ek-
sponerede render. Dette kan forklare, hvorfor der sas en tydelig nedgang i
bestandstaetheden for netop denne art og fx ikke for Gammarus pulex og Baetis
rhodani, som 1 langt hejere grad drifter under store afstromninger (fx Brittain
& Eikeland 1988).

Ogsa Limnius volckmart, som primert forekom som larver, indgar relativt
sjeeldent i drift, fordi larverne lever nedgravet i grus (Elliott 2008). Dette be-
kreeftedes ved denne undersogelse. Manglen pa effekt ved forsogets afslutning
hos denne skyldes derfor formodentlig, at den anvendte pyrethoridkoncentra-
tion ikke medferte nogen vasentlig overdedelighed. Wiberg-Larsen et al. (in
prap.) fandt siledes en L.C50 vardi pa >1,gl." efter en eksponering over 90
min.

Der blev pavist en effekt pa overlevelsen af en enkelt art, nemlig varfluen Aga-
petus ochripes. Dadeligheden hos denne under forpupningen var saledes dob-
belt sa stor ved 4 pulse sammenlignet med de ovrige behandlinger. Dette er
ikke overraskende, fordi netop puppestadiet ma anses for at vere et kritisk
tidspunkt i disse insekters livscyklus. Dette understettes af studier af forpup-
ningssuccesen hos en anden varflue Limnephilus lunatus (Schulz 1997, Schulz
& Liess 1999a).

I de udlagte bladpakker blev der ikke pavist &ndringer i artssammensatnin-
gen, som kunne relateres til forskelle i pulsbehandling. Til gengeeld forekom
der en signifikant generel foregelse af individantallet i bladpakkerne for de
dominerende taxa. Det sidste tyder p4, at koloniseringen af bladpakkerne var
relativt ufuldsteendig ved forsegets start, saledes at den efterfelgende kolonise-
ring helt overskyggede mulige effekter i forbindelse med eksponeringerne.
Dette stemmer udmerket overens med malingerne af veegttabet i bladpakker-
ne, som ved forseggets slutning var ganske betydeligt (i gennemsnit var kun
20% af biomassen tilbage). En vasentlig del af dette vaegttab skyldes formo-
dentlig omsatning via “iturivere”, og blandt disse endvidere primaert Gamma-
rus pulex, som dels forekom med en gennemsnitlig teethed pa 54 indivi-
der/bladpakke, dels via sin sterrelse vurderes langt mere effektiv end andre
potentielle iturivere som fx Leuctra fusca (og muligvis enkelte Orthocladiinae).
Forudsattes det saledes, at en ”gennemsnitlig” Gammarus pulex omsetter 2
mg elleblade dag” (beregninger baseret pa data fra Nilsson 1974, Maltby &
Crane 1994, Afimann et al. 2010), kraeves der en teethed pa minimum 32 in-
divider for at modsvare det fundne vagttab. Det ma endvidere antages, at



vandtemperaturen var tilstraeekkelig hej til at sikre en betydelig fodeomsatning
hos denne art. Det kan dog ikke udelukkes, at der ogsa har varet et vaesentligt
vaegttab som folge af simpel fysisk nedbrydning, ikke mindst pga. den for om-
talte store afstremning midtvejs 1 forsegsperioden.

Den hoje algebiomasse pa stenene umiddelbart for forste eksponering er et
helt naturligt feenomen. Det er saledes veldokumenteret, at specielt kiselalger
(som udgjorde hovedbestanddelen af algebiomassen) har et veldefineret mak-
simum i det tidlige forar, hvor tilgeengeligheden af silicium, der benyttes til
opbygning af algernes skaller, er stor, og hvor lysindstralingen er betydelig
umiddelbart for lovspring (se fx Kjeldsen 1996, Kjeldsen et al. 1999). Det ma
desuden antages, at de algeeedende makroinvertebrater pa dette tidspunkt ikke
via deres graesning var i stand til at folge med algernes vakst (algerne dannede
saledes millimeter tykke beleegninger pa stenene ved forsggets start). Det skyl-
des ikke mindst, at en af de mest betydende graessere i det pageldende vand-
lab, varfluen Agapetus ochripes, stod umiddelbart over for at skulle forpuppe
sig og dermed havde afsluttet sin vaekst. En méned senere var algebiomassen
reduceret betydeligt. Forklaringen er primeert, at lysindstralingen pa dette
tidspunkt var vaesentlig nedsat pga. beskygning fra de omgivende skovtreaeer,
selvom lysindstrilingen generelt var stigende pga. af leengere dage og solens
ggede hejde over horisonten. Dertil kommer ikke mindst, at der ma formodes
at have vaeret en betydelig afslidning af alger i forbindelse med den store af-
stremning midtvejs i perioden. Pa grund af disse to faktorers afgorende be-
tydning — muligvis kombineret med en vis mangel” pa effektive graessere -
var det ikke realistisk muligt at pavise effekter pa greesningen som folge af de
forskellige behandlinger med pyrethroid.

4.2 EFFEKTER PA BIODIVERSITET OG FUNKTION HOS SMADYRSSAMFUND | KUN-
STIGE VANDL@B

Den tekniske gennemforelse af forsggene 1 kunstige vandleb (stremrender)
vurderes at have varet vellykket. Der forekom ikke — som ved et tidligere pro-
jekt (Wiberg-Larsen & Neorum 2009) — nedbrud af pumperne eller andre
uheld. Ligeledes vurderes forskellene i vandfering mellem de enkelte render at
veere uden vaesentlig betydning. Endvidere lykkedes det ret godt at ramme den
egnskede nominelle koncentration af lambda-cyhalothrin i de eksponerede for-
sogsrender. Tages der hejde for, at der pga. stoffets hydrofobe egenskaber
uvilkarligt vil forekomme adsorption af pyrethroidet til bund og skillevaegge
under passagen af renderne, er en ’genfinding” pa 67 % af den nominelle
koncentration meget tilfredsstillende.

Der blev derudover foretaget en vellykket kolonisering af forsegsrenderne med
makroinvertebrater fra Lemming A. Sammensetningen af taxa i renderne
vurderes siledes at repraesentere et realistisk billede af den taxon sammensat-
ning, som forekommer i Lemming A. Ligeledes var teetheden af makroinver-
tebraterne i renderne sammenlignelig med, hvad der gennemsnitlig er fundet 1
ca. 800 danske vandlgbsstationer under NOVANA (baseret pd omregning af
individantal i sparkeprever under NOVANA programmet: Wiberg-Larsen,
upubliceret) og i forsegsrenderne i Stavis A. I forhold til tidligere og lignende
forseg med kolonisering af renderne i Lemming (Wiberg-Larsen & Norum
2009) var faunasammensztning i nervaerende forsgg mere realistisk, idet der
ved de tidligere forseg, som i gvrigt blev udfert om efteraret, forekom en ef-
terfolgende opformering af Tubificidae og Tanytarsini, som karakteriserer
slammede habitater. Der var siledes langt mere udbredt slamaflejring i ren-
derne ved de tidligere forseg. Ligesom ved de tidligere forseg forekom der ret
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betydelige bevoksninger af tradalger i samtlige render, men disse dannede ikke
som tidligere matter og eller bidrog til dannelse af slamflader. Desuden var der
for flere arters vedkommende forsgget igennem en ganske vaesentlig indvan-
dring til renderne via det indpumpede vand. Dette skyldtes i forhold til de
nevnte tidligere forseg, at der denne gang var en mere direkte indstremning
af vand fra Lemming Bk til pumpen, og at den del af invertebrater, som
mest udpraeget indgdr i driften, derved relativt let kunne kolonisere renderne.

Renderne fungerede derfor alt i alt bedre end tidligere og repraesenterede i
hejere grad forholdene i naturlige vandleb.

Tethederne af de enkelte arter har betydning, ikke mindst i forseg af nervee-
rende type, fordi der til stadighed foregar konkurrence mellem arterne og in-
den for disse. Denne konkurrence pavirkes potentielt ved pesticideksponering.
Eksempelvis er det sandsynliggjort, at reduceret individteethed hos den enkelte
art kan mindske den interne konkurrence, og derved ogsa mindske effekten af
pesticidet (Liess 2002).

De potentielle 2ndringer i rendernes artssammenszatning gennem forsggspe-
rioden som folge af eksponeringen med 0, 1, 2 eller 4 pyrethroidpulse athang
— ligesom forsoget i Stavis A - af faktorer som akut eller forsinket dedelighed,
adfeerdsbetinget drift ud af renderne, samt efterfolgende rekolonisering, bl.a.
via drift af individer opstrems fra. For sidst naevntes vedkommende bekreaefte-
de vores undersegelse i ovrigt tidligere studiers pavisning af en forhgjet drift 1
nattetimerne (se fx Brittain & Eikeland 1988). Dertil kommer @ndringer, som
skyldes at visse taxa vokser gennem perioden, og derved i sterre omfang blev
registreret sidst i perioden (fordi der blev anvendt relativt stor maskevidde i
Surbersampleren), samt at larver/nymfer af flere insekter forvandledes til
voksne inden for perioden. Derimod er der naeppe foregaet nogen vesentlig
rekolonisering som folge af fx voksne insekters @gleegning pa forsggstraeknin-
gen, alene fordi evt. lagte g kun har haft kort tid til at udvikle sig til individer,
som ville kunne findes i proverne. Eneste undtagelse kunne veere hurtigt vok-
sende dansemyg som fx Tanytarsini.

Pa rendernes sten-/grusbund blev der som folge af eksponeringerne med py-
rethroid fundet en tydelig effekt pa dels taxon sammens&tningen, dels antallet
af de dominerende arter Gammarus pulex og Amphinemura standfussi, idet ef-
fekten (undtagen for sidst neevnte) ggedes nir der blev eksponeret med mere
end én puls. For A. standfussi’s vedkommende klaeekkedes desuden faerre voks-
ne fra de render, der blev eksponeret med mere end én puls. Der var dog ikke
forskel pa, om faunaen og de naevnte arter pavirkedes med 2 eller 4 pulse. Til
gengeeld var der ingen effekt pd dominerende taxa som Baetis rhodant, Leuctra
Juscaldigitata og Chironomidae. Taetheden af L. fusca/digitata ogedes endda
gennem perioden, formodentlig fordi de sma nymfer (som enten “overlevede”
eksponeringerne eller rekoloniserede, se nedenfor) voksede til og dermed i
hejere grad blev tilbageholdt i den anvendte Surbersampler, som havde rela-
tivt stor maskevidde. Der blev ogsa flere Tanypodinae og Tanytarsini igen-
nem forsggsperioden, hvilket kan have samme arsag. Tl gengeld var der et
generelt fald i individtetheden af Chironomini, hvilket formodentlig primeert
skyldes kleekning af voksne individer. Der forekom séledes et ret stort antal
pupper i pregverne, ligesom gruppen synes at vere relativt upavirkelig af ek-
sponeringerne (ingen foreget drift, se nedenfor).

Bestands@ndringerne blev generelt understottet af de enkelte taxa’s driftre-
spons under og umiddelbart efter pulseksponeringerne. Siledes ggedes driften



af G. pulex og A. standfusst voldsomt, nar de blev udsat for pyrethroidpulse.
Dette var ogsa tilfeeldet for en reekke andre taxa, fx Hydrachnidia, B. rhodanz,
L. fusca/digitata og Tanypodinae, uden at dette respons som navnt ovenfor
medforte bestandsmessige @endringer. For B. rhodani’s vedkommende skyldes
det formodentlig, at der var en betydelig rekolonisering via det indpumpede
vand. Der blev dog ikke kun fundet vesentlig rekolonisering hos denne art,
men ogsa hos de andre taxa, som pavirkedes af pulseksponeringerne i form af
markant forhgjet drift ud af renderne, og som af denne arsag udviste en mar-
kant nedgang i individantal.

For nogle taxa blev effekten af pulseksponeringen tydeligst dokumenteret via
driften ud af renderne. Det gjaldt eksempelvis vandkalven Oreodytes sanmar-
ki1, som stort set blev elimineret ved forst eksponering, men som (formodent-
lig fordi den pga. sin hurtige svemning var i stand til at undslippe provetag-
ningen) kun i ringe grad blev fundet i Surberproverne for eksponeringen. Der
blev ligeledes fundet et signifikant driftrespons hos Simuliidae (kvegmyg).

Modsat udviste grupper af dansemyg som Orthocladiinae og Chironomini
intet forhgjet driftrespons ved eksponeringerne, tydeligvis en indikation pa at
de generelt er relativt tolerante over for pyrethroider (Wiberg-Larsen &
Norum 2009).

De fundne taxonspecifikke driftrespons var generelt de samme, som blev fun-
det ved forseget i Stavis A, og ved en reekke andre undersogelser (se referen-
cer og diskussion under afsnit 4.1).

Ogsa i bladpakkerne blev der fundet en klar effekt pa artssammensatningen af
gentagne eksponeringer, sammenlignet med kun en enkelt puls. Til gengeeld
blev der kun fundet lignende effekter pa antallet af A. standfussi og Asellus
aquaticus, mens der fx ingen effekt var for Gammarus pulex. Det var dog et
generelt fenomen, at individantallet 1 bladpakkerne var meget lille ved starten
af forsgget, og at antallet af individer generelt agedes markant gennem perio-
den. Det tyder pa, at 1 maned var for kort tid til at sikre en effektiv kolonise-
ring forud for eksponeringerne, fx for Gammarus pulex. Denne forsinkede
kolonisering kan delvis veere arsag til, at der kun kunne pavises relativt be-
skedne effekter af behandlingerne. Den stigende individteethed kan dog for
enkelte taxa (L. fusca/digitata og visse Chironomidae) ogsa forklares ved vakst
og deraf folgende bedre tilbageholdelse pa den anvendte sigte (relativt stor
maskevidde) under prevebearbejdningen.

Veagttabet hos de udlagte blade var ganske betydeligt gennem forsgget. Sale-
des var der i gennemsnit kun 40 % af biomassen tilbage ved forsegets afslut-
ning. En veesentlig del af dette vaegttab skyldes formodentlig omsatning via
”iturivere”. Der blev saledes i gennemsnit fundet ca. 25 iturivere pr. bladpak-
ke. Af disse var Gammarus pulex formodentlig den mest betydende alene pga.
dens storrelse sammenlignet med de langt mindre slervinger. Forudsattes det
(se under afsnit 4.1), at en Gammarus pulex omsatter 2 mg bladmateriale dag’
', svarer tabet af bladmateriale til tilstedevaerelsen af ca. 17 individer pr. blad-
pakke, hvilket stort set var tilfeldet i kontrolrenderne. Det er imidlertid tvivl-
somt, om den fundne effekt (reduktion) af gentagne eksponeringer pa omset-
ningen af blade kan forklares ved en reduceret teethed af Gammarus pulex.
Ganske vist var individteetheden signifikant mindst i render, der var behandlet
med 2 eller 4 pulse, men det var ogsa tilfeeldet for behandlingerne. Der kan
derimod muligvis vaere tale om reduceret eedeadferd hos de tilstedeveaerende
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individer. Til gengeeld var der en klar effekt af gentagne pulse pa tetheden af
A. standfussi, som er en potentielt betydende ituriver.

Algebiomassen pa sten blev forgget i samtlige forsegsrender gennem forsggs-
perioden. Dette var forventeligt, fordi renderne forst blev sat i funktion knapt
2 maneder for forste eksponering, og algerne derfor stadig var i en etablerings-
fase. Denne fase fortsatte derfor formodentlig gennem resten af forsggsperio-
den, hvor algerne samtidig blev udsat for mere lysindstraling, ligesom vand-
temperaturen ggedes. Gennem perioden har der formodentlig veeret en vis
graesning pa algerne. Saledes var teetheden af potentielle graessere (primeert
Baetis rhodani, Amphinemura standfussi og Orthocladiinae) i gennemsnit 3400
individer m” pa strygene, hvor algebiomassen blev malt (gennemsnit for samt-
lige render uanset behandling). Der blev imidlertid kun fundet signifikant
nedsat tethed af A. standfussi, hvorfor det ikke er overraskende, at der ikke
blev pavist forskel i algebiomasse mellem kontrolrender og de pythroidbe-
handlede render. Pulse med lambda-cyhalothrin har imidlertid potentielt ef-
fekt pa makroinvertebrater greesning pa bundlevende alger. Saledes paviste
Rasmussen et al. (2008) ved 0,1 ugl." og over en periode pa 10 dage reduce-
ret greesning i fler-arts-studier med naturrealistiske tetheder af Gammarus
pulex, Baetis rhodani, Heptagenia sulphurea og Ancylus fluviatilis, og hvor reko-
lonisering ikke var mulig. Ligeledes fandt Wiberg-Larsen & Nerum (2009)
under laboratorieforhold reduceret greesning over 14 dage hos H. sulphurea
som var blevet eksponeret for 90 min.’s pulse med hhv. 0,5 og 5 ugL."
lambda-cyhalothrin. Studier med andre insekticider har ligeledes vist en for-
ventet forogelse af biomassen af bundlevende alger, nar graesningstrykket fra
makroinvertebraterne reduceredes (Hose et al. 2003).

4.3 EFFEKTER PA OVERLEVELSE, VAKST, REPRODUKTION OG STOFOMSATNING
HOS GAMMARUS PULEX UNDER LABORATORIEFORHOLD

4.3.1 Betydningen af pulsvarighed og interpulsvarighed for overlevelse og stof-
omsatning hos Gammarus pulex

Undersogelsen af betydningen for overlevelse og stofomsaetning hos Gamma-
rus pulex af en reekke eksponeringsscenarier, med forskellige pulsvarigheder,
interpulsvarigheder, antal pulse og eksponeringskoncentrationer, men ved
fastholdt ekvivalenteksponering, bidrog generelt til at perspektivere og under-
stotte generalisérbarheden af projektets gvrige forsgg. Udbyttet af forsegene
var dog ikke optimalt. Dgdeligheden blandt kontroldyrene var siledes steerkt
forhgjet, hvilket muligvis skyldes uhensigtsmessig handtering af forsegsdyre-
ne efter indsamling og frem til udtagning af individer til forsggene. Desuden
blev dyrene indsamlet pa en lokalitet med meget konstante miljeforhold (stor
kilde), bl.a. en vandtemperatur, som er konstant lavere (8-9 °C) end den, som
blev anvendst i laboratorieforsggene (15 °C), hvilket kan have medfert et aget
stress og vantrivsel hos forsggsdyrene. Det betyder, at der ma forventes at
have varet en behandlingsuathaengig overdedelighed i forbindelse med py-
rethroideksponeringerne, hvilket utvivlsomt vanskeliggjorde pavisning af stati-
stisk signifikante effekter mellem behandlingerne.

Til trods herfor viste forseget entydigt, at der forekom en overdedelighed ved
eksponering for 1-flere pulse med koncentrationer af lambda-cyhalothrin pa
0,05, 0,1, 0,2 og 0,4 ugl.". Dette er delvist i overensstemmelse med egne tidli-
gere undersogelser (Wiberg-Larsen & Nerum 2009). Her reduceredes bevee-
gelsesadfeerden ganske vist hos individer af G. pulex, som blev eksponeret for



en enkelt 90 minutters puls af pyrethroidet i en koncentration pa 0,1 pgL.”,
mod slutningen af eksponeringen, men dyrene kom sig efterfalgende (dvs.
uden overdedelighed), hvorimod 93% af individer eksponeret over for 0,5
ugL." dede inden for 10 dage efter endt eksponering. Olsen (2009) fandt oget
dedelighed hos voksne individer, som ligeledes blev pulseksponeret i 90 min,
ved koncentrationer i intervallet 0,1-0,4 ug L"; ved den hojeste koncentration
overlevede stort set ingen individer. Derimod fandt Olsen ingen overdedelig-
hed ved 0,05 ug L. Denne mindre forskel i respons ved laveste koncentration
sammenlignet med naerverende forseg kan muligvis skyldes den generelt stor-
re “felsomhed” hos vores forsegsdyr (se ovenfor). For et andet pyrethroid,
esfenvalerat, er der pavist gget dedelighed ved 1-times pulse i intervallet 0,1-
0,6 uL." (Cold & Forbes 2004).

Samlet set indikerer de foreliggende resultater, at overlevelsen ved fastholdt
ekvivalenteksponering stiger med faldende eksponeringskoncentration, sti-
gende pulsvarighed og stigende interpulsvarighed, mens antallet af pulse ikke 1
sig selv synes at veere afgerende. Overlevelsen var dermed hejere, nar dyrene
udsattes for l&engerevarende pulse med relativt lave koncentrationer, end hvis
de blev udsat for kortvarige pulse med relativt hgje koncentrationer. Samtidig
var overlevelsen storre, hvis dyrene fik mere tid til at restituere mellem gen-
tagne pulse. Forggede effekter, hvis samme dosis blev givet over kort tid sna-
rere end over leengere tid, er ligeledes fundet af Schulz & Liess (2000), der
undersogte effekten af relativt lave eksponeringer med fenvalerat pa varfluen
Limnephilus lunatus.

Den generelt hgje dedelighed under forsggene havde ikke overraskende ind-
flydelse pa omsaetningen af elleblade, hvor der ikke kunne pavises statistiske
forskelle mellem behandlingerne. Der var dog tendenser som fulgte forskellene
i overlevelse, sdledes at de hardest ramte grupper ogsa havde den laveste om-
setning. Af andre forhold, der kan have bidraget til mangel pa statistisk signi-
fikante forskelle mellem stofomsaetningen hos ueksponerede og pyrethroidek-
sponerede individer, kan navnes, at tabet af bladmasse under konditionerin-
gen og den efterfelgende uge i forsegsakvarierne tilsyneladende var meget
variabelt, at variation i spiseligheden af de enkelte elleblade efter konditioner-
ingen kan have veret af betydning, nar dyrene 1 hvert akvarium kun blev til-
budt to blade ad gangen, og at en forskel i1 individsterrelse mellem grupperne
kan have haft betydning.

Forseget viste 1 gvrigt, at der naturligt forekom et meget betydeligt vaegttab
hos ellebladene under konditioneringen (ca. 25%). Vagttabet skyldes leekning
af let oploselige organiske forbindelser til vandfasen, hvilket er et velkendt
fenomen for Rod-El. Saledes fandt Pozo (1993), Taylor & Barlocher (1996)
og Braioni et al. (2001) leekning af samme storrelse, i sidstnevnte studie inden
for de forste 48 timer efter at ellebladene blev placeret i vand.

4.3.2 Effekter af gentagne pyrethroidpulse pé reproduktion hos par af Garmma-
rus pulex

Overlevelsen hos forsegsdyrene (kontrolgrupperne) var som udgangspunkt
bedre end i ovenstiende forseg (se 4.3.1). Dyrene blev sdledes indsamlet i et
andet vandlgb og handteret mere optimalt. Der blev trods dette kun fundet fa
statistisk signifikante forskelle mellem behandlingerne. T'endensen var dog
samlet set entydig, nemlig at der — inden for hver testet koncentration (0,05,
0,1 og 0,2 ugl.™") - var positiv sammenhang mellem dedelighed hos hunner og
antallet af pulse. Lignende tendens forekom hos hannerne ved de to hgjeste
koncentrationer. For hunnerne var tendensen desuden som i forsegget med
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overlevelse og stofomsatning, nemlig at dobbelt s mange eksponeringer med
halv koncentration medferte samme effekt som én eksponering med ”fuld”
koncentration.

Pardannelse hos Gammarus pulex og andre gammarider er styret af hunnernes
kenscyklus, og parring kan kun finde sted lige efter et hudskifte (Sutcliffe
1992). Kenscyklus athaenger af vandtemperatur og arstid. Pardannelsen varie-
rer fra 1 uge til ca. 1 maned og er negativt korreleret med temperaturen (Nils-
son 1977). I vores forseg medferte alle eksponeringer med pyrethroid uanset
koncentration, at parrene slap hinanden, hvorimod ueksponerede par forblev
sammen, og stort set kun ved 0,05 og 0,1 ugl." gendannedes parrene efterfol-
gende. Tilsvarende effekt blev fundet af Olsen (2009). Den reducerede over-
levelse — primeert hos hunnerne - pavirkede produktionen af unger, som var
markant mindre hos de pyrethroideksponerede par. Ved 0,2 ugl." var der
stort set ingen ungeproduktion. Og kun ved 0,1 pgl." var der tendens til, at
ungeproduktionen reduceredes med stigende antal pulse. Pyrethroid ekspone-
ringerne medferte saledes ingen reduktion i antallet af unger pr. hun. Dette er
1 god overensstemmelse med Olsen (2009), som ogsa fandt at reduktionen i
ungeproduktion primert var en funktion af en gget dedelighed hos hunnerne.
De overlevende eksponerede hunner producerede saledes ligesd mange unger,
som de der ikke blev eksponeret, og der var ingen forskel pa overlevelsen af de
producerede unger.

Der var en tendens til, at hunner udviste sterre felsomhed over for pyrethroi-
det end hanner. Noget tilsvarende blev fundet af Olsen (2009). Forklaringen
er formodentlig som foresldet af denne, at hunnerne er mindre end hannerne,
samt at hunner anvender en vasentlig maengde energi pa egproduktion. Min-
dre individer er teoretisk mere folsomme end storre, fordi de har sterre over-
flade/volumen forhold, hvilket begunstiger diffusionen af toksiske stoffer ind 1
dyrene. Og oget energiforbrug til 2gproduktion mindsker mangden af energi,
som kan anvendes til afgiftning.

Andre pyrethroiders effekt pa reproduktionen hos Gammarus pulex er under-
sogt (Cold & Forbes 2004). Siledes medferte 1 times eksponering med py-
rethroidet esfenvalerat i en koncentration pa 0,05 pgl.” en ojeblikkelig adskil-
lelse af parrene (som i nerverende forseg), frigerelse af seg/unger fra hunner-
nes “’rugepose”, samt efterfelgende forsinkelse af gendannelse af parrene og
reduceret reproduktion. Den nedsatte reproduktion beroede ligesom i nervae-
rende forseg, primeaert pa gget dedelighed, ikke pa en reduktion i antallet af
unger produceret pr. hun (Cold & Forbes 2004, Mghlenberg et al. 2004).

Moghlenberg et al. (2004) udferte ogsa forseg med gentagne (1, 2, eller 3) 1
times pulse med 0,1 pgL.” esfenvalerat — og 1 uge mellem pulsene - pa par-
ringsadferd og dedelighed hos Gammarus pulex. Der blev herved kun fundet
foreget dedelighed ved 3 pulse, hvilket harmonerer udmerket med vores re-
sultater.

De fundne effekter af enkeltstiende og gentagne pyrethroidpulse pa Gamma-
rus pulex’s reproduktion under laboratorieforhold, ma overfort til forholdene i
naturlige vandleb formodes at have vasentlig indflydelse pa artens populati-
onsdynamik. Der ma saledes forventes, at reproduktionen i forbindelse med
gentagne pulse er nedsat sammenlignet med enkeltstdende pulse.



4.3.3 Effekter af gentagne pyrethroidpulse pa reproduktion hos populationer af
Gammarus pulex

Dette forseg mislykkedes reelt, fordi dedeligheden i kontrolgrupperne var
uforholdsmeessig stor. Det medforte, at der ikke kunne pavises forskelle i de-
delighed mellem disse og de eksponerede grupper, ligesom stofomsatningen
ikke viste forskelle mellem grupperne overhovedet. Til gengeeld var ungepro-
duktionen signifikant reduceret ved 0,2 pgl.” og ved 4 pulse med 0,1 ugl.”.

4.4 SAMMENFATTENDE DISKUSSION
4.4.1 Scenarier for forekomst af 1-flere pyrethroidpulse i vandleb

Pesticider — herunder pyrethroider som det i vores forsgg anvendte lambda-
cyhalothrin — tilferes vandleb fra forskellige kilder. I forbindelse med sprejt-
ning af marker kan der ske vinddrift, hvorved stofferne afseettes pd vandover-
fladen, overfladisk afstremning og tilfersel via dreen i forbindelse med kraftige
nedbgrshaendelser, samt teoretisk en tilfersel via dybere liggende grundvand.
Dertil kommer afleb fra vaske- og spulepladser, hvis tanke og sprojter tommes
for rester og rengeres her. Sddanne handlinger er ikke lovlige, men udlednin-
ger vil i givet fald ogsd kunne veaere knyttet til kraftige nedbershendelser.

Blandt disse kilder vurderes tilfersel som felge af udvaskning fra de sprojtede
marker i forbindelse med efterfelgende regnhaendelser at have sterst betyd-
ning (fx Solomon et al. 1996, Styczen et al. 2003, Rasmussen et al. 2011a).
Dette giver anledning til de hgjeste koncentrationer af pesticider i vandlgbene
1 form af relativt kortvarige pulse. I danske vandleb (iseer pé lerjord) er dren
kombineret med makroporer utvivisomt den mest betydende transportvej
(Kronvang et al. 2003, Styczen et al. 2003). Direkte overfladisk afstromning
er derimod generelt af mindre betydning, idet markerne langs vandlgbene
normalt er lavtliggende, med ringe haeldning, saledes at kun ca. 3% af det dyr-
kede areal er i risiko for erosion (Kronvang et al. 2003).

Dette geelder formodentlig ogsa den 1 Danmark mest anvendte gruppe af in-
sekticider, pyrethroiderne, der i 2009 udgjorde 71 % af den samlede meaengde
solgte insekticider og hele 91 % af arealer behandlet med insekticider (Miljo-
styrelsen 2011). Disse stoffer er tungt opleselige i vand, men til gengzeld me-
get fedtopleselige, og bindes derfor hurtigt og steerkt til overflader af organisk
og mineralsk stof. De har sdledes en stor bindingsevne i forhold til mineraler
som kvarts, corundum (aluminiumoxid), kaolinit og montmorillonit (Hand et
al. 2001, Oudou & Hansen 2002). Derfor forsvinder stofferne hurtigt fra
vandfasen, og de er saledes vanskelige at méle ved tradionelle vandkemiske
undersegelser (Hill 1989, Hand et al. 2001). Blandt pyrethroiderne har
lambda-cyhalothrin (log K = 7) den starkeste bindingsevne (Oudou & Han-
sen 2002). Den steerke evne til at bindes til organisk og mineralsk materiale
betyder, at stofferne i stort omfang vil tilferes vandlebene bundet til partikler
(Ghadiri & Rose 1991). De vil dog kortvarigt kunne forekomme pa oplest
form i vandleb, hvis et kraftigt regnskyl indtreeffer straks efter udsprejtning.

Der foretages desverre ikke monitering af pyrethroider i vandlgbsvand i for-
bindelse med det nationale overvagningsprogram. Der foreligger derimod
resultater fra regionale undersogelser foretaget af de tidligere amter af et enkelt
pyrethroid, esfenvalerat. Dette stof blev herved fundet i over 30% af proverne
ved en undersggelse af tre sma ostjyske vandleb, som afvander landbrugsop-
lande (Wiggers 1999). I ca. 20% af preverne var koncentrationerne endda >
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0,1 ug L. Disse relativt hoje vaerdier blev alle malt i forbindelse med sterre
afstromningshandelser i maj-juni, hvor stofferne primaert udsprejtes. Det er
derfor overvejende sandsynligt, at der har varet tale om afstreomning fra sproj-
tede marker via draen. Det kan dog ikke udelukkes, at der i nogle tilfeelde har
veeret tale om ulovlige udledninger fra vaskepladser, hvilket i givet fald ogsa vil
give sig udtryk i forhgjede koncentrationer i forbindelse med regnskyl.
Lambda-cyhalothrin og andre nu anvendte pyrethroider har ikke veesensfor-
skellige egenskaber og anvendelse sammenlignet med det nu forbudte esfenva-
lerat. Det er derfor nerliggende at konkludere, at de koncentrationer af oplest
lambda-cyhalothrin, som vi har benyttet i vores forsgg, er miljomaessigt reali-
stiske for pyrethroider generelt.

I oplest form er pyrethroiderne — som allerede omtalt i indledningen — meget
giftige — med beregnede NOEC verdier i model-ferskvandsegkosystemer i in-
tervallet 0,002-0,01 pgl.-1 (review i Van Wijngarden et al. 2005). De har der-
udover en raekke markante sublethale effekter, hvilket vi klart har dokumente-
ret i neerverende undersggelse, og som understoettes af andre studier (se afsnit
4.1-4.3). Imidlertid har de ogsa en betydelig giftighed, selvom de er bundet til
partikler opslemmet i vandfasen (fx Hill 1989, Schulz & Liess 2001a, Schulz
& Liess 2001b, Maul et al. 2008), ligesom der er pavist negative effekter af
pyrethroider bundet til naturligt sediment pa vandlebsinvertebrater (Maund et
al. 2002, Friberg et al. 2003, Weston et al. 2004). Det har imidlertid ligget
uden for neerverende projekts rammer at undersoge effekten af pulse med
partikelbundet pyrethroid.

Men hvordan er sandsynligheden for at et vandleb inden for et givet ar eller
kortere periode tilfores 1-flere pulse af pyrethroid? Betragtes behovet for at
sprojte med insekticider, herunder pyrethroider, athaenger dette af risikoen for
veaesentlige angreb pé afgroderne. Pyrethroider anvendes til bekeempelse af
skadedyr pé et bredt udvalg af afgreder, men i praksis vil der oftest veere tale
om at bekeempe angreb af bladlus, som er vigtige skadedyr i korn (Nielsen
2009-2011). Saledes udger arealer med korn ca. 75 % af de samlede arealer
behandlet med pyrethroider (beregnet ud fra data fra Miljestyrelsen 2010).
Bladlusene indfinder sig typisk pa kornplanterne fra slutningen af maj til slut-
ningen af juni, mens opformering og dermed skader optraeder juni-juli (Plan-
teveern Online). Aarhus Universitets varslingstjeneste gor det muligt for den
enkelte landmand at vide, hvornar der er risiko for angreb, men det er derud-
over godt landmandskab selv at folge udviklingen pa egne marker. Det geelder
kort sagt om at sprgjte rettidigt 1 opstarten af et angreb. Ikke for tidligt sa blad-
lusene kan na at opformere sig igen og ikke for sent, fordi angrebene sa kan
vere svare at bekempe (Plantevaern Online). Vasentlige angreb af bladlus
(og andre skadedyr), som kraever bekempelse, forekommer ikke nedvendigvis
hvert ar, hvilket afspejles i forbruget af insekticider (se Miljgstyrelsen 2011).
Imidlertid viser ny undersogelser, at kun 3% af danske landbrugere anvender
Planteveern Online (Axelsen et al. 2012). Der er altsa stor risiko for, at der
reelt sprojtes mere end nedvendigt.

Men lad os fokusere pa det ideelle scenarie, hvor den enkelte mark i ar med
bladluseangreb kun sprojtes én gang. Forestiller man sig endvidere, at der er
angreb pa samtlige kornmarker inden for oplandet til et givet vandleb, og an-
tages det, at samtlige landmend sprejter deres marker ’synkront”, vil det ho-
jest kunne resultere i én markant puls, hvis det regner intenst umiddelbart
herefter over hele oplandet. Flere markante pulse kan derimod forekomme,
hvis de enkelte sprojtninger ikke foretages synkront, hvis der indtreeffer flere
kraftige regnskyl i perioden med asynkrone sprejtninger, og hvis regnen end-



videre falder meget ujeevnt inden for oplandet. Der kan selvfelgelig ogsa fore-
komme flere regnskyl efter bare én sprejtning, men kun det forste vil formo-
dentlig tilfore malbart, oplest pyrethroid, fordi det bindes til jorden og desu-
den undergdr nedbrydning. Bade kraftige og ujeevnt foreckommende regnskyl
er i gvrigt heendelser, som ma forventes i stigende grad under fremtidens @n-
drede klima (Christensen et al. 2006). Det skal i den forbindelse naevnes, at
Kattwinkel et al. (2011) forudsiger en vesentlig forogelse af savel forbruget
som tabet af insekticider til vandomrader i et fremtidigt eendret klima, specielt
1 Central- og Nordeuropa, dvs. altsa ogsa i Danmark. Kattwinkel et al. (2011)
vurderer endvidere, at det vil gge den gkologiske risiko i vandleb op til dyrket
land, samt gge andelen af vandleb som ikke vil opfylde god ekologisk status
(fra 6 til 19% 1 Skandinavien og baltiske lande). Modsat konkluderer Henrik-
sen et al. (2012) - baseret pé et fremtidigt klimascenarie og bestemte model-
forudsaetninger for transport via dreen - at der ikke er risiko for gget tilforsel af
lambda-cyhalothrin (og lignende insekticider) til vandleb, primeert fordi py-
rethroidet antages at bindes sa hérdt til jordpartikler, at det ikke udvaskes.
Holder denne forudsztning imidlertid ikke, kan der ske tab til vandlebene,
ligesom partikelbundet pyrethroid under alle omstendigheder kan transporte-
res til vandlebene, hvor det ogsa pa denne form har en vasentlig giftvirkning
(Maund et al. 2002).

Det opstillede scenarie af gentagne pulse med pyrethroid er ganske vist teore-
tisk, men efter vores vurdering ikke usandsynligt. Det er saledes pavist, at der i
forbindelse med sprojteseesonen kan forekomme gentagne pulse med forhgje-
de koncentrationer af adskillige pesticider med bare et par ugers mellemrum
(Rasmussen et al. 2011a).

Spergsmalet er imidlertid, om der er en ligefrem sammenheaeng mellem be-
handlingshyppighed og hyppigheden af (gentagne) pyrethroidpulse i vandla-
bene. Her er det vigtigt at erkende, at der alene pga. det varierende behov for
bekempelse af skadedyr vil veere betydelig variation i behandlingshyppighe-
den fra ar til 4r. Behandlingshyppigheden defineres som det antal gange arligt,
som de konventionelt dyrkede landbrugsarealer (A) i gennemsnit sprojtes med
den solgte maengde stof (F), forudsat at der anvendes en fastsat standarddosis
(D). Behandlingshyppigheden (BH) beregnes saledes ud fra formlen BH =
F/(A D). Behandlingshyppigheden beregnes for hele landet, men differentie-
res for hvert anvendt middel (fx kan den for lambda-cyhalothrin beregnes til
0,831 2009). Den kan derfor ikke umiddelbart anvendes ved vurdering af
risikoen for pavirkning af en gruppe af vandleb inden for et givet omrade, et
enkelt vandleb, eller en given straekning af et vandleb. Dertil kommer andre
forhold, som ger behandlingshyppigheden uegnet som miljeindikator (Kjeer et
al. 2007).

Uanset dette kan der s forventes en vis positiv sammenhaeng mellem behand-
lingshyppighed pa konventionelt dyrkede arealer inden for oplandet til et givet
vandleb og antallet af pulse af fx pyrethroider som forekommer i vandlebet?
Vi vil hevde, at det teoretisk set er muligt. Lykkes det nemlig ikke forste gang
at fa bugt med skadedyrene (fx fordi der er sprojtet for tidligt), kan der veere
behov for mindst én ekstra sprejtning. Og sa er der potentielt ogsa risiko for
1-flere ekstra pulse i vandlgbet. Sammenhangen er naturligvis mere ugen-
nemskuelig, nar det drejer sig om behandlingshyppighed, beregnet som det
udelukkende er tilfeeldet for hele landet, og et gennemsnitligt antal pulse i et
givet vandleb eller vandlgbsstraekning.
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Vi vil pa baggrund af ovenstdende konkludere, at forekomsten af gentagne
pulse inden for et givet vandleb eller streekning af dette ikke er urealistisk. Pul-
sene ma desuden forventes at forekomme med forskellig hyppighed, koncen-
tration, pulsvarighed og intervaller. Er de udferte forseg set i det lys og i for-
hold til de valgte koncentrationer realistiske? Vi mener afgjort ja.

4.4.2 Betydning af enkelte og gentagne pyrethroidpulse

Laboratorieforsegene blev overvejende udfert inden for et ret snavert interval
af pyrethroidkoncentrationer (0,05-0,4 pgl.™"), som vurderes realistiske i dan-
ske vandleb (se indledningen og afsnit 4.2.1). Disse forsgg viste, at dedelig-
heden hos Gammarus pulex ved fastholdt eekvivalenteksponering (”’dosis™)
ggedes ved stigende koncentrationer, og dermed aftagende pulsvarighed, samt
ved faldende tid mellem de enkelte pulse. Antallet af pulse var under sidanne
omstendigheder ikke i sig selv afgerende. Det var altsa veerre for dyrene, at de
blev udsat for kortvarige pulse med relativt hgje koncentrationer, end hvis de
udsattes for leengerevarende pulse med relativt lave koncentrationer. Dette er
interessant, fordi man umiddelbart kunne forvente, at den samme akvivalent-
eksponering — med varierende antal pulse, koncentrationer og varighed - ville
medfore samme effekt (Giesy et al. 1999). Samtidig egedes dedeligheden,
hvis dyrene ikke fik tilstraekkelig tid til at restituere mellem gentagne pulse.
Det er netop sadanne scenarier, som ma formodes at forekomme og have be-
tydning i1 danske vandleb.

Vi valgte i vores gvrige forseg i laboratoriet, kunstige vandleb og et naturligt
vandleb ligeledes at fokusere pa at undersgge effekten af relativt lave koncen-
trationer af pyrethroid. For det naturlige og de kunstige vandleb var det nod-
vendigt at fastholde pulseksponeringer med kun én koncentration, 0,1 ugl.".
En udvidelse af undersogelserne til at omfatte de kombinationer af koncentra-
tioner, antal pulse, pulsvarighed og tid mellem de enkelte pulse, som vi testede
1 laboratoriet pa én art (og primert med ét simpelt endpoint: dedelighed), ville
have vaeret gkonomisk og praktisk uoverkommeligt for fler-arts-studier, her-
under forsgg med hele samfund af arter. I stedet undersogte vi i disse miljoer
effekten af en form for ”worst case scenarie”, nemlig op til 4 gentagne pulse
med 2 dage mellem de enkelte pulse. Rationalet var, at hvis der ikke under
sddanne omstendigheder kunne pavises en gget effekt sammenlignet med
enkeltstaende pulse, ja sa vil det n@ppe i fremtiden veere umagen veerd at fo-
kusere pa betydningen af gentagne pulse, og pa betydningen af behandlings-
hyppighed overhovedet.

Pulse med den anvendte relativt lave, men miljerealistiske, pyrethroid-
koncentration medferte effekter pa en veesentlig del af vandlgbenes inverte-
brater i form af gget drift ud af de pavirkede streekninger. Effekterne af vores
forseg i Stavis A og de kunstige vandleb er sammenstillet i tabel 4.1 og viser,
at mindst 11 ud af i alt 15 dominerende eller relativt talrige arter/grupper ud-
viste et markant driftrespons ved den forste puls.

Tabet af individer var sd betydeligt, at det har betydet en gjeblikkelig og vee-
sentlig kvantitativ endring af artssammensatningen. Der har dog neppe vee-
ret tale om, at enkelte arter helt er forsvundet. Var noget tilsvarende sket un-
der ’naturlige” forhold, i forbindelse med afstremning af pyrethroid fra ny-
sprojtede marker, ville der imidlertid sandsynligvis have veeret registreret en
@ndring (nedgang) i den sékaldte faunaklasse, som males med Dansk Vand-
lobs Fauna Indeks (og som indtil videre er det eneste vandrammedirektivmal
for gkologisk kvalitet i danske vandleb). Pévirkningen ville imidlertid veere
forbigaende. Under ’naturlige” forhold vil tiden indtil den oprindelige arts-



sammensa&tning retableres — og der fx ikke leengere kan spores en effekt pa
faunaklassen — afheenge af flere faktorer som den bererte streeknings leengde,
mulighederne for indvandring fra opstrems upavirkede straekninger, herunder
egnede tilleb, mulighederne for spredning via voksne &egbarende hunner over
land, vejrforhold under ”over-land” spredningen, og arstiden (se Wiberg-
Larsen & Nerum 2009). I vores forsgg var de berorte forsegsstreekninger kor-
te og mulighederne for rekolonisering via drift af individer opstrems fra — selv
1 de kunstige render — relativt gode og rekoloniseringen derfor relativt hurtig.

TABEL 4.1. DRIFTRESPONS HOS FORSKELLIGE INVERTEBRAT-TAXA UNDER (I 90 MIN) oG
UMIDDELBART EFTER (2 TIMER) EKSPONERING MED O,1 UG LAMBDA-CYHALOTHRIN L-11
HHV. ET NATURLIGT VANDL@B (STAVIS A) OG KUNSTIGE VANDL@B (STRQMRENDER |
LEMMING). SIGNATURFORKLARING: + SIGNIFIKANT RESPONS; - IKKE SIGNIFIKANT RE-
SPONS; # IKKE TIL STEDE ELLER FOREKOMMENDE | MEGET RINGE ANTAL SALEDES AT
EFFEKTVURDERING IKKE ER MULIG.

Taxon Stavis A Kunstige vandlgb
(Lemming)

Gammarus pulex + +
Hydrachnidia

Baetis rhodani
Heptagenia sulphurea
Leuctra fusca/digitata
Amphinemura standfussi

+ o o+ o+ o+

Elmis aenea

Limnius volckmari
Oreodytes sanmarkii
Agapetus ochripes
Simuliidae

+ o+ FH o+ FH W+ o+ ¥+ +

+ #F + F

Tanypodinae
Orthocladiinae
Chironomini
Tanytarsini

De efterfolgende pulse beted tilsvarende tab af individer via drift og deraf
folgende sendringer af artssammensatningen. Tabene af individer blev lige-
som ved forste eksponering til en vis grad kompenseret via drift fra opstroms
streekninger. Det er dog sandsynligt, at de gentagne pulse sa at sige har akku-
muleret effekterne, ligesom der efterfolgende er sket en kompensation for den
samlede effekt via rekolonisering af forsegsstraekningerne frem til afslutningen
af forsegene. Effekterne af en enkelt puls i forhold til gentagne pulse er sam-
menlignet i tabel 4.2.

Inden for en tidshorisont pa 30 dage blev der fundet langt flere og betydende
effekter som folge af gentagne pulse, end hvis samfundene i det naturlige
vandleb og de kunstige vandleb kun blev udsat for en enkelt puls. Effekterne
som folge af gentagne pulse omfattede markante @ndringer i samfundene som
helhed i bade det naturlige og de kunstige vandleb, reduktion i teetheden af
bestemte arter pa selve vandlgbsbunden, og reduktion i kleekningen af lar-
ver/nymfer til voksne hos to arter af vandinsekter. Desuden blev der i de kun-
stige vandleb fundet effekter af gentagne pulse pa artssammensatningen og
enkelte arter i de udlagte bladpakker, men ingen tilsvarende effekter af en en-
keltstaende puls. Ligeledes blev der fundet nedsat omsaetning af bladene i de
kunstige render ved gentagne pulse, men ikke ved en enkelt puls. Sddanne
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effekter af gentagne pulse kunne dog ikke pavises for bladpakkerne i det na-
turlige vandleb.

De fundne effekter er overordnet set konsistente med effekter fundet ved an-
dre vandlgbs-mesokosmos studier eller studier af effekter i naturlige vandleb
og for forskellige insekticider (fx Flannagan et al. 1979, Yasuno et al. 1982,
Wallace et al.1989, Lauridsen & Friberg 2005, Beketov & Liess 2008a, Ras-
mussen et al. 2008, Wiberg-Larsen & Neorum 2009). Andre studier har pavist
yderligere effekter som reduceret greesning pa bundlevende alger (fx Yasuno
et al. 1982). Derudover er der pavist effekter i form af reduceret kropssterrel-
se hos degnfluenymfer, primeert fordi disse forvandledes til voksne tidligere
pga. stress-pavirkningen (Alexander et al. 2008). Dette vil potentielt bidrage
til en reduktion i arternes formeringssucces.

Forskellen i paviste effekter mellem det naturlige og de kunstige vandleb skyl-
des helt givet forhold knyttet til forsggsomstaendighederne. Saledes varierede
vandferingen markant i det naturlige vandleb, mens den var stort set konstant
1 hvert af de kunstige vandlgb (og variationen i1 vandfering mellem de enkelte
render relativt lille). Desuden indebar de replikerede render en sterre chance
for at eftervise effekterne statistisk. P4 den anden side medferte de relativt
gode muligheder for rekolonisering i de kunstige vandleb, at effekterne her
formodentlig blev mindre tydelige, end hvis rekoloniseringen havde varet
beskeden.

Samlet set viste forsggene med hele invertebratsamfund derfor udpraeget kon-
sistens, nemlig at omfanget af negative effekter pa disses sammensatning og
funktion eges ved gentagne pulse sammenlignet med enkeltstdende pulse.
Dette resultat understottes desuden af laboratoriestudierne pa Gammarus pu-
lex, hvor der var tendenser til gget dedelighed hos voksne, reproducerende
individer, og nedsat ungeproduktion hos sidstnaevnte ved gentagne pulse.

Generelt er det vanskeligt fuldstendig realistisk at efterligne de forhold, som
organismerne er udsat for i vandleb, som matte blive pavirket af pyrethroider
én eller flere gange i lebet af en givet periode. Det er imidlertid vores vurde-
ring, at de fundne effekter formodentlig vil veere storre 1 “’virkeligheden”, fordi
der her vil veere tale om pavirkning af sterre omrader, som det derfor vil tage
leengere tid at rekolonisere. Effekter vil derfor kunne forventes at blive mere
tydelige og ses leengere end den maned, som var tidshorisonten ved vores for-
s0g.

Fa udenlandske studier har fokuseret pa effekter af gentagne pulse. Fx med-
forte 3 pulse med 7 dages mellemrum og i miljorealistiske koncentrationer af
insekticidet imidacloprid markante negative effekter p4 makroinvertebrat po-
pulationstaethed og diversitet, omsatning af blade og fedeoptagelse hos enkel-
te arter 1 kunstige vandleb (mesokosmos) (Pestana et al. 2009). Et andet stu-
die med gentagne (i alt 12) insekticidpulse afviger fra vores ved at intervallet
mellem pulsene var langt storre (3 maneder), samtidig med at hele det pageel-
dende vandleb blev besprgjtet manuelt med en meget hgj koncentration, séle-
des at kun fa (arter/individer) makroinvertebrater overlevede de enkelte
sprojtninger (Wallace et al. 1989, Wallace et al. 1991). Effekten af sidstnevn-
te forseg var derfor ikke overraskende meget omfattende og forsggsbetingel-
serne langt fra sa realistiske som ved nerverende forsog.



TABEL 4.2. SAMMENFATNING AF UNDERS@GTE EFFEKTER | DE FORSKELLIGE FORS@G:
SAMMENLIGNING MELLEM EKSPONERINGER MED HHV.1, 2 ELLER 4 PULSE AF LAMBDA-
CYHALOTHRIN (0,1 HGL-1) OG KONTROLLER (INGEN EKSPONERING). EFFEKTER AF GEN-
TAGNE PULSE: (A) - INGEN FORSKEL MELLEM 2 OG 4 PULSE; (B) - KUN EFFEKT VED 4 PUL-
SE; (C) STORRE EFFEKT VED 4 END VED 2 PULSE. (+) ANGIVER TENDENS TIL SIGNIFIKANS.

Forsagstype

Endpoints/parametre

Effekt af én
puls

Effekt af gentag-
ne pulse

Naturligt vandlgb

(Stavis A)

Samlet bunddyrsfauna: endring i
sammensetning af arter over 30 dage

Heptagenia sulphurea pa bunden:
reduktion i taethed over 30 dage

Andre arter pa bunden: reduktion i
teethed over 30 dage

Bunddyr i bladpakker: eendring i
sammensatning af arter over 30 dage

Voksne Agapetus ochripes: reduktion
i kleekkesucces

Udlagte elleblade: reduktion i ned-
brydning over 30 dage

Alger pa sten: gget biomasse (dvs.
nedsat graesning) over 30 dage

Kunstige vandlgb

(Lemming)

Samlet bunddyrsfauna: endring i
sammensetning af arter over 30 dage

Gammarus pulex (bund): reduktion i
teethed over 30 dage

Amphinemura standfussi (bund):
stigning i antal over 30 dage
dage

Andre arter pa bunden: reduktion i
teethed over 30 dage

Voksne Amphinemura standfussi:
reduktion i kleekkesucces

Bunddyr i bladpakker: eendring i
sammensatning af arter over 30 dage

Amphinemura standfussii bladpak-
ker: Manglende stigning i antal over
30 dage

Asellus aguaticus i bladpakker: reduk-
tion i antal over 30 dage

Andre bunddyr i bladpakker: endring i
antal over 30 dage

Udlagte elleblade: reduktion i ned-
brydning over 30 dage

Alger pa sten: gget biomasse (dvs.
nedsat graesning) over 30 dage

Laboratorieforsgg
med Gammarus

pulex

Voksne individer: gget dedelighed
over 38 dage

Voksne individer: omsztning af blade

Voksne par: dannelsen af par forstyr-
ret

Voksne par: oget dedelighed (10/44

dage)**

Voksne par: nedsat ungeproduktion

(44 dg.)

* Ogsa effekt ved 0,05 og 0,2 gl
** Signifikant overdedelighed ved 0,2 pgL”; tendens til overdgdelighed ved 0,05 og 0,1 pgL™.
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Gentagne pulse kan dog fere til overraskende effekter i akvatiske gkosystemer.
Saledes paviste Relyea & Diecks (2008), at gentagne pulse med insekticidet
malathion i mesokosmos-forseg (damme) medferte dedelighed hos leopard-
freen Rana pipiens. Dodeligheden skyldtes imidlertid ikke en direkte toksisk
effekt, men derimod at insekticidet effektivt reducerede zooplankton biomas-
sen 1 de undersegte forsegsdamme, hvorved haletudsernes vaekst reduceredes
og deres metamorfose til rigtige froer blev forlenget med oget dedelighed til
folge. Der blev ikke studeret lignende forhold — fx i forhold til sget dedelighed
hos grred - i vores undersggelse.

Der er kun foretaget fa studier af betydningen af gentagne pulse med insekti-

cider pa enkeltorganismer under laboratoriebetingelser. Et centralt studie ud-

fort pa standard-testorganismen Dahpnia magna (Andersen et al. 2006) viste,

at voksne individer var mindre i stand til at genvinde deres beveaegelighed efter
to end bare én puls af dimethoat eller pirimicarb. Dette understotter de resul-
tater, som blev fundet i vores undersogelse.

Ikke kun insekticider forekommer i pulse i vandleb. Det geelder ogsa for herbi-
cider og fungicider. Det betyder, at ogsa alger og svampe i vandlgbene udsaet-
tes for gentagne eksponeringer med forhejede pesticidkoncentrationer, som
bl.a. potentielt kan indvirke pa deres vaekst. Der er imidlertid kun fa studier,
som belyser effekten heraf. Og disse er desuden ikke nedvendigvis miljereali-
stiske. Et eksempel er et studie pa algekulturer, som udsattes for gentagne
pulse med herbicidet isoproturon i koncentrationer pa 400 og 1000 ugL.’, og
hvor pulsenes varighed og tiden imellem dem blev varieret (Vallotton et al.
2009). Hver puls medferte en reduktion i algernes fotosyntese, men virknin-
gen var reversibel, dvs. forsvandt sammen med pulsen. Der blev desuden
fundet en vis forggelse af algernes tolerance, hvis tiden mellem pulsene var
relativt kort. Imidlertid er det undersogte scenarie ikke miljorealistisk for dan-
ske vandlebs vedkommende, idet de anvendte koncentrationer er 100-300
gange hgjere, end hvad der malt i sidstneevnte (Styczen et al. 2003).

Vores undersggelser blev udfert i relativt uforstyrrede vandlgbsmiljoer. Sale-
des var det naturlige og de kunstige vandleb stort set upavirkede af fx spilde-
vandsudledninger, ligesom de fysiske forhold var egnede for forekomsten af
artsrige og varierede invertebratsamfund. Bade Stavis A og Lemming A (der
blev brugt til kolonisering m.v. af de kunstige vandleb) havde saledes meget
artsrige samfund svarende til hej gkologisk” tilstand. Dette var et bevidst valg
med henblik pa bedst muligt at afdaekke effekten af det tilforte pyrethroid. Det
var sdledes muligt — og ogsa enskeligt - at se bort fra andre potentielle stress-
faktorer, som kunne tilslgre effekten af pesticidet. Rasmussen et al. (2011c,
2012b) fandt séledes, at forarmede fysiske forhold i hej grad tilslerede poten-
tielle effekter af pesticider pa ’naturlige” invertebratsamfund. Sddanne inver-
tebratsamfund er relativt artsfattige og bestar af arter, som ma betragtes som
generelt tilpassede til forstyrrede forhold. Dette er en relevant problemstilling,
idet en meget stor del af danske vandleb er vaesentlig fysisk forarmede som
folge af reguleringer og efterfolgende vedligeholdelsespraksis. Det er samtidig
vandleb, som er beliggende i landbrugsomrader, og som derfor ogsid ma for-
modes at veere udsat for hyppige tilfersler af pesticider. Resultaterne fra vore
undersogelser kan derfor ikke umiddelbart overferes til fysisk forarmede vand-
lob og deres relativt artsfattige fauna. Til gengeld viser vores undersogelser
betydningen af pesticider for vandleb, hvor andre vaesentlige menneskeskabte
miljgpavirkninger er sogt elimineret, hvilket bl.a. er hensigten med EU’s vand-
rammedirektiv.



5 Konklusioner

De udferte forseg med pulseksponering (over 90 minutter) med insekticidet
lambdacyhalothrin af makroinvertebratsamfund i et naturligt vandleb (Stavis
A), makroinvertebratsamfund i kunstige vandleb (mesokosmos stremrender),
og ferskvandstangloppen Gammarus pulex i laboratorietanke bidrog til folgen-
de konklusioner:

e Ved en miljerealistisk koncentration (0,1 pgl.™) af oplest pyrethroid
medferte enkelte savel som gentagne pulse markante effekter i de ek-
sponerede samfund af makroinvertebrater i form af eget drift (dvs.
transport med strommen) hos flertallet af organismerne.

o Desuden medferte de enkeltstdende pulse sndringer i samfundene
(primeert 1 den samlede artssammensatning) 1 de kunstige vandlgb in-
den for den undersogte 1 maned lange periode.

o Ligeledes udviste Gammarus pulex i laboratorieforseg foreget dedelig-
hed og forstyrret reproduktion, herunder reduktion i antal af produce-
rede unger efter (op til 172 maned) enkeltstaende pulse med koncen-
trationer i intervallet 0,05-0,2 ugL.".

o Effekterne pa samfundene i det naturlige og de kunstige vandlgb — in-
den for den undersogte periode pa 1 méaned — var vaesentlig storre ved
gentagne (2 eller 4 pulse - med 2 dage imellem pulsene) end ved en-
keltstiende pulse. Effekterne omfattede mere end halvdelen af en raek-
ke undersogte parametre (endpoints”): endret artssammensatning
pa selve vandlebsbunden, @ndret artssammensatning 1 udlagte blad-
pakker (i de kunstige render), reduktion i antallet af visse arter pa
bund og 1 bladpakker (primeert i de kunstige render), reduceret for-
vandling fra nymfer/larver til voksne insekter hos to undersegte arter,
samt reduceret omsatning af udlagte bladpakker (i de kunstige ren-
der).

e /Andringerne i artssammensatning og stofomsatning skyldtes primeert
tabet af individer som folge af drift under og umiddelbart efter ekspo-
neringerne - samt manglende kompensering via efterfelgende rekolo-
nisering. Ogsa dedelighed formodes at have spillet en ikke uvaesentlig
rolle.

e Selvom gentagne pulse med kort interval imellem saledes havde storre
negativ effekt end bare én puls, sandsynliggjorde laboratorieforsggene
med Gammarus pulex, at én puls med relativt hgj koncentration over
kort tid har sterre negativ effekt i form af dedelighed, end hvis den
samme sakaldte “aekvivalenteksponering” fordeltes over flere pulse, la-
vere koncentrationer og leengere pulsvarighed. Desuden blev forsegs-
dyrene tilsyneladende ramt hardest, nar der kun var kort tid mellem de
enkelte pulse, saledes at dyrene ikke kunne né at restituere sig.

e Samlet set understotter resultaterne den opstillede hypotese om, at en
forgget hyppighed af pulse med overvejende sublethale (ikke-
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dedelige) pyrethroidkoncentrationer medferer en reduktion i biodiver-
sitet, stofomsaetning, overlevelse og reproduktion hos makroinverte-
brater i danske vandleb”.

Det kan endelig sandsynliggeres, at gentagne pulse med pyrethroider i
koncentrationer, heje nok til at fremkalde de paviste effekter, under
bestemte omstendigheder kan/vil forekomme i danske vandleb, samt
at der — under visse uheldige omstendigheder - kan vere en sammen-
heng mellem behandlingshyppigheden inden for et givet vandlebs op-
land og antallet af pulse som matte optreede i vandlebet.



6 Perspektivering

Vi har vist, at pulse af pyrethroider pa oplest form — i hvad vi anser for miljg-
realistiske koncentrationer - har en raeekke markante effekter pa makroinverte-
bratsamfund i vandleb. Effekterne omfatter endringer i artssammensa&tningen
som helhed, reduceret individteethed hos en raekke serligt folsomme arter,
samt reduceret omsatning af organisk stof. AAndringerne i samfundenes
sammensa&tning skyldes dels oget drift af individer ud af de bergrte streeknin-
ger under og umiddelbart efter de pageldende pulse, dels oget dedelighed og
nedsat reproduktion.

Vi har ligeledes vist, at gentagne pulse markant gger graden af disse effekter.
Gentagne pulse med kort interval imellem har saledes storre negativ effekt end
bare én puls. Det kunne dog ogsa sandsynliggeres, at én puls med relativt hej
koncentration over kort tid er veerre, end hvis den samme skvivalentekspone-
ring fordeltes over flere pulse, lavere koncentrationer og leengere pulsvarighed.
Desuden rammes makroinvertebraterne tilsyneladende hardest, hvis der kun
er kort tid mellem de enkelte pulse, sdledes at de ikke nar at restituere sig.

Det kan samtidig sandsynliggeres, at pyrethroider vil forekomme i forhgjede
koncentrationer i forbindelse med netop pulse, typisk i forbindelse med for-
udgaende marksprojtning og efterfolgende udvaskning via fx dreen i forbindel-
se med kraftige regnskyl. Det er derfor neerliggende at vurdere risikoen for
pavirkning af samfund af vandlebsmakroinvertebrater i forhold til sddanne
scenarier, snarere end pa baggrund af en kontinuerlig pavirkning, saledes som
det er tilfeeldet med standardtests med enkeltorganismer over flere dage (Rei-
nert et al. 2002).

Generelt vanskeliggores risikoanalyser pa baggrund af laboratorietests pa en-
keltorganismer af faktorer, som kan variere fra art til art. Flere pulse kan séle-
des have forskellige konsekvenser. Den forste puls kan fx efterlade de mest
hérdfere individer, som efterfolgende viser ringe folsomhed over for efterfel-
gende pulse. Omvendt kan den forste puls svaekke individerne, saledes at de
bliver mere udsatte ved efterfolgende pulse. Der kan ogsa optraede effekter
relativt leenge efter en puls, effekter som ikke erkendes i forbindelse med kort-
tidsstudier. Og det er langt fra givet (jf. neerverende undersogelse), at der som
vist af Giesy et al. (1999) kan forventes samme effekt ved en given akviva-
lenteksponering, men hvor koncentration, pulsantal og pulsvarighed varierer.
Det er heller ikke givet, som fundet af Naddy & Klaine (2001), at kortvarige,
men hyppige, pulse medferer mindre toksicitet, end hvis der blev eksponeret
med leengerevarende pulse.

Det er ogsa afgerende, om de eksponerede organismer viser den samlede ef-
fekt inden for varigheden af et givet forsag, eller om der forekommer en for-
sinket effekt, som ikke erkendes. Dertil kommer, at nogle arter kommer sig
efter at have veaeret udsat for en pulspavirkning, mens andre ikke gor det. I det
tilfeelde, hvor en art er i stand til at komme sig inden for et vist tidsrum, vil
tiden til en ny puls kunne have betydning.

Vores studier, der kombinerer studier i naturlige og kunstige vandleb med
laboratoriestudier, kan principielt benyttes til perspektivering af risikovurde-
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ringer. Med forholdsvis velbeskrevne effekter pa hele makroinvertebratsam-
fund kan disse effekter kobles med modeller for pyrethroidsprejtning af area-
ler med bestemte afgroder og efterfolgende udvaskning af stofferne. Det imid-
lertid uden for dette projekts rammer at forsegge at opstille sddanne modeller.
Vi skal dog pege pa en gennemgang af sidanne modeller i Reinert et al.
(2002), der ogsa inkluderer afledte effekter baseret pa toksikologiske studier
under laboratorieforhold. Vi skal ogsa henlede opmerksomheden pa en nyere
procesbaseret model, som sammenkaeder eksponering 1 form af varierende,
gentagne pulse med overlevelsen hos Gammarus pulex (Ashauer et al. 2007).
Modellen synes ret lovende og er serlig interessant for danske vandleb, hvor
arten er sa udbredt og dominerende, og ligeledes blandt de absolut mest sensi-
tive arter i forhold til pyrethroider. Imidlertid er det en svaghed, at modellen
ikke inddrager subletale effekter, der som allerede vist kan have ganske bety-
delig okologisk betydning, og som forekommer ved koncentrationer der er 10-
100 gange lavere end de som medferer markant dedelighed. Desuden tager
modellen ikke hejde for, at G. pulex via sit store reproduktionspotentiale og
heje mobilitet er en relativt hurtig rekolonisator.

Inddragelse af effekter fra studier i naturlige og kunstige vandleb er saledes
vigtige i forhold til at evaluere risikovurderinger. Sddanne studier er imidlertid
tidskraevende og dermed relativt dyre at udfere. Af samme grund — og fordi
projekter som de under Miljostyrelsens Pesticidforskningsprogram skal veere
af relativt kortvarig karakter — er der sjeeldent mulighed for at foretage helt
miljorealistiske undersogelser. Saledes er det ikke muligt fx at anleegge kunsti-
ge vandleb med optimale, naturligt fungerende samfund af organismer, fordi
det ideelt set kreever minimum 2 ars forberedelse inden der eksponeres, lige-
som effekterne af eksponeringerne skal kunne folges i1 adskillige maneder — ja
maske 1-2 ar - herefter. Dertil kommer, at efterfolgende bearbejdning af ind-
samlede prover ogsa tager lang tid. Samlet set vil forsegene derfor let kunne fa
en tidshorisont pa 3-4 ar eller mere. Men netop lengerevarende studier i kun-
stige vandleb er enskelige, bl.a. fordi de giver muligheder for kontrolleret og
med replikater at studere betydende effekter pa organismernes biologiske ka-
rakteristika (reproduktion, livscyklus, fodevalg, spredningsevne, o.lign.) (Be-
ketov & Liess 2012). Til at illustrere betydningen af undersogelser over en
lang tidshorisont kan navnes, at bare én puls af et insekticid medferte en mar-
kant pavirkning af et samfund af vandlebsinvertebrater inden for 7 maneder
(Beketov et al. 2008). Pavisningen af de fundne effekter, som var veesentlige,
afhang primert af arternes livscyklus, som ikke troveerdigt kunne beskrives i
korttidsstudier. Til sammenligning har tidligere danske studier af “recovery”
primeert strakt sig over et tidsrum af 1 maned, inden for hvilket de pavirkede
samfund endnu ikke var genoprettede (Wiberg-Larsen & Nerum 2009). Reel-
le langtidsstudier burde derfor muliggeres inden for Miljostyrelsens pesticid-
forskningsprogram.

Medens de oven for neevnte modeller opererer med pesticider pa oplest form,
vil modeller som beskriver pavirkninger af partikelbundne fraktioner veere
seerlig relevante for pyrethroiderne. Som allerede nevnt forekommer der (eller
kan der forventes) effekter af partikelbundet pyrethroid pa vandlebenes
makroinvertebratsamfund (Maund et al. 2002, Maul et al. 2008). Studier der
kan danne grundlag for sadanne modeller er allerede iveerksat i forbindelse
med Miljestyrelsens Pesticidforskningsprogram (projektet PESTFATE).

Modellerne ber muligvis ogsa inddrage det aspekt, at biologiske forhold i
vandlebene, sdsom forekomsten af vegetation, kan indvirke pa effekten af de
tilferte stoffer. Koncentrationerne i pulse af det meget vandopleselige insekti-



cid thiacloprid var sdledes i mesokosmos-forsgg lavere i plantedeekkede end
plantefrie omrader (Beketov & Liess 2008a). Dette vil have betydning for
vurdering af realistiske eksponeringer og effekter. Og problemstillingen er
yderst relevant, fordi mange danske vandleb — iseer i landbrugsomrader - har
rige bevoksninger af neddykkede eller emergente (over vandoverfladen opsti-
gende) planter.

Fordi pyrethroider er tungt opleselige i vand og hurtigt bindes til partikler
tilseettes handelsprodukterne overfladeaktive stoffer for at gge stoffernes opta-
gelse 1 og effekt pa skadedyrene. Det betyder formodentlig en foragelse af den
periode, hvor stofferne kan udvaskes pa oplest form. Det betyder ogsa, at
formuleret pyrethroid udleser effekter — fx drift — i veesentlig lavere koncentra-
tioner end de rene stoffer (Mghlenberg et al. 2004). Der kan derfor peges pa
et behov for at belyse dette forhold — fx i forbindelse med ovennaevnte projekt
med partikelbundet pyrethroid.

Udvikling af modellerne vil have behov for flere og bedre malinger af koncen-
trationen af pyrethroider i vandlebsvand i forbindelse med kraftige regnhen-
delser efter nysprojtning af marker. Sdidanne malinger har som allerede naevnt
ikke veeret medtaget i hidtidige og nuveaerende nationale overvigningspro-
grammer som NOVA og NOVANA (se fx Naturstyrelsen et al. 2011)). De
ma derfor nedvendigvis medtages i forbindelse med naestkommende revision
af NOVANA. Milingerne ber desuden ikke alene fokusere pd den oploste
fraktion, men ogsa pa den vaesentlige partikelbundne fraktion. I givet fald skal
proverne udtages i forbindelse med de oven for naevnte storre nedbershendel-
ser og afstremninger, hvilket er relativt enkelt og billigt (se fx Rasmussen et al.
2011a). I det reviderede NOVANA program for perioden 2011-2015 er py-
rethroider dog ikke fuldstaendig fraveerende, idet de er medtaget i form af ma-
linger pa “frisk™ afsat organisk vandlebssediment (Naturstyrelsen et. al.
2011).
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Resumé

Insektgifte pavirker vandlgbenes smadyr mere, nér stofferne gentagne gange optrader i forhgjede
koncentrationer, end hvis det kun sker en enkelt gang. Det viser et netop afsluttet forskningsprojekt.
Resultatet er maske ikke overraskende, men ikke tidligere pavist under miljgrealistiske forhold. De
negative effekter hos smédyrene bestod i oget dadelighed, oget transport med stremmen, ligesom de &d
mindre af udlagte elleblade. Ferskvandstangloppen, der er vandlgbenes mest udbredte, talrige, og méske
mest betydende dyr, fik desuden faerre unger. Effekterne betyder i praksis, at arts- og individrigdommen
samt vigtige biologiske processer nedsattes i en periode pa mindst en méaned pé de vandlebsstrakninger,
som péavirkes af giftpulsene.
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