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Forord

Denne rapport er resultatet af laboratorieundersggelser, som i perioden 1. august 2011 — december
2012 er blevet gennemfort af medarbejdere ved Institut for Bioscience, Aarhus Universitet, og
Biologisk Institut, Syddansk Universitet. Projektet er blevet finansieret via midler fra
Miljgstyrelsens Program for Bekeempelsesmiddelforskning (MST j. nr. 667-00101).

Projektledelsen er gennem hele projektet blev varetaget af Peter Wiberg-Larsen. Projektet blev
oprindelig sggt i samarbejde med seniorforsker Ulrik Ngrum, der imidlertid opsagde sin stilling ved
Bioscience pr. 1. august 2011. | stedet blev efter aftale med Miljgstyrelsen tilknyttet Esben Astrup
Kristensen. Ulrik Ngrum har dog efter sin fratreeden ydet faglig stgtte og radgivning til projektet,
hvilket der hermed takkes for. Desuden er Jes Jessen Rasmussen undervejs blevet tilknyttet
projektet.

Projektet har — ud over de videnskabelige medarbejdere (se liste over forfattere) haft deltagelse af
falgende tekniske medarbejdere:

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

Johnny Nielsen (Bioscience): indsamling af forsggsdyr (makroinvertebrater), laboratorieforsgg,
maling af forsggsdyr

Henrik Stenholt (Bioscience): Maling af forsggsdyr

Marlene Veng Skjeerbeek (Bioscience): fremstilling af pyrethroid blandinger til forseg med
makroinvertebrater

Karina Jensen (Bioscience): Fremstilling af pyrethroid blandinger til forsgg med
makroinvertebrater samt planleegning

Charlotte Elisabeth Kler (Bioscience): Opseetning af rapport.

Projektet er under sit forlgb blevet understgttet af en folgegruppe med fglgende deltagere (ud over
Peter Wiberg-Larsen og Nikolai Friberg): Jorn Kirkegaard (Miljastyrelsen, fmd.), Anne Louise
Gimsing (Miljgstyrelsen), Poul Lagstrup Bjerg (Institut for Vand og Miljgteknologi, Danmarks
Tekniske Universitet), Walter Briisch (GEUS), Vibeke Ernstsen (GEUS), Hans Christian Bruun
Hansen (Institut for Plante- og Miljgvidenskab, Kgbenhavns Universitet), Dean Jacobsen (Biologisk
Institut, Kagbenhavns Universitet), Peter R. Jgrgensen (PJ-Bluetech), Niels Lindemark (Dansk
Planteveern), Carsten Tilbaek Petersen (Institut for Plante- og Miljgvidenskab, Kgbenhavns
Universitet), Merete Styczen (Institut for Plante- og Miljgvidenskab, Kgbenhavns Universitet), og
Hans Roust Thysen (Videncenter for Landbrug).

Rapporten er blevet underkastet et fagligt peer-review af Vibeke Ernstsen , Anne Louise Gimsing,
Hans Christian Bruun Hansen og Dean Jacobsen.
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Sammenfatning

Baggrund & formal

Insekticider anvendes til bekeempelse af skadevoldende insekter i afgreder pa friland, men havner
ogsa i vandmiljeet, ikke mindst i vandlgbene. Det sker typisk som kortvarige tilfarsler i forbindelse
med kraftige regnhandelser umiddelbart efter sprgjtning, eller i form af vinddrift under sprgjtning.
Ikke overraskende har insekticiderne ogsa giftvirkning pa de makroinvertebrater (smadyr), som
lever i vandlgbene, og som udggr en vigtig del af disses biologiske struktur. Makroinvertebraterne
omszetter organisk stof og er selv fade for fisk, fugle og pattedyr. Der findes mange forskellige
makroinvertebrater i vore vandlgb, med forskellige krav til levesteder, fade og falsomhed over for
menneskeskabte miljgpavirkninger. Af samme grund har de leenge veeret anvendt som
miljgindikatorer. Dansk Vandlgbsfauna Indeks (DVFI) bygger pa forekomst og fraveer af en reekke
arter og anvendes til at vurdere, om fastsatte méal for miljgets tilstand er opfyldt eller ikke. Indekset
er oprindeligt udviklet til at beskrive effekter af tilfgrt let-nedbrydeligt organisk stof (fx fra
husholdninger, dambrug o. lign.), men har ogsa vist sig at afspejle fysiske endringer af vandlgbene.
Spargsmalet er om DVFI ogsa kan beskrive insekticidtilfarsel.

Besvarelsen af dette spgrgsmal er et af formalene med dette projekt. Hvis DVFI ikke er egnet til at
afspejle insekticidpavirkning, er et andet formal at identificere arter, som er sarligt
fglsomme/tolerante over for insekticider, og som derfor vil kunne anvendes ved udvikling af et
egentligt insekticidindeks baseret pa makroinvertebrater. Det forudsztter, at i det mindste nogle af
arterne i indekset har forskellig falsomhed/tolerance, afhaengigt af om de udszettes for insekticider
eller let-omsaetteligt organisk stof. Et insekticidindeks behgver ikke kun at bygge pa arterne selv,
men ogsa pa deres biologiske egenskaber. Der kan fx veere tale om, at de formerer sig langsomt eller
har sveert ved at spredes, saledes at deres genindvandring efter en insekticidpuls tager lang tid.
Projektet sigter derfor ogsa mod at identificere mulige sammenhange mellem insekticidfalsomhed
og biologiske egenskaber.

Projektet fokuserer udelukkende pa insekticider og endnu snaevrere pa pyrethroidet lambda-
cyhalothrin. Det skyldes, at insekticider — og iseer pyrethroiderne - er langt de mest giftige over for
vandlgbenes makroinvertebrater, samt at pyrethroider er langt de mest anvendte insekticider i
jordbruget, bade i maengde og behandlet areal.

Undersggelsen

Vi testede fglsomheden af "modelpyrethroidet” hos en bred suite af makroinvertebrater, i alt 34
arter (28 leddyr og 6 ikke-leddyr), hvoraf de fleste er vidt udbredt i mindre danske vandigb.
Flertallet af arterne indgar i DVFI og vi udvalgte dem, séledes at de repraesenterede hele spektret af
kvalitet i dette indeks. Desuden blev der sikret repraesentation af arter med forskelligt behov for
fade og fysiske levesteder. | enkelte tilfelde valgte vi af forsggstekniske arsager arter fra
sger/damme i stedet for neere sleegtninge fra vandlgb.

De udvalgte arter blev som udgangspunkt testet p4d samme made. Samtlige blev akklimatiseret
mindst 1 dggn inden forsagsstart, eksponeret for en puls med lambda-cyhalothrin i 90 min
(nominelle koncentrationer: 0, 10, 100, 1000 og 10 000 ngL-!), overfart til rent vand, og deres
adfeerd (bedgmt visuelt i forhold til kontrolgruppen) og dedelighed derefter registreret over 6 daggn.
Under selve eksponeringen og dag 1, 2, 3 og 6 efter denne blev adferden (tilbagelagt afstand over
tid) for flertallet af arter desuden undersggt ved videosporing. Dyrene blev som udgangspunkt — og
i alle tilfelde under eksponeringen - holdt i sma arenaer (af polystyren), uden omrgring/beluftning
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af vandet, og uden tilsat bundmateriale eller fade. Enkelte stremkraevende arter blev uden for
eksponeringsperioden holdt i beluftede petriskale for at sikre tilstraekkelig overlevelse.

Antallet af individer for hver testet art var 23 (kontrol: uden pyrethroid) eller 19 (med pyrethroid).
For arter, der generelt blev holdt i beluftede petriskale, anvendtes dog 25 individer for alle
behandlinger. De faktiske koncentrationer af lambda-cyhalothrin i arenaerne blev malt efter de 90
minutters eksponering.

Vi malte starrelsen af de undersggte leddyr (volumen, veegt), ligesom vi karakteriserede en reekke af
deres gvrige egenskaber (levested, fadetype, formeringspotentiale, spredningsevne) ud fra
litteraturveerdier og egne data/erfaringer.

Data blev anvendt til beregning af statistiske vardier. Farst og fremmest beregnede vi for hver art —
og gennem hele forsggsperioden - den koncentration ved hvilken de testede individer enten var
adferdsmassigt pavirkede (ECso) eller dade (LCso). Desuden testede vi, ved hvilken koncentration
der under selve eksponeringen og efterfalgende var eendringer i beveegelsesadfeerden. Ud fra disse
resultater rangordnede vi de enkelte arters fglsomhed pa en skala fra 1 til 7, hvor 1 var de mest
falsomme, 7 de mest tolerante. Herved identificerede vi den laveste koncentration, ved hvilken der
forekom en biologisk betydende effekt. Typisk var der tale om hyperaktivitet (under selve
eksponeringen): herved var dyrene "over-aktive”, hvilket hvis de havde varet udsat for samme
pavirkning i et vandlgb (og ikke i en arena) ville have betydet, at de med stremmen ville veere
transporteret bort fra den pavirkede straekning. Andre kritiske situationer var, hvis dyrene blev
slgve og dermed potentielt mere udsatte for at blive spist af andre dyr, eller var i live men s
pavirkede, at de aldrig ville komme sig. Endelig analyserede vi mulige sammenhzange mellem
arternes falsomhed over for lambda-cyhalothrin og deres biologiske egenskaber.

Hovedkonklusioner

Falsomheden hos vandlgbssmadyr kan rangordnes inden for et interval af lambda-cyhalothrin pa O-
10 000 ngL-L. Mens ikke-leddyr (orme, igle, snegle, muslinger) var helt upavirkede ved selv den
hgjeste koncentration, var leddyr som krebsdyr og insekter generelt falsomme. Der var dog stor
variation i falsomhed blandt de enkelte arter af sidstnaevnte, selv inden for samme familie. Til
gengeld var der ikke markante systematiske forskelle i falsomhed mellem grupper af fx insekter.
Falsomheden var generelt 10-100 gange starre for adfaerdsendringer end dedelighed, og for flere
arter sterst under selve eksponeringen typisk med udtalt hyperaktivitet. P4 en pyrethroid-pavirket
vandlgbsstraekning vil denne unormalt hgje aktivitet medfere at individantallet reduceres eller
arten helt forsvinder.

Der var ingen entydig sammenhang mellem de testede arters indikatorveerdi i DVFI og deres
falsomhed/tolerance over for lambda-cyhalothrin. DVFI er altsa ikke egnet som pesticidindikator.

Sammen med en stor variation i arternes pyrethroidfalsomhed betyder det, at det principielt vil
veere muligt at designe et indeks, som vil veere specielt egnet til at udskille netop effekter af
pyrethroider frem for andre pavirkninger (iseer let-omsatteligt organisk stof fra fx spildevand). Det
er til gengeeld ikke muligt at opbygge indekset alene ud fra arternes biologiske egenskaber, fordi
disse ikke kan relateres til falsomhed. Biologiske egenskaber er dog vigtige at inddrage sammen
med fglsomhed i et fremtidigt pyrethroidindeks, ligesom i det tyske SPEAR indeks (SPEcies At
Risk).

Selvom vi kun undersggte effekten af ét pyrethroid, tyder data fra litteraturen pa, at giftigheden af

dette stof er stort set den samme som for de gvrige i dansk landbrug anvendte pyrethroider. Vores
resultater kan derfor formodentlig overfares til samtlige disse stoffer.
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Projektresultater

Vi udfarte meget simple laboratorieforsgg under forhold, som er langt fra hvad de udvalgte arter
oplever i naturen. Alligevel lykkedes det sikre en passende stor overlevelse for kontroldyrene (der
ikke blev udsat for pyrethroid), ligesom disses adfeerd ikke synes staerkt afvigende i forhold til
naturlige forhold. Kun enkelte arter trivedes darligt, overraskende nok sadanne som lever pa
slammede steder i vandlgbene, hvor stramhastigheden er lille. Det lykkedes generelt at opna gode
bestemmelser af adferdsandringer og dedelighed. Dog var det kun muligt at videospore halvdelen
af arterne, hvilket betad, at gkologisk vigtige adfeerdseendringer under selve eksponeringen kun
kunne dokumenteres for disse. For enkelte arter var det muligt at supplere med sammenlignelige
data fra tidligere projekter under Miljgstyrelsens Pesticidforskningsprogram. Den samlede
rangordning af arternes falsomhed kunne dog trods dette ikke foretages pa et helt ensartet
grundlag, og ma derfor tages med et vist forbehold.

Efter pulseksponeringerne i arenaerne blev der generelt malt koncentrationer af lambda-
cyhalothrin, som var ca. 1/3 af de nominelle koncentrationer. Der var stor variation i malte
koncentrationer fra forsgg til forsgg, men generelt var der den forudsatte relative forskel mellem
koncentrationerne. Tabet skyldes pyrethroidernes specielle kemiske egenskaber: lav oplgselighed i
vand, store fedtoplgselighed og dermed lette binding til diverse faste overflader. Vi har valgt at
anvende de nominelle koncentrationer i tolkningen af resultaterne, fordi de faktiske
koncentrationer vurderes at have veeret veesentlig hgjere ved start af eksponeringerne.

Helt overordnet var der kun paviselige effekter af de valgte koncentrationer af lambda-cyhalothrin
pa arter af leddyr (krebsdyr og insekter). Hos ikke-leddyr (fimreorme, bgrsteorme, snegle og
muslinger) forekom der ingen effekter (adfeerdseendringer eller forgget dadelighed), hverken under
eller efter eksponeringen. Det er helt i overensstemmelse med, hvad der tidligere er fundet i andre
studier. Forklaringen ligger i virkemaden for pyrethroider, der hos leddyr binder sig til de kanaler,
igennem hvilke nervecellerne kommunikerer med hinanden. Herved holder stofferne kanalerne
permanent abne, hvilket ferer til hyperaktivitet, lammelse og ultimativt ded. Hos leddyrene var der
stor forskel i felsomhed fra art til art, men ingen oplagt systematik fra gruppe til gruppe. Slgrvinger
var dog generelt falsomme og havde sammen med dggnfluer lettere ved at komme sig efter en
pavirkning end andre insektgrupper og krebsdyr. Afhaengigt af om der var tale om
adferdsandringer eller dgdelighed varierede falsomheden for alle leddyr under et fra 10 til

> 10 000 ngL-L, ligesom der blev fundet samme variation inden for gruppen af tovinger, endda
inden for samme familie (dansemyqg).

Generelt var fglsomheden markant stgrre for adfeerdsendringer end dgdelighed. Dette illustreres af
nedenstdende figur, der viser de kumulerede fordelinger (effekter) af hhv. veerdier af ECso (adfeerd,
visuelt bedegmt) og LCso (dedelighed) for de undersggte arter af leddyr. Det kan her direkte afleeses
hvor stor en del af arterne, der vil vaere i risiko for at veere pavirket ved en given koncentration.
Antages det modsat, at de valgte arter afspejler artssammensetningen i et vandlgb, og at det er
kritisk hvis 40% af arterne er pavirket adfeerdsmaessigt, svarer det til en koncentration pa ca. 70
ngL-L

En ret stor del (38%) af leddyrarterne var i lgbet af 6 dage i stand til at komme sig helt efter
eksponeringen, mens 15% fik det vaerre. Resten viste ingen forskel i hvor pavirkede de var igennem
perioden. Iseer dggnfluer og slgrvinger (primitive insekter) var i stand til at komme sig, hvorimod
det i mindre grad var tilfeeldet blandt dovenfluer, biller, varfluer og tovinger (mere avancerede
insekter).
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Vi rangordnede arternes fglsomhed under selve eksponeringen (tilbagelagt afstand - for de
videosporede arter), adferdsaendringer (inkl. dgdelighed) og dgdelighed i perioden 1-6 dage efter
eksponering, og en sdkaldt ” kritisk fglsomhed” estimeret p& baggrund af samtlige disse “end-
points” (inklusive drift respons for visse arter ved tidligere forsgg under Miljgstyrelsens
Pesticidforskningsprogram). Denne rangordning viste vaesentlig starre falsomhed (mindst en faktor
10) for adferdsendringer (under savel som efter eksponering) end for dgdelighed. Derimod var der
ingen statistisk signifikant forskel i falsomhed for adfeerd/dgdelighed hhv. under og efter
eksponering.

Der var ingen entydig sammenhang mellem arternes status som indikatorer i Dansk
Vandlgbsfaunaindeks og deres fglsomhed over for pyrethroidet. Saledes var der ingen statistisk
signifikant sammenhang mellem rangordnet "kritisk falsomhed” og arternes sakaldte ngglegruppe-
status (indekset opererer med 6 ngglegrupper, hvor er gruppe 1 er mest falsomme arter, gruppe 6
den mest tolerante arter). Til gengeeld var der signifikant forskel i pyrethroidfglsomhed mellem
positive (indikatorer for god miljgkvalitet) og negative diversitetsgrupper (indikatorer for darlig
miljgkvalitet) i indekset: De fgrste var mest falsomme over for pyrethroidet. DVFI er dog samlet set
uegnet som pesticidindikator, med mindre der er tale om meget hgje koncentrationer. Er det
tilfeldet, vil samfund alene bestaende af fimreorme, bgrsteorme, snegle, muslinger og visse
dansemyg antyde, at vandlgbet har veeret udsat for en meget omfattende forurening med
pyrethroid.

Umiddelbart vil man forvente, at jo mindre et dyr er, des mere fglsomt vil det veaere over for
pyrethroid. Det skyldes, at overfladen hos sma dyr — sammenlignet med store dyr - er relativt starre
i forhold deres volumen og de er dermed mere udsat for transport af stoffet gennem huden. Der
blev generelt ikke fundet en sddan sammenhang mellem pyrethroidfglsomhed og stgrrelsen (veegt
eller overfladeareal) af de testede leddyr, hverken for dgdelighed eller "kritisk fglsomhed”. Der var
dog en tendens til positiv sammenhang for dedelighed, ligesom der blev fundet en signifikant
negativ sammenhang mellem dgdelighed og forholdet overfladeareal/veegt. En forklaring pa den
manglende sammenhgang kan veere, at forskelle i arternes fedtsammensetning i nervecellerne er af
langt stgrre betydning end starrelsen.
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Samlet set kunne der for de testede arter ikke pavises signifikante sammenhange mellem
pyrethroid-fglsomheden ("kritisk fglsomhed”) og hvor udsatte arterne ma formodes at vaere over for
en given eksponering (puls) med pyrethroid i vandlgbsmiljget, eller hvilket potentiale for
rekolonisering de ma formodes at have efter en sddan pavirkning. Der var saledes ingen signifikante
relationer (eller tendens til sddanne) til arternes frugtbarhed og spredningsevne, eller til det
samlede resultat heraf, nemlig deres potentiale for rekolonisering. Der var heller ingen systematiske
forskelle i falsomhed (“kritisk falsomhed” og dadelighed) over for pyrethroidet, i forhold til arternes
foretrukne fadesagning og fadeemner (fadeemner: dadt groft organisk stof, dgdt finpartikulaert
organisk stof, mikroalger, andre invertebrater). Som navnt under hovedkonklusionerne betyder det
ikke, at biologiske egenskaber er uden veerdi i forhold til udvikling af et fremtidigt dansk
pyrethroidindeks, snarere tveertimod. Egenskaber som hvor udsat en art er i vandlgbet, hvis det
udseettes for en puls med pyrethroid, eller hvad den lever af, dens formeringspotentiale, og endelig
evne til spredning (og rekolonisering), skannes nemlig alle at veere vigtige faktorer, som pa
passende vis bgr kobles sammen med arternes aktuelle falsomhed.
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Summary

Background & aim

Insecticides used to prevent problematic attacks from pest insects in crops may end up in the
aquatic environment including streams. Here insecticides occur as pulses, most often with run-off
after heavy rainfall following spraying, but also due to wind drift during spraying. Insecticides are
toxic to stream macroinvertebrates. These are an important part of the biological structure of the
streams, processing particular organic matter, and themselves being food for fish, birds and
mammals. Streams are generally rich in macroinvertebrate species, each adapted to specific
microhabitats and food, and also with varying sensitivity to human impact. Consequently, they have
been used as environmental indicators for a century. Danish Stream Fauna Index (DSFI) using
presence/absence of specific indicator taxa is the official Danish method to assess the quality of
streams. Although originally being designed to assess the effect of organic impact, the index also
reflects the physical quality of streams. The question is, however, if DSFI also reflects insecticide
impact.

Answering this basic question is essential in the present project. If the answer is no, the project aim
at identifying taxa that are especially sensitive and tolerant to insecticides and that therefore may be
used developing a new macroinvertebrate-based insecticide index. If so, the sensitivity to
insecticides in at least some of the taxa must differ significantly from their sensitivity to organic
pollution. An insecticide index does not, however, need to be based exclusively on the taxa
themselves, but may alternatively include biological traits (i.e. fecundity, dispersal capacity, and
ability for recolonization). Therefore the project also aims at identifying possible relations between
sensitivity to insecticides and biological traits.

The project has focussed on insecticides, more specifically on the pyrethroid lambda-cyhalothrin.
The reason for this choice is that pyrethroids are the most harmful insecticides (or pesticides) to
stream macroinvertebrates, at the same time being the most widely used insecticides in Danish
agriculture.

The study

We tested the sensitivity to the "model pyrethroid” among a suite of totally 34 macroinvertebrates,
28 arthropods and 6 non-arthropods, with a predominantly wide distribution in small Danish
streams. Most taxa were included in DSFI and covering indicators for the whole quality spectrum of
this index. Also, taxa from all habitats and functional feeding groups were included. To overcome
experimental difficulties, taxa from ponds were in a few cases used as proxies for especially current
demanding closely related taxa.

Basically, the taxa were tested using the same experimental procedure. After acclimatization for at
least one day, all individuals were exposed to different concentrations of lambda-cyhalothrion for a
period of 90 minutes, where after they were transferred to unpolluted water and their behaviour
(visually assessed) and mortality recorded over a period of 6 days. We exposed at nominal
concentrations of 0, 10, 100, 1000 and 10 000 ngL-. Using video-tracking device, we also recorded
the distance travelled by individuals for most of the taxa during exposure as well as 1-6 days
hereafter. Test animals were generally kept in small (85 x 85 x 25 mm) polystyrene arenas without
stirring or aeration of the water, and no substrate or food added. Only exception was four current
demanding taxa that were kept in aerated plastic petri boxes before and after the exposure. Number
of tested individuals for each taxa was 23 (control) or 19 (pyrethroid added), except for the four taxa
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kept in petriboxes (25 individuals in each treatment). The concentration of the pyrethroid in the
arenas after exposure was measured.

We measured size of each arthropod taxa and characterized other biological traits (microhabitat,
food, fecundity, dispersal capacity) using literature values and own data from previous studies.

We calculated ECso (for visually assessed behavioural effects) and LCso (mortality) values for each
taxon and day. We also made statistical test in order to identify the lowest concentration at which
distance travelled was affected during and after exposure. All these data were used to rank the
tolerance of each taxa on a scale from 1 (most sensitive) to 7 (least sensitive). Using all end-points
we identified the lowest concentration with a biological significant effect (“critical sensitivity”). This
effect was typically hyperactivity during exposure, being equivalent to catastrophic drift if
individuals would have been exposed in a stream. Other critical situations included significantly
reduced activity (in a stream increasing the risk of predation), from which they never recovered,
ultimately leading to death. Finally, we analysed for relations between “critical sensitivity” and
selected biological traits.

Main conclusions

The sensitivity of stream macroinvertebrates to lambda-cyhalothrin could be ranked within an
interval of O to >10 000 ngL-1. While non-arthropods (oligochaetes, leeches, snails and mussels)
were totally unaffected, arthropods were generally sensitive, but with extremely large variation,
even within the same family. We found no consistent differences at higher taxonomic levels.
Generally, sensitivity was 10-100 times higher for behavioural than mortality, being most
pronounced as hyperactivity during pulse exposure.

The multi-stressor index, DSFI, was not suitable as a pesticide indicator, as there was no clear
relation between indicator values of the taxa in the index and their corresponding pyrethroid
sensitivity. However, this and the high variation in pyrethroid sensitivity may potentially make it
possible to develop a specific pyrethroid index. Taxa can, however, not be substituted by their traits
in such an index, but must be combined with taxon sensitivity (as in the German SPEAR index).

Although we only studied effects of one specific pyrethroid, a review of literature data makes it
probable that our finding are representative for other pyrethroids used in Danish agriculture.

Selected results

We performed the relatively simple experiments under conditions far from what the tested
macroinvertebrates face in nature. Despite of this the survival and behaviour of pyrethroid un-
treated individuals (controls) was generally satisfactory, and it was therefore possible to obtain
reliable ECso and LCso values. However, it was only possible to video-track half of the taxa, meaning
that ecological important behavioural end-points during and after exposure were only provided for
these taxa. And although supplementary data was provided from previous studies, the ranking of
species sensitivity was not carried out on exactly the same basis.

Following pulse exposure, measured concentrations of lambda-cyhalothrin were only about 1/3 of
the nominal concentrations due to the lipophilic/adhesive nature of the substance. But although
there were large variation between experiments, the relative differences between treatments was as
expected. As the actual concentrations are expected to be significantly higher at start of exposure,
we decided to use nominal concentrations in our data analyses.

Overall, we only found effects in the selected interval of concentrations among arthropods
(crustaceans and insects), whereas non-arthropods (worm, snails and mussels) were totally un-
affected for all end-points. This is consistent with previous studies and probably explained by the
mode of action of pyrethroids, adhering to the cell membrane channels through which the nerve
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cells communicate. Overall, there was large variation in sensitivity among species, but no consistent
differences at higher taxonomic level. Depending on end-points, the overall sensitivity (effect
concentration) among arthropods — and even Diptera and Chironomidae - varied between 10 and
10 000 ngL%. Generally, sensitivity was markedly higher for behavioural endpoints than mortality.

This is reflected in the figure showing the cumulative distribution of EC50 (visually assessed) and
LC50 values (effects) for the studied arthropods (a so-called Species Sensitivity Distribution). From
the graph it is possible to read the proportion of the taxa that are in risk of being significantly
impacted at a specific pulse concentration of pyrethroid. Reversely, supposing that the suite of taxa
reflects the species composition in a stream and if one decides that it is unacceptable that 40% or
more of the taxa is affected by pyrethroid impact, it is evident that pyrethroid pulses of = 70 ngL-!
must be avoided.

100 -

80 -

60

40 +

Cumulative effect (%)

20 +

10t 102 10° 104 105
Lambda-cyhalothrin (ng L™)

FIGURE A

A significant part of the arthropods (38%) showed recovery, whereas 15% of the taxa showed
increasing negative effects during the experimental period. The rest showed neither recovery nor
increasing negative effects. Especially hemimetabolic Plecoptera and Ephemeroptera recovered,
whereas this was far less common among holometabolic insect orders.

We ranked taxon sensitivity for each endpoint, i.e. behaviour during and after exposure (reflecting
either travelled distance recorded by video tracked taxa or visually assessed) and mortality during
the 6 days period after exposure, and estimated a so-called “critical sensitivity” taken all end-points
including comparable data from our own previous - and comparable - studies into account. This
ranking showed significant higher sensitivity (at least 10 times) for behavioural changes than for
mortality. However, we found no overall significant difference in sensitivity for behaviour during
and after exposure.

Statistical analyses revealed no significant relation between indicator status in DSFI (so-called key
groups ranging from 1 to 6, where KG 1 are very organic pollution sensitive species, KG 6 being very
pollution tolerant) and sensitivity to lambda-cyhalothrin. However, so-called positive diversity
groups in the index (pollution sensitive taxa) were significantly more sensitive to the pyrethroid
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than negative diversity groups (pollution tolerant taxa). DSFI is, nevertheless, unsuitable as an
insecticide indicator, unless the impact from pyrethroids is not very high.

Biological traits in macroinvertebrates may be used to reflect effects of environmental impact
including insecticides. Thus, it is expected that small macroinvertebrates are more sensitive than
larger ones because their surface to volume ratio is higher and, thus, more exposed to transport of
the substance through their skin. However, no such relation was found, presumably because lipid
composition of the nerve cells that influence the binding of pyrethroids is of higher significance.
Further, we found no statistical relation between sensitivity to the pyrethroid and traits like how
exposed the taxa are in their natural environment, how they feed and from what, fecundity, and
dispersal. This does not, however, mean that such traits are without importance in relation to
pyrethroids. Thus, it may be important and useful to include traits reflecting recolonization
potential in a future insecticide index combined with taxon sensitivity.
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1. Indledning

I Danmark findes der ca. 60 000 km vandlgb. En stor del af disse er skabt af naturens egne kreefter.
Iseer i forbindelse med istiderne er der saledes skabt lavninger i landskabet, hvori vandlgbene
strammer. Vandet stammer dels fra grundvandet, dels fra overfladisk afstremning i forbindelse
med nedbgr. Derudover er der skabt mange kilometer kunstige vandlgb (abne som rgrlagte) ved
gravning, typisk i forbindelse med afvanding af vadbundsomrader, saledes at disse er blevet forsggt
gjort egnede til landbrugsdrift. Ogsd mange naturlige vandlgb er blevet endret, saledes at de
hurtigere kan transportere overskudsvand bort fra de dyrkede marker. Vandlgbenes slyngninger er
blevet rettet ud, de er gravet bredere og navnlig dybere. Og endelig udferes der en stadig
vedligeholdelse af dem, idet der fjernes planteveekst (grede) og aflejringer af finkornet materiale, alt
for at opretholde afvandingsevnen. Landbruget som tegner sig for omkring 65 % af arealudnyttelsen
i Danmark har séledes sat er markant fodaftryk pa vore vandlgb.

Derudover tilfgres vandet i vore vandlgb store maengder stoffer af forskellig art. Udledninger af
spildevand fra byer, fabrikker, mere spredt liggende ejendomme, landbrug med dyrehold, samt
dambrug har veeret sarlig betydende, ligesom der udvaskes overskud af kveelstof og fosfor fra de
dyrkede marker. Ogsa andre kemiske forbindelser tilfgres i starre meengder end naturligt (fx salt,
jernforbindelser og tungmetaller), ligesom der udledes en reekke sékaldt miljgfremmede stoffer. Til
sidst navnte gruppe hgrer pesticiderne, ogsa kaldet plantebeskyttelsesmidler, stoffer der anvendes
til at bekeempe organismer, der volder skade pa afgrgderne og nedsetter hgstudbyttet.

Sidelgbende med miljgpavirkningerne af vandlgbene har der veret et varierende fokus pa at
imgdega, at vandlgbene blev forvandlet til uegnede levesteder for planter og dyr. Siden 1973 har der
veeret en egentlig national miljglovgivning. Denne er senest blevet veesentlig &endret som et led i en
samlet europaisk miljgindsats til beskyttelse af vandnatur og vandresurser. Dette er udmgntet i
Vandrammedirektivet (VRD) fra 2000. Direktivet forudsztter, at EU-medlemslandenes
vandomrader, herunder vandlgbene, skal opna god gkologisk kvalitet eller — idet mindste - godt
gkologisk potentiale i 2015. Det er dog muligt at udskyde malopfyldelsen til 2021 og ultimativt
2027.

Bade gkologisk kvalitet og potentiale defineres pa et biologisk grundlag. Man taler om forskellige
biologiske kvalitetselementer. Disse omfatter planteplankton (som dog ikke er fagligt relevant i
danske vandlgb), bundlevende alger og vandplanter, makroinvertebrater (smadyr) og fisk. Inden for
hvert kvalitetselement opereres der med 1-flere indikatorer (eller miljgmalesystemer), som skal
deaekke en 5 trins skala af gkologisk kvalitet (tilstandsklasser): hgj, god, moderat, ringe og darlig.
Indikatorerne forudsaettes at omfatte parametre som artsrigdom, hyppighed, samt forholdet
mellem fglsomme og tolerante arter. I nogle tilfeelde samles flere elementer til et sakaldt
multimetrisk indeks, hvor de enkelte dele veegter ens eller forskelligt. Et indeks skal ideelt set kunne
beskrive effekten af én specifik pavirkningsfaktor, men i mange tilfelde afspejler mange anvendte
indices flere pavirkningsfaktorer samtidig. Hvis flere biologiske kvalitetselementer afspejler en
bestemt pavirkningsfaktor anbefales det at vaelge det element (fx makroinvertebrater), som er mest
falsom over for den pagaeldende pavirkningsfaktor.

| Danmark anvendes indtil videre alene makroinvertebrater som biologisk kvalitetselement og
Dansk Vandlgbsfaunaindeks (DVFI) som eneste kvalitetsmal. Indekset er i sit valg af specifikke
indikatororganismer oprindeligt udviklet til at afspejle effekten af let-omsaetteligt organisk stof (fra
spildevand), men er fglsom ogsa for andre menneskeskabte pavirkninger. Spgrgsmalet er i hvor hgj
grad det ogsa afspejler andre faktorer, ikke mindst miljgfremmede stoffer og helt specifikt
pesticider.
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2. Baggrund og formal

2.1 Baggrund og “’state of the art”

Brug af pesticider pa dyrkede arealer fgrer til utilsigtet tilfarsel af disse stoffer til
ferskvandsgkosystemer som vandlgb og sger, ogsa i Danmark (se fx Mathiessen et al. 1995, Felding
etal. 1997, Schulz & Liess 1999a, b, Bggestrand et al. 2003, 2007). De hgjeste koncentrationer i
vandlgb optraeder typisk i forbindelse med stgrre nedbgrshaendelser og forekommer som kortvarige
pulse (Solomon et al. 1996, Styczen et al. 2003, Rasmussen et al. 2011a), selvom disse ogsa kan
forekomme i forbindelse med afstramning fra vaskepladser med direkte forbindelse til vandlgb eller
vinddrift under sprgjtning af tilgreensende marker. Flertallet af de pesticider, som optrader i de
hgjeste koncentrationer i danske vandlgb, har neppe vaesentlige negative effekter pa organismerne.
Séledes skal herbicidkoncentrationer veere vaesentlig hgjere end de fundne for at nedsatte veeksten
hos alger og vandplanter (Cedergreen et al. 2004), ligesom deres pavirkning af
makroinvertebraterne synes usandsynlig (Wiberg-Larsen & Ngrum 2009). Derimod kan visse
fungicider have kortvarige virkninger pa vaeksten af visse bundlevende alger (Mghlenberg et al.
2004), ligesom stofferne, ved at h&mme vaksten hos de vandlevende mikrosvampe, kan nedsztte
omsatningen af dgdt organisk stof i form af nedfaldne blade fra traeer langs vandlgbene
(Rasmussen et al. 2011b).

Starst effekt har visse insekticider, de sdkaldte pyrethroider, der er de mest anvendte insekticider i
dansk landbrug, bade hvad angar forbrugte meengder (63%) og behandlet areal (91%) (Kjglholt et
al. 2012). De kan ved almindelig landbrugsdrift og efterfalgende tab fra de behandlede arealer fare
til effekter hos makroinvertebrater pa populations- og gkosystemniveau i vandlgb (se fx Schulz &
Liess 1999b, Wiberg-Larsen et al. 2013). Dette er ikke overraskende pga. stoffernes hgje giftighed
ved selv relativt lave koncentrationer (pa oplgst form). Saledes er der ved pulskoncentrationer over
100 ngL1pavist overdgdelighed i laboratorieforseg med enkelte arter, vandlgbs mesokosmos forsag
med 1-flere arter, og endda in-situ forsgg i naturlige vandlgb (Mghlenberg et al. 2004, Beketov &
Liess 2008, Ngrum et al. 2010). Derudover er der i mesokosmosforsag og in-situ forsgg i naturlige
vandlgb fundet subletale effekter, primart i form af hyperaktivitet/reduceret bevaegelsesadferd og
foragget transport med strgmmen, helt ned i intervallet 1-100 ngL-1 (Mghlenberg et al. 2004,
Lauridsen & Friberg 2005, Beketov & Liess 2008, Rasmussen et al. 2008, Ngrum et al. 2010,
Wiberg-Larsen et al. 2013). Adfaerdsbetinget transport, ogsa kaldet drift, er naturligt
forekommende hos mange arter (Brittain & Eikeland 1988), men kan ved pesticidpavirkning gges i
en sadan grad (katastrofedrift), at bestanden af disse arter reduceres markant — og i nogle tilfeelde
forsvinder arterne endda helt fra den bergrte streekning (Schulz & Liess 1999b). Derudover har flere
danske undersggelser dokumenteret leengerevarende effekter pa makroinvertebrater (bl.a. hele
samfund) af sddanne pulse af pyrethroider (fx Mghlenberg et al. 2004, Heckmann & Friberg 2005,
Ngrum et al. 2006, Wiberg-Larsen & Ngrum 2009, Wiberg-Larsen et al. 2013). Sadanne effekter
omfatter fx nedsat fadeoptagelse (graesning pa bundlevende alger, findeling af bladmateriale) og
reduceret succes under forvandlingen fra nymfer/larver til voksent insekt (fx Schulz 1997, Wiberg-
Larsen & Ngrum 2009, Wiberg-Larsen et al. 2013).

Spgrgsmalet er imidlertid, om makroinvertebraterne reelt udsettes for skadelige koncentrationer
pa oplgst form i vore vandlgb. Det er nemlig saledes, at pyrethroider er meget lidt vandoplgselige,
men til gengeeld let bindes til organisk stof og mineralske partikler (Hand et al. 2001, Oudou &
Hansen 2002). Det betyder, at de kun kortvarigt kan forventes at optraede pa oplgst form. De vil
derfor typisk tilfares vandlgbene bundet til partikler (Ghadiri & Rose 1991) og en sddan transport
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via draensystemer og jordens makroporer (bioporer) kan veere meget hurtigt efter et regnskyl
(Petersen et al. 2012). Ny undersggelser tyder dog p4, at partikeloundet pyrethroid ogsa har en
betydelig giftighed (Rasmussen et al. 2013), se nedenfor.

Selvom der kun er foretaget fa malinger af pyrethroider i danske vandlgb, er der imidlertid
gentagne gange malt koncentrationer i intervallet 100-500 ngL-! (Fyns Amt 1997, Wiggers 1999).
Séledes blev pyrethroidet esfenvalerat fundet i over 30 % af prgverne ved en undersggelse af tre
sma gstjyske vandlgb, som afvander landbrugsoplande, og i ca. 20 % af prgverne var
koncentrationerne endda hgjere end 100 ngL-! (Wiggers 1999). Dertil kommer, at disse veerdier alle
blev malt i forbindelse med stgrre afstremningshaendelser i maj-juni. Det er derfor overvejende
sandsynligt (se ovenfor), at der har veeret tale om afstramning fra sprgjtede marker via draen eller, i
visse tilfeelde, overfladisk afstremning i forbindelse med kraftige regnskyl, snarere end aflgb fra
vaskepladser. Meget tyder altsa p4, at vore vandlgb periodevis indeholder koncentrationer af
pyrethroid, som har veaesentlig effekt pd makroinvertebratsamfundene. Og det er i den forbindelse
ikke ngdvendigvis afggrende, om pyrethroiderne forekommer pé oplest eller partikelbunden form i
vandfasen (Maund et al. 2002, Rasmussen et al. 2013). Dertil kommer, at pyrethroiderne
tilbageholdes i vandlgbenes sediment og der indvirker pd sammensztningen af
makroinvertebratsamfundene (Friberg et al. 2003). Der er sdledes grund til at forvente effekter pa
vandlgbenes makroinvertebratfauna i forbindelse med "normal” marksprgjtning.

Sa samlet set er der altsa grund til at betragte pesticider, og ikke mindst insekticider og visse
fungicider, som en betydende faktor for miljgkvaliteten i vandlab, ogsa i forbindelse med regelret
brug af stofferne. Det betyder, at der er behov for metoder til at beskrive denne pavirkning,
herunder om den gges eller mindskes som fglge af en regulering af forbruget og anvendelsen af
stofferne. Pesticider er generelt ugnskede uden for det dyrkningsmiljg, hvor de skal virke ved at
forbygge angreb af skadevoldere. Der er derfor fra politisk side interesse for at mindske dette
problem, eksempelvis udmegntet i aftalen om "Grgn Vakst” (Regeringen & Dansk Folkeparti 2010).
Dertil kommer, at de vandplaner, som udarbejdes som et led i implementeringen af
Vandrammedirektivet, har identificeret omrader, hvor det er vurderet, at de fastsatte kvalitetsmal
ikke er opfyldt pa grund af pesticidpavirkning, og hvor der derfor skal foretages en indsats for at
forbedre forholdene.

Der er i udlandet udviklet indices til brug i vandlgb, og som er malrettet pavirkninger fra pesticider.
Mest kendt er det tyske SPEAR (SPEcies At Risk), som bygger dels pa de enkelte organismers
falsomhed overfor pesticider, dels deres biologiske karakteristika som reproduktionsperiode og
mobilitet (Liess & von der Ohe 2005). Rationalet er, at arter, som er falsomme selv ved lave
koncentrationer af pesticider, og som samtidig fx formerer sig relativt langsomt klassificeres som
veerende ”i risiko”. Arter med stor tolerance, stor produktionsevne, og relativt stor evne til hurtigt at
kolonisere er derimod "ikke i risiko”. Indekset angiver (mangdemaessigt) andelen af arter i en
udtagen faunapreve, som er i risiko. Ved at fokusere pa de naevnte biologiske karakteristika er det
forsggt at gare indekset uafthaengigt af andre betydende miljgfaktorer som fx let-omseetteligt
organisk stof og fysiske forhold. Indekset har isaer vist sig velegnet til at afspejle effekter forbundet
med sprgjtninger mod markskadedyr i maj-juni (Liess & von der Ohe 2005, Schéfer et al. 2007,
Liess et al. 2008), ligesom det synes at have potentiale som et feelles europaisk indeks i forbindelse
med implementering af VRD (Von der Ohe et al. 2007). Der kan dog rejses berettiget tvivl om
indeksets reelle veerdi, bl.a. i forhold til grundlaget for vurderingen af disse organismers fglsomhed
over for pesticider og deres spredningsevne. Ligeledes er indekset ikke ngdvendigvis uafhaengigt af
de fysiske forhold (Rasmussen et al. 2011c).

Som naevnt i indledningen anvendes i Danmark et makroinvertebrat-baseret indeks, Dansk
Vandlgbsfaunaindeks (DVFI). Dette indeks afspejler en raekke miljgpavirkninger og det er derfor
relevant at vide, i hvilken grad det ogsa er falsomt for pesticidpavirkninger. Forelgbige
undersggelser indikerer at DVFI ikke er specielt velegnet som indikator for pesticidpavirkning
(Rasmussen et el. 2012). Nervearende projekt sigter pa at uddybe denne problemstilling.
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2.2 Formal

Projektets formal har overordnet veeret at klarlaegge forskelle i tolerance over for miljgrealistiske
pulse af pyrethroider hos et bredt udsnit af danske makroinvertebrater fra vandlgb. Projektet har
haft to specifikke delmal. Det farste har veeret at undersgge i hvor hgj grad Dansk
Vandlgbsfaunaindeks (DVFI) er i stand til at afspejle pavirkning fra pyrethroider og dermed kan
anvendes som en brugbar pesticidindikator. Dette er serlig relevant, fordi DVFI, i den hidtidige
forvaltning af Vandrammedirektivet, har veaeret det eneste anvendte mél for gkologisk tilstand i
danske vandlgb. Projektet vil derfor klarleegge, i hvor hgj grad dette kvalitetsmal vil blive pavirket
alene som fglge af tilfarslen af pyrethroider. Det andet delmal har veeret at tilvejebringe viden om en
reekke makroinvertebrat-arters falsomhed over for pyrethroider, saledes at denne viden kan indga
som "byggesten” i udviklingen af et nyt indeks til brug i forvaltningen af det danske vandlgbsmiljg.
Uden grundliggende viden om den potentielle indflydelse af insekticider pa den gkologiske kvalitet i
vandlgbene, vil det reelt vaere vanskeligt at evaluere effekten af de iverksatte foranstaltninger til
nedbringelse af en utilsigtet pesticidpavirkning af vore vandigb.

Projektet er derved nert koblet til et andet projekt under Miljgstyrelsens program for
pesticidforskning: ” Udvikling af en biologisk pesticidskadesindikator til danske vandlgb” (MST j.nr.
667-00116). Det betyder, at projektet ikke kun sigter mod at identificere pyrethroid falsomme og
tolerante arter/grupper af makroinvertebrater, som indgar i DVFI, men ogsa andre
makroinvertebrater som forekommer i danske vandlgb.

Vores overordnede hypoteser er at:

. spektret af arter/sleegter/familier, som indgar i DVFI, vil udvise betydelig variation i, og vil
séledes kunne rangordnes med hensyn til, fglsomhed over for en given pavirkning med
pyrethroider

. safremt visse af de undersggte arter/slegter/familier udviser en serlig falsomhed eller
tolerance over for pyrethroider, der overstiger deres falsomhed i DVFI, vil disse organismers
tilstedeveerelse eller fraveer i indsamlede faunaprgver kunne anvendes til specifikt at signalere
om et makroinvertebratsamfund har veeret udsat for vaesentlig pavirkning fra pyrethroider.

. biologiske egenskaber tilknyttet de enkelte arter/sleegter/familier kan relateres til sidst
naevntes falsomhed/tolerance over for pyrethroider.

Projektets vil, ud over at tilvejebringe ny konkret viden, ogsa inddrage og perspektivere resultater
fra en reekke tidligere gennemfgarte projekter under Miljgstyrelsens Program for
Bekaempelsesmiddelforskning om pesticiders effekter p4 makroinvertebrater i vandlgb (Nerum &
Bjerregaard 2003, Mghlenberg et al. 2004, Ngrum et al. 2006, Wiberg-Larsen & Ngrum 2009,
Wiberg-Larsen et al. 2013). Disse undersggelser har veeret koncentreret om de effekter, som
udvalgte pesticider har hos en reekke organismer i form af dedelighed, &endret beveaegelsesmgnster
(herunder drift), samt nedsat veekst, omsatning af organisk stof, reproduktion, eller ndrede
relationer mellem rovdyr og byttedyr. Dertil kommer studier af mere overordnede (pa
samfundsniveau) effekter pé biologisk struktur, stofomsaetning og fadetilgeengelighed, samt
rekolonisering hos makroinvertebrater (Wiberg-Larsen & Ngrum 2009), ligesom der har veeret
udfart undersggelser af betydningen af gentagne pulse (Wiberg-Larsen et al. 2013).

Projektet er gennemfgart som en undersggelse af effekten pa et bredt udsnit af arter, der undersgges
enkeltvis under sammenlignelige og velkontrollerede laboratorieforhold. Baggrunden for dette
koncept er, at tidligere studier, hvor hele samfund er undersggt i enten naturlignende mesokosmos
(starre stramrender) eller rigtige vandlgb, har vist sig meget resursekraevende at gennemfare i en
tilstreekkeligt stor skala, séledes at betydningen af naturlige variationer og andre miljgfaktorer kan
minimeres tilstreekkeligt til at opna statistisk robuste resultater.

2.3 Projektets overordnede struktur
Projektet bestar kun af én eksperimentel del, nemlig undersggelse af felsomheden hos en reekke af
de arter/slegter/familier mv. (kaldet taxa), hvoraf flertallet indgér som elementer i DVFI. Forud for
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disse undersggelser, som er gennemfgrt under laboratorieforhold, er foretaget en udvalgelse af
relevante taxa.

Som udgangspunkt er samtlige forsggsorganismer testet pa en ensartet og sammenlignelig made. Vi
har i projektet valgt at undersgge dgdelighed og &endringer i beveegelsesadfeerd under og i tiden
efter en kortvarig pulseksponering. Beveegelsesadfeerd er af fundamental betydning for
organismernes fadesggning, flugt fra preedatorer (rovdyr), reproduktion og spredningsevne, men
ogsa for evnen til at kunne rekolonisere tidligere pesticidpavirkede levesteder. Dertil kommer, at
tidligere forsgg har vist, at pyrethroidpulse — inden for bestemte intervaller af koncentrationer -
inducerer hyperaktivitet hos visse arter, hvilket under naturlige forhold vil fgre til gget transport
med strammen (katastrofedrift) bort fra dyrenes oprindelige levesteder (Ngrum et al. 2006,
Ngrum et al. 2010). Hos andre arter indtreeffer i stedet en nedsat mobilitet og formodentlig evne til
at holde sig pa plads under de herskende strsmforhold, hvilket ligeledes kan fare til gget drift. Den
ggede drift vil sammen med en gget dgdelighed/sarbarhed over for rovdyr bidrage til at &endre
sammensatningen af arter pa en bergrt vandlgbsstreekning. Forsggene i laboratoriet vil derfor i hgj
grad fungere som et realistisk mal (proxy) for &ndringer i artssammensatning og samfundsstruktur
under miljgrealistiske forhold i vandlgbene.

| projektet er som udgangspunkt anvendt videosporing til at kortleegge dyrenes: (i)
baggrundsadferd i "rent” vand for eksponering med pesticid, (ii) adfeerd under 90 minutters
pesticideksponering og (iii) adfaerd efter at dyrene igen er overfart til rent (ukontamineret) vand.

Eksponeringen er foretaget pa ensartet vis for samtlige testede arter. Der er kun anvendt ét stof,
pyrethroidet lambda-cyhalothrin, som har veeret anvendt som "model” pyrethroid i en reekke
tidligere studier (Ngrum et al. 2006, Wiberg-Larsen & Ngrum 2009, Wiberg-Larsen et al. 2013).
Ligeledes eksponeres udvalgte kontrolgrupper af hver art for 4 nominelle koncentrationer af stoffet:
10, 100, 1000 og 10 000 ngLt. Derudover eksponeres en kontrolgruppe for rent vand. Lambda-
cyhalothrin er meget tungt oplgseligt i vand (5000 ngL-1) og har en hgj oktanol:vand
fordelingskoefficient (log Kow = 7,0), hvilket betyder at stoffet er steerkt fedtoplaseligt (Laskowski
2002). Det er dog muligt at holde i stoffet i oplgsning uden over vandoplaseligheden ved tilsetning
af ethanol.

Intervallet af valgte koncentrationer af lambda-cyhalothrin deekker de niveauer, som kan forventes
at forekomme i danske vandlgb, idet koncentrationer af stgrrelsesordenen 10 000 ngL-! dog kun
kan forventes at forekomme i forbindelse med uheld eller uagtsom omgang med sprgjtemidler.

Mens det er muligt at etablere koncentration — respons sammenhange for dgdelighed og visuel
vurdering af adfeerdsendringer, er det ikke muligt for videosporingsforsggene, hvor et respons kan
veere kompliceret (fx farst hyperaktivitet, derngest nedsat aktivitet, til sidst evt. immobilisering). Til
gengeld kan der identificeres et koncentrationsniveau, over hvilket der registreres eendringer i
bevaegelsesadfaerd.
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3. Metode

3.1 Udveelgelse af arter til test for fglsomhed over for pyrethroider

Der kendes mere end 730 forskellige arter af makroinvertebrater fra danske vandlgb. Det store
antal arter er fordelt pa ca. 400 slaegter og ca. 60 familier eller ordener. Det er naturligvis en
uoverkommelig opgave inden for en begraenset gkonomiske ramme at undersgge fglsomheden over
for pyrethroider hos samtlige disse arter. Dertil kommer tekniske og biologiske udfordringer, som
ger det vanskeligt at teste visse arter. Disse vanskeligheder bestar fx i, at arterne kreever
miljgforhold, som er vanskelige at opfylde under laboratorieforhold, eller at det i praksis kan vise
sig umuligt at fremskaffe et tilstraekkeligt antal forsggsdyr.

Det har derfor veeret ngdvendigt at foretage et valg af forsggsorganismer blandt de mange arter. En
veesentlig del af arterne indgar i Dansk Vandlgbsfaunaindeks (DVFI). Opbygningen af dette indeks,
det tilhgrende identifikationsniveau og beregningen af indeksets output, faunaklasserne, er
detaljeret beskrevet af Miljgstyrelsen (1998). | indekset indgér 58 forskellige taxa (dvs.
taksonomiske grupper) af makroinvertebrater. Disse taxa omfatter slaegter (i nogle tilfeelde kun
reprasenteret ved én art), familier og ordener. Beregningen af faunaklassen (indeksverdien) bygger
pa forekomst af bestemte ngglegrupper (i alt 6 forskellige), samt pa antallet af bestemte positive og
negative diversitetsgrupper. Taxa tilhgrende ngglegruppe 1 er de mest fglsomme over for let-
omseetteligt organisk stof (fx fra spildevand), og karakteriserer den hgjeste miljgkvalitet, mens taxa
under ngglegruppe 6 er de mest tolerante og karakteriserer den darligste miljgkvalitet. Positive
diversitetsgrupper kendetegner gode miljgforhold, negative diversitetsgrupper darlige miljgforhold.
Funktionen af DVFI er beskrevet i bilag 2.

Vi har derfor dels udvalgt arter inden for hver af 6 ngglegrupper, dels udvalgt ikke-ngglegruppe
arter, som tilhgrer enten de positive eller negative diversitetsgrupper (Tabel 3.1). Derudover har vi
inkluderet arter, som ikke indgar i DVFI, men som er almindeligt udbredt, ligesom der generelt er
udvalgt arter/grupper som primert er knyttet til mindre vandlgb. Rationalet bag dette valg er, at
mindre vandlgb i serlig grad vil veere udsat for skadelige koncentrationer af pyrethroider. Endelig
er det ved valget af testorganismer sggt at deekke et bredt spektrum af:

e levesteder i vandlgbene

e fade-funktionelle grupper (dvs. taxa der lever som "graessere” pa bundlevende alger,
"iturivere” af dgdt groft plantemateriale, "filtratorer”, rovdyr m.v.)

e  bevaegelsestyper ("kravlere”, "svgmmere”, "glidere”)

e spredningspotentiale (evne til at rekolonisere vandlgbsstraekninger efter at disse har veeret
pavirket af pyrethroider)

e reproduktionspotentiale

e adferd.

Disse biologiske karakteristika anvendt, fordi de har vaesentlig betydning for, i hvilket omfang
dyrene rammes af en pyrethroidpuls, reagerer pa denne, og er i stand til at genindvandre.

Der blev desuden lagt veegt pa at udveelge arter, som forekommer i vandlgbne pa de tidspunkter,

hvor der primart forventes at blive sprajtet med pyrethroider. Der er herved primeert fokuseret pa
sprgjtninger udfgrt fra slutningen af maj til slutningen af juni mod bladlus i korn (Nielsen 2009-
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2011), idet disse sprgjtninger er de arealmaessigt og maengdemassigt mest betydende (Kjglholt et al.
2012).

Endelig er der fravalgt arter, som erfaringsmaessigt ville veere meget vanskelige at holde gennem
forsggsperioden i de valgte testsystemer. | stedet er udvalgt arter, som vurderes at veere
sammenlignelige taksonomisk og adfeerdsmaessigt. Helt konkret blev Baetis spp. (familien
Baetidae) fravalgt, fordi de dels er yderst skrgbelige, dels kraever stadig strembevaegelse; mangler
sidst naevnte bliver dyrene hyperaktive og foretager "desperate” svgmmebevagelser for at
kompensere for den manglende vandbevagelse, der er ngdvendig for deres iltoptagelse, og i lgbet af
kort tid dgr de simplthen. Baetis spp. ville derfor veere uegnede til de planlagte standardforsgg. |
stedet blev udvalgt en anden repraesentant for familien, Cloeon inscriptum, som lever i stillestdende
vand.

Enkelte af forsggsdyrene kunne ikke identificeres naermere end til sleegt (Dicranota, Tvetenia,
Micropsectra, Eristalis). Desuden blev familien Tubificidae ikke sggt identificeret til slegt/art. Det
er dog vurderet overvejende sandsynligt, at de hver iseer kun omfattede én enkelt art.

Der er i alt testet 34 forskellige arter (se tabel 3.1).

3.2 Indsamling og behandling af forsggsdyr

Tidspunktet for indsamling og efterfglgende test af de enkelte forsggsdyr blev fastlagt ud fra flere
hensyn. Fgrst og fremmest skulle arterne veere til stede under den periode, hvor lambda-cyhalothrin
og andre pyrethroider primert anvendes i landbruget. Dernast skulle det — henset til
forsggsdyrenes starrelse - veere muligt at indsamle dem i en tilstreekkeligt stor stgrrelse for derved
at sikre optimale betingelser for handtering og videosporing. Med ferste prioritet til disse faktorer,
er der endelig taget hensyn til, at det arbejdsmaessigt var ngdvendigt at fordele forsggene over
méanederne februar — september (se tabel 3.1).

Egnede lokaliteter for indsamling af de enkelte arter blev udvalgt ved dels sggning i databasen
WinBio, som indeholder oplysninger om prgver af makroinvertebrater fra hele landet, dels
projektdeltagernes eget lokalkendskab.

De anvendte indsamlingslokaliteter fremgar af bilag 1.

Forsggsdyrene blev indsamlet ved brug af egnet ketsjer (sigteketsjer eller DVFI-ketsjer) og
"sparketeknik” (sparkes i bundmaterialet opstrems for ketsjeren, som placeres mod bunden,
hvorefter dyr og let bundmateriale skylles ind i ketsjeren). Dyrene (samt bundmateriale) blev
overfgrt til et passende antal spande og placeret kaligt i termokasse. Spandene blev herefter hurtigst
muligt transporteret til det kalerum, hvor forsggene fandt sted, og her gennemboblet med
atmosfeerisk luft for at sikre optimale ilt- og stremforhold. Hvor der var tale om, at dyrene fgrst
kunne transporteres til kalerummet 1-2 dage efter indsamlingen, eller hvor transporttiden i gvrigt
ville veere lang, blev der tilfgrt luft ved hjeelp af en batteridreven membranpumpe (akvariepumpe)
anbragt i selve kglekassen. Der blev anvendt fryseelementer til at holde en passende lav temperatur
i kglekassen.

Forsggsdyrene blev i kglerummet akklimatiseret i 1-3 dggn, afhaengigt af
indsamlingsomstzendighederne (se ovenfor).

Forsggsdyrene blev forud for forsggene handteret med sterst mulig varsomhed. Dyr og materiale
blev fgrst overfert fra spandene til hvide fotobakker med vand, og herfra manuelt frasorteret og
overfart til de respektive arenaer (se afsnit 3.3). Overfgrslen foregik enten ved brug af pincet, nar
der var tale om relativt robuste dyr (men uden at klemme dyrene), eller pipette, nar der var tale om
sma og sarte dyr (fx fimreorme).
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TABEL 3-1
OVERSIGT OVER DE MAKROINVERTEBRATER, FOR HVILKE DER ER UDF@RT TEST AF PYRETHROIDF@LSOMHED.
ANGIVET HVILKE ENDPOINTS DER ER MALT (ELLER FORS@GT MALT), HVILKEN FGLSOMHED ARTERNE HAR |

DANSK VANDL@ZBSFAUNAINDEKS (MILJ@STYRELSEN 1998), OG HVORNAR TESTENE ER UDF@RT.

Gruppe Ngglegruppe Mortalitet Video- Tidspunkt for
& visuelt sporing video-sporing
vurderet

Taxon/diversi-

tetsgruppe i (&r — uge)

DVFI adfeerd

Fimreorme Dugesia gonocephala -/positiv X X 2011-44

Igler Erpobdella octoculata -/negativ X X5 2011-40
Helobdella stagnalis -/negativ X 2012-35

Slgrvinger Protonemura meyeri 1/positiv X X 2012-11
Nemoura cinerea -/positiv X X 2013-13
Leuctra fusca 1/positiv X X5 2012-25
Isoperla grammatica 1/positiv X X 2012-17

Dovenfluer Sialis lutaria 4/negativ X X 2011-46

Varfluer Agapetus fuscipes 1/positiv X(P) 2012-13
Hydropsyche
angustipennis -/- X X 2012-15
Silo pallipes 2/positiv X X 2012-17
Chaetopteryx villosa 3,4/positiv X X 2012-18
Beraeodes minutus 3,4/positiv X X5 2011-47

Kvaegmyg Odagmia ornata 5**/- X(P) 2012-12

Dansemyg Conchapelopia menalops 6/- X 2012-20
Prodiamesa olivacea 6/- X x5 2012-18
Tvetenia? 6/- X 2012-34
Chironomus luridus agg. 6/negativ X 2012-36

N
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Micropsectra? 6/- X

Svirrefluer Eristalis* 6/negativ X
Snegle Radix balthica -/negativ X X
Muslinger Sphaerium corneum -/negativ X

*HVIS INDIVIDANTAL >100; ** HVIS INDIVIDANTAL = 25; ***DATA FRA TIDLIGERE UDF@RT FORSZG (NGRUM,
UPUBLICERET); (P) FORS@G UDF@RT | BELUFTEDE PLASTIC PETRISKALE, ALLE @VRIGE FORS@G UDFZRT I
PLASTIKVEJEBADE (SE TEKSTEN FOR NZERMERE FORKLARING)

LOMFATTER 6 DANSKE ARTER; 2 3 DANSKE ARTER; 3 10 DANSKE ARTER; 4 14 DANSKE ARTER.

5VIDEOSPORING UDF@RT, MEN RESULTATERNE VAR IKKE BRUGBARE FORDI DYRENE ENTEN IKKE BEVAGEDE SIG
TILSTRAKKELIGT ELLER IKKE KUNNE SPORES TILFREDSSTILLENDE.

3.3 Undersggelse af dgdelighed og bevaegelsesadferd i sma arenaer
3.3.1 Overordnet princip i forsggene

Samtlige forsgg blev gennemfart efter samme overordnede princip og efter en detaljeret
forsggsprotokol. Forsggsdyrene blev placeret i vandfyldte arenaer, eksponeret i 90 minutter ved
nominelle koncentrationer af pyrethroid (lambda-cyhalothrin) p& hhv. 0, 10, 100, 1000 eller

10 000 ngL-, overfart til ny (og uforurenede) arenaer med kunstigt rent vand (se 3.3.2), og fulgt
gennem 6 dage. Under forsggsperioden blev der ikke tilfgrt fade, ligesom der ikke blev tilfart
kunstigt eller naturligt substrat til arenaerne, fordi begge dele i givet fald ville umuliggare
videosporing. Der blev af samme grund ikke anvendt omrgring eller beluftning af vandet i
arenaerne i forbindelse med videosporing.

3.3.2 Design af testsystemer

Der blev anvendt to forskellige slags vandfyldte arenaer: (1) 100 mL antistatiske polystyren
vejebade (78 x 78 x 25 mm, ALMECO A/S, varenr. D250-2) uden nogen form for omrgring eller
beluftning og (2) polystyren petriskale (@i 85 mm, @y 90 mm, ALMECO A/S) med lufttilfgrsel via én
neddykket tynd plastslange forsynet med metalstuds i spidsen (indre diameter 0,75 mm). Arena
type 1 blev gennem et helt forsggsforlgb anvendt til de arter, som var i stand til at overleve og opfare
sig adfeerdsmaessigt tilfredsstillende i stillestdende vand igennem undersggelsesperioden pai alt 7-9
dage. Om dette var muligt blev testet i pilotforsgg, som viste at selv arter, som normalt regnes for
"stremkraevende”, kunne holdes i stillestaende vand. Kun 4 ud af de i alt testede 34 arter (Elmis
aenea, Limnius volckmari, Agapetus fuscipes og Odagmia ornata) kreevede omrgring af vandet og
blev derfor testet i arena type 2. Type 1 arenaer blev dog ogsa anvendt for sidst neevnte arter under
selve eksponeringen med pyrethroid.

Arenaerne (type 1) blev opstillet pa 2 borde, ét til hver art, séledes at der ved hvert delforsgg blev
testet to arter ad gangen. De enkelte eksponeringsgruppers placering pa et bord fremgar af figur 3.1.
Der blev som hovedregel anvendt 23 replikater for kontrolgruppen og 19 replikater for hver af de 4
koncentrationer af lambda-cyhalothrin. Der blev sdledes anvendt 99 individer og arenaer pr. forsgg.
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1 2 3 4 5 6 l 8 9 101 Antal Bord A eller B
12 13|14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 | 21 | 22 forsegsdyr Pyrethroid
23 |24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 |30 | 31 | 32 | 33 (replikater)* | oncentration (ngL™)
34 |35 |36 |37 |38|39|40 |41 |42 |43 |44 under eksponering
23 0
19 10
19 100
19 1000
19 10 000

FIGUR 3.1

PLACERING AF DE | ALT 99 ARENAER (TYPE 1: 100 ML ANTISTATISKE POLYSTYREN VEJEBADE, MED DIMENSIONERNE 78 X 78 X 25 MM),
SOM INDGIK | SAMTLIGE FORS@G. ARENAERNE VAR PLACERET PA ET BORD, HVOROVER DER VAR MONTERET ET VIDEOKAMERA. DER
BLEV ANVENDT TO BORDE (A OG B) MED SAMME OPSTILLING (SE TEKSTEN). FOR FLERTALLET AF ARTER/TAXA (I ALT 30) BLEV
OPSTILLINGEN ANVENDT FZR, UNDER OG 1-6 DAGE EFTER EKSPONERING MED LAMBDA-CYHALOTHRIN. DER BLEV HERVED PLACERET
ET FORS@GSDYR | HVER ARENA (HHV. 23 OG 19 REPLIKATER PR. KONCENTRATION). *FOR DE RESTERENDE ARTER (I ALT 4) BLEV DER
ANVENDT 25 INDIVIDER PR. KONCENTRATION, OG OPSTILLINGEN BLEV KUN ANVENDT UNDER SELVE EKSPONERINGEN. HERUNDER
VAR DET N@DVENDIGT AT PLACERE 2 INDIVIDER | EN DEL AF ARENAERNE FOR AT FA PLADS TIL DE "OVERSKYDENDE” DYR. F@R OG
EFTER EKSPONERINGEN BLEV DE PAG/ALDENDE DYR HOLDT | BELUFTEDE PETRISKALE (5 INDIVIDER | HVER PETRISKAL).

For de allerede naevnte 4 stramkraevende arter blev der anvendt alternative arenaer (type 2), dvs.
plastikpetriskale, fgr og efter eksponeringen. Der blev anvendt 5 af disse arenaer for hver
testkoncentration (5 arenaer hver indeholdende 5 forsegsdyr), stakket oven pa hinanden 5 og 5, og
placeret pa rullebord i kalerummet. Samtlige i alt 25 arenaer blev beluftet kontinuerligt igennem
hele forsggsperioden for at sikre passende omrgring af vandmassen.

Oven over hvert bord med arenaer (type 1) var placeret et videokamera, som muliggjorde
registrering af aktiviteten i samtlige 99 arenaer. Videokameraet var forbundet til PC. Selve
registreringen af beveegelsesadfeerden hos forsggsdyrene blev udfert via videosporingssystemet
EthoVision Pro (Noldus Information Technology, Holland). Systemet er udviklet og valideret i tre
tidligere MST-finansierede pesticidforskningsprojekter (Ngrum & Bjerregaard 2003, Ngrum et al.
2006, Wiberg-Larsen & Ngrum 2009). Systemet muligger en kvantificering af dyrenes
bevaegelsesmanstre ved vektorregning og nedbrydning i en reekke adfeerdsparametre, sd som
tilbagelagt afstand, gennemsnitshastighed i bevaegelse, andel af henholdsvis svemmeadfeerd-
kravleadferd-inaktivitet, etc. Vi anvendte alene tilbagelagt afstand som adferdsparameter, idet
denne ved tidligere forsgg har vist sig enklest at handtere.

Arenaerne blev belyst ved hjelp af lysstofrgr, overtrukket med mat plastikfolie for at ggre lyset mere
diffust og for at undga reflekser fra vandoverfladen i arenaerne. Desuden anvendtes reflektorer for
at fordele lyset sa jeevnt som muligt over arenaerne.

For at undga forstyrrelse af forsggsdyrene far, under og efter eksponeringerne blev bordene med
arenaer afskeermet i forhold til resten af kalerummet ved gardiner. Evt. feekalier i arenaerne blev
desuden fjernet inden videosporing fandt sted for ikke at forstyrre denne.

De 4 stramkreevende arter blev ikke forsggt videosporet under eksponeringen.

Der blev ved samtlige forsgg anvendt kunstigt ferskvand (OECD 2004) i arenaerne: CaClz,2H20

(294 mgL-1), MgS04,7H20 (123,25 mgLt), NaHCOs (mgL-1), KCL (mgL-t), oplgst i 1 L omvendt-
osmose vand.
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3.3.3 Forsggsprocedure

Forsggsdyrene blev som naevnt akklimatiseret i forsggsrummet 1-3 dage far det enkelte forsgg (dag -
2 til -4). P4 dag -1 blev arenaerne (type 1) placeret pa forsggsbordene (A og B) og fyldt med 60 mL
ukontamineret (uden pyrethroid) kunstigt vand i hver arena. For 30 af de 34 testede arter blev der
herefter placeret ét forsggsdyr i hver arena. For de resterende 4 streamkravende arter, blev der
supplerende opstillet 5 x 5 type 2 arenaer (petriskale) og hver af disse tilsat 60 mL ukontamineret
(uden pyrethroid) kunstigt vand. Dernast overfartes 5 individer til hver arena, det gvre lag pasat, og
tilsluttet luft.

Dyr som virkede markant slgve i arenaerne blev udskiftet umiddelbart.

Dag 0, hvor forsggsdyrene skulle eksponeres for pyrethroid, blev bemarkelsesveerdigt inaktive
individer indledningsvis udskiftet, med mindre dette var tilfeldet for stort set samtlige individer, og
vurderet at veere udtryk for deres normale adferd. Herefter blev videosystemet indstillet med
hensyn til tidslig oplgsning, optimering af registreringen af emnet m.v. Derefter blev der — for de 30
arter som permanent kunne holdes i type 1 arenaerne — sggt udfgrt videosporing af
baggrundsadferden over 30 minutter. Registrering af baggrundsadfaerd blev fgrst udfgrt 24 timer
efter at dyrene var placeret i arenaerne, fordi adfeerden typisk vil veere unormalt stor som fglge af
stress hos forsggsdyrene umiddelbart efter at de var introduceret i arenaerne. For omkring af
halvdelen af arterne var det ikke muligt at opnd meningsfulde registreringer af bevaegelsesadfeerd,
enten fordi dyrene slet ikke beveaegede sig, eller fordi de var for sma og/eller lyse til at kunne
registreres tilfredsstillende af kameraet (se tabel 3.1). Disse blev derfor ikke efterfglgende sggt
videosporet.

Individer fra type 2 arenaerne blev inden eksponering overfgrt til de opsatte type 1 arenaer.
Eftersom der var i alt 125 individer til fordeling pa kun 99 arenaer, var det ngdvendigt at anbringe 2
individer i nogle af arenaerne (i de to forste af de i alt 23 kontrolarenaer, og i de 6 forste af hver af
gvrige grupper af arenaer). Dyrene blev dog som naevnte ikke videosporet, fordi dette ikke
vurderedes adfeerdsmaessigt meningsfuldt (fordi de blev overfart til "ugeestfrit” miljg).

Proceduren for eksponeringen var som fglger: Mindre end 14 dage far eksponeringen blev der
fremstillet en stamoplgsning (stock A) af lambda-cyhalothrin ((SIGMA-ALDRICH, produkt nr.
31058)). Denne stamoplgsning (36 mg lambda-cyhalothrin oplgst i 50 mL 96% ethanol: 72000 ng
mL-?) blev opbevaret mgrkt (indpakket i stanniol) og ved 4°C indtil brug. Senest 2 timer inden
eksponeringen blev der fremstillet fortyndede stamoplgsninger af stock A, hhv. en stock B (10 mL =
1,389 mL Stock A + 8,611 mL 96% ethanol) og en stock C (10 mL = 0,100 mL stock B + 9,900 mL
96% ethanol). Ud fra stock B og C blev der fremstillet voluminer af 10 mL med koncentrationer af
lambda-cyhalothrin, saledes at nar disse voluminer blev tilsat arenaerne opnaedes de gnskede
nominelle koncentrationer af pyrethroidet. Desuden blev der tilsat ethanol til en slutkoncentration i
arenaerne pa 0,01%. Formalet med tilsztningen af ethanol under hele fortyndingsproceduren var at
holde pyrethroidet i oplgsning. De fremstillede 10 mL fortyndinger blev overfart til 20 mL
polyethylen vials (Perkin Elmer, Low Diffusion PE vials), séledes at der ved tilseetning til
vandvoluminerne i arenaerne opndedes de gnskede nominelle koncentrationer. Der blev til
kontrollerne tilsat (ogsad 10 mL) kunstigt vand med samme méengde ethanol, som blev brugt ved
fremstillingen af pyrethroid oplgsningerne. Efter tilsetningen opnaedes saledes et samlet volumen i
hver arena pa 70 mL. Selve eksponeringerne blev i praksis udfgrt ved at tsamme vials med 10 mL
oplgsningerne ned i 11 arenaer ad gangen (altsa reekkevis); dette blev gjort via "vipning” af de 11
plastik vials med de respektive koncentrationer fastgjort med elastikker til en passende lang
traestok, og med indbyrdes "arenaafstand”. Temningen sikrede ensartet opblanding af
oplgsningerne i arenavaesken. Tilsetningen af pyrethroid (og vand + ethanol i kontrollerne) tog
hgjest 3-4 minutter. Forsggsdyrene blev herefter eksponeret i 90 minutter, hvorunder de blev
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videosporet. Efter denne eksponeringsperiode blev hver arena fjernet fra bordet, arenaens indhold
(veeske og forsggsdyr) haeldt igennem en lille sigte og tragt, og veesken opsamlet i forskyllet
(rengjort) brun 1 L glasflaske. Vaesken fra arenaer med samme behandling og art af forsggsdyr blev
opsamlet i samme flaske til efterfglgende kemisk analyse. Forsggsdyret blev herefter skyllet i tre
successive bade med rent vand (ved at dyppe sigten med dyret i badene), inden det endelig (efter
fiernelse af overskydende veeske fra sigten pa sugende papir) blev overfgrt til en ny arena med 70
mL rent kunstigt vand (placeret pa et rullebord). Skylningsproceduren startede for dyr eksponeret
over for den hgjeste koncentration og afsluttedes med dyr fra kontrolgruppen. Herved blev der
sikret den bedst muligt balance mellem koncentration og faktisk eksponeringstid (hvor sidst neevnte
altsa ikke var ens for de enkelte koncentrationer). Hele skylningsproceduren blev gennemfgrt inden
for hgjst 45 minutter. De ny arenaer blev herefter placeret pa videosporingsbordet, sdledes de
enkelte forsggsdyr var anbragt i preecis samme position som fgr og under eksponeringen. For de 4
stremkraevende arter blev individerne dog placeret i samme arena (type 2 = petriskale), hvor de
oprindelig havde opholdt sig.

Padag 1, 2, 3 og 6 efter eksponeringen blev forsggsdyrene (omring %% delen af arterne) videosporet i
30 minutter. Desuden blev det noteret om forsggsdyrene var dgde, immobiliserede eller udviste
afvigende adfeerd i forhold til kontrolindividerne. Disse sakaldte "end-points” kunne for visse arter
veere vanskelige af bestemme, fx hvor der var tale om varfluer med berbare hus, i hvilke larverne
trak sig tilbage og forholdt sig inaktive over leengere perioder, eller for muslinger som holdt deres
skaller permanent lukkede. Problemet blev delvist Igst ved at placere individerne i et bestemt hjgrne
af arenaen og sa ved neste "afleesning” se, om de havde flyttet sig fra udgangspunktet. Desuden var
det ngdvendigt at "pirke” forsigtigt til tilsyneladende dgde individer for at se, om der stadig var liv i
dem. Dgde dyr blev opsamlet og konserveret i glas med 80 % ethanol. Fjernelse af et dgdt dyr fraen
arena blev registreret ved ileegning af farvet plastikperle (én farve for den givne dag).

Efter hvert afsluttet forsgg blev samtlige overlevende individer konserveret i 80% ethanol (i
polyethylen vials: hver art/taxon for sig, hver anvendt koncentration for sig).

3.34 Biologiske karakteristika

De enkelte arters falsomhed over for den anvendte pyrethroid blev ikke blot vurderet i forhold til
deres "generelle miljgfglsomhed” i Dansk Vandlgbsfaunaindeks. Pyrethroid fglsomheden blev ogsa
undersggt i forhold til en raekke af arternes biologiske egenskaber (pa engelsk "biological traits™).
Der blev her fokuseret pa egenskaber, som enten direkte kunne forklare forskelle i faglsomhed
mellem de undersggte arter (som dyrenes taksonomiske/fysiologiske placering i dyreriget, eller
deres aktuelle starrelse), eller som beskriver i hvilken grad arterne skannedes at vere i risiko for at
blive pavirket af tilfarsel af pyrethroid i vandlgbene, og hvilket potentiale arterne har for at
rekolonisere efter overstaet pavirkning.

Efter at forsggene var afsluttet, blev forsggsdyrenes stgrrelse malt/estimeret mht. dels veegt, dels
overfladeareal. Malingerne blev altsa foretaget pa ethanol-fikserede individer. Der blev kun
foretaget malinger af krebsdyr og insekter, fordi der ikke blev fundet effekt pa andre grupper ved
selv den hgjest anvendte pyrethroid koncentration. Indledningsvis blev der - under stereolup
forsynet med maleokular - malt lengde, bredde og hgjde af hvert individ inden for gruppen af
kontroldyr (23-25 individer afhangigt af typen af arena). Lengden blev malt fra pandespids til
spids af dyrenes bagende (dvs. at antenner og cerci ikke indgik i malingerne). Bredde og hgjde blev
malt pa dyrenes bredeste/hgjeste sted. Leengder, bredder og hgjder blev omsat til overfladearealer
ud fra egnede geometriske formler (cylindre, ellipsoider, sfaeroider osv.). Disse overfladearealer blev
herefter justeret med en variabel faktor for at tage hgjde for supplerende overflader i form af
antenner, cerci, geelleblade o. lign. (anvendt korrektionsfaktor: 1,1-1,25). Vagten af hvert forsggsdyr
blev bestemt som tgrveegt (efter tarring ved 103°C i 4 timer). Indledningsvist blev veegten af en
mini-aluminium vejebad bestemt, forsggsdyret placeret i vejebaden, som herefter blev sat til
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tarring, hvorefter der pa ny blev foretaget vejning efter afkgling i en eksikator med aktiv silakagel.
Til vejningen blev anvendt elektrobalanceveaegt (Sartorius, model Genius) med en ngjagtighed pa
0,01 mg. For de mindste arter blev der foretages vejning af 5 individer ad gangen.

De gvrige biologiske "traits” af potentiel betydning for tolkningen af de opnaede
toksicitetsresultater blev primeert indhentet fra falgende tilgeengelige databaser:

e  “French Invertebrate Traits Database” (Tachet H., Bournaud M., Richoux P. & Usseglio-
Polatera P. (2010) - Invertébrés d'eau douce: systématique, biologie, écologie. CNRS
Editions, Paris, 600 pp.)

e "The Taxa and Autecological Database for Freshwater Organisms” som er EU-projekt
stgttet (http://www.freshwaterecology.info/).

Trait data omfattede: varighed af livscyklus, antal livscykler/ar, forekomst af akvatiske stadier,
formeringsmade, spredningsméde, respirationsmade, bevaegelsesmade, fade, fadesggningsmetode,
substrat preeference, stramhastigheds praeference, tilstedeverelse i vandlgbet under
sprgjteseesonen, spredningsevne over land, antal unger/zeg. Der blev foretaget en kritisk evaluering
af de enkelte trait-veerdier, ligesom der blev suppleret med data fra andre kilder (fx originalartikler),
specielt mht. antal &eg/unger.

Trait data blev anvendt til udvikling af et antal parametre til beskrivelse af dels den grad af
eksponering for pyrethroider, som arterne vurderes at veere udsat for i vandlgbene, dels deres
potentiale for at rekolonisere pyrethroid pavirkede vandlgbsstraekninger, efter at pavirkningen er
ophgrt. Parametrene omfattede folgende:

e Tilstedeverelse i vandlgbene under sprgjtesaesonen (slutningen af maj til slutningen af
juni) —som nymfer, larver, pupper eller voksne. Der er anvendt en 3-trins skala: (1) lille
del af bestanden til stede, (2) vaesentlig del af bestanden tilstede, (3) nasten hele
bestanden til stede.

e Habitatfalsomhed - ud fra det rationale at dyr som fx lever pa stremeksponerede flader vil
veere mere sarbare over for pyrethroidpavirkning end de som lever nedgravet i bunden.
Der blev anvendt en 4-trins skala: (1) i mudderbund, (2) i sandbund/mellem groft detritus
(organisk stof), (3) i grus/pa makrofytter (vandplanter), (4) pa sten/dgdt ved.

e  Strgmfglsomhed — dyr som udseettes for hgj stramhastighed vil lettere transporteres bort
med strgmmen end dyr, som lever pa steder hvor stremhastigheden er lille. Der blev
anvendt en 4-trins skala: (1) ingen strem, (2) langsom strgm, (3) moderat strem, (4) hurtig
strgm.

e Habitateksponering = habitatfalsomhed + stramfglsomhed. Scorerne for hver af de to
variable er adderet. Der vil ofte veere en neer sammenhang mellem de to variable, betinget
af den direkte positive sammenheang mellem kornstgrrelse og stremhastighed, men
selvom en del arter lever pa sten, vil de typisk opholde sig steder, hvor strammen ikke er
for voldsom (fx pa undersiden af stenene eller i streekker imellem disse).

e Potentiel eksponering = Tilstedeveerelse i sprgjteseesonen * Habitateksponering

e Antal &g/unger pr. kuld — anvendt skala: (1) < 50, (2) 50-500, (3) > 500.

e Antal kuld pr. &r — anvendt skala: (1) 1, (2) 2, (3) > 2.

e Yngelpleje (fader levende unger) — anvendt skala: (0) ingen, (3) til stede.

e  Samlet formeringspotentiale = (antal &g/unger pr. kuld * antal kuld pr. ar) + yngelpleje.
Rationalet bag addition af score for yngelpleje er, at denne kompenserer for et mindre
antal afkom (levende fadende arter far relativt mindre antal afkom end agleeggende arter).

e Spredningsevne over land. Anvendt 4-trins skala: (0) ingen spredning ved egen hjeelp
(ikke-insekter), (1) ringe spredningsevne, (2) moderat spredningsevne, (3) stor
spredningsevne. Ved vurderingen af de enkelte arters potentielle spredningsevne er bl.a.
anvendt resultater fra Wiberg-Larsen & Ngrum 2009.
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e Spredningsevne i vandlgbet — delvist ved kravlen/svemning, delvist ved transport med
stremmen. Anvendt 3-trins skala: (1) meget lidt mobile, (2) ret mobile, (3) meget mobile
(svemmende arter).

e  Samlet spredningsevne = (Spredningsevne over land * 2) + spredningsevne i vandlgbet.
Luftbaren spredning er vaegtet hgjere end spredning inden for vandlgbet, fordi denne
muligger spredning over starre afstande og mellem vandsystemer, ogsa selvom
spredningen vil vaere stokastisk i tid og rum.

e Potentiel rekoloniseringsevne = Samlet formeringspotentiale + samlet spredningsevne.

3.4 Kvantificering af lambda-cyhalothrin

De aktuelle koncentrationer af lambda-cyhalothrin blev efter endt eksponering bestemt ved 25 af de
i alt 34 enkeltforsgg. Arsagen til at der ikke blev udfart analyser ved samtlige forsgg var, at
gkonomien i projektet ikke rakte hertil. Som beskrevet ovenfor blev vandet fra arenaer med samme
behandling opsamlet i brune 1 L glasflasker (fyldt helt op). Disse blev placeret i kalekasser med
frostelementer og inden for hgjst 2% time transporteret til Biologisk Institut, Syddansk Universitet,
hvor de blev anbragt merkt i kalerum. Dagen efter blev der foretaget ekstraktion (se nedenfor) af
pyrethroidet med henblik pa efterfalgende analyse.

Metoden til bestemmelse af lambda-cyhalothrin er udviklet i et tidligere pesticidforskningsprojekt
(Ngrum et al. 2006). Metodens princip er baseret pa fastfaseekstraktion af pyrethroidkontamineret
ferskvand efterfulgt af opkoncentrering ved inddampning, samt kvantificering ved omvendt-fase
HPLC-MS.

Far ekstraktion blev der til en afmalt vandprgve indeholdende lambda-cyhalothrin tilsat en kendt
mangde esfenvalerat som intern pyrethroidstandard.

Ekstraktion af lambda-cyhalothrin fra vandpraven blev foretaget pa en C18-sgjle (Sep Pak Vac, 6 cc,
1g, C18 cartridges, fra Waters). Sgjlen blev konditioneret med 5 mL methanol og vasket med 5 mL
Milli-Q vand. Prgven pasattes sgjlen ved 20 kPa vakuum, svarende til ca. 3 mL min-.. Dernast blev
sgjlen vasket med 5 mL Milli-Q vand og tgrret i 1-2 minutter ved 30-40 kPa vakuum. Pesticidet
elueredes med 4 mL methanol. Eluatet blev inddampet efterfglgende til tarhed under luftstrem og
genoplases i 0,300 mL 75% methanol.

Analyse for pyrethroider blev udfgrt ved anvendelse af et Hewlett Packard LC-MSD-system,
bestdende af en HP Series 1100 HPLC (solvent degasser, binar pumpe, autosampler og
termostatreguleret kolonneafdeling) og et G1946A MSD quadropole massespektrometer udstyret
med electrospray ionisation (ESI) i positiv mode. Til kvantificeringen anvendtes en HPLC-kolonne
(C18, 150%x2,1 mm, Phenomenex fra Subware) med forkolonne af samme materiale. Der anvendtes
et vaeskeflow p& 0,4 mL min-, en injektion af 50 pL prgve, og en kolonnetemperatur pa 25 °C.
Folgende LC solventer blev brugt: Eluent A: 10 mM ammoniumacetat:methanol, 990:10 (v:v).
Eluent B: 10 mM ammoniumacetat:methanol, 10:90 (v:v). Der elueredes med fglgende 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
blev benyttet intern standardisering med esfenvalerat (SIM: m/z 437). Drying gas temperature: 350
°C. Drying gas flow: 10 L min-1. Nebulizer pressure: 30 psig. Capillary voltage: 3500 V. Fragmentor:
50 V. Standardkurven beregnedes ud fra standarderne: 0,7; 3,5; 35,0; 70,0 og 350 ng mLt injiceret
standard. Lambda-cyhalothrin og esfenvalerat elueredes efter henholdsvis 7,4 min og 8,0 min.

Samtlige maleresultater blev efterfglgende korrigeret for genfinding. Det var muligt at analysere
med en detektionsgraense pa 5 ngL-L.
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3.5 Statistiske metoder m.v.

Data for hhv. dgdelighed og immobilitet/adferdsendring (visuelt vurderet og evt. dgdelighed
indregnet) blev afbildet grafisk (i %) som funktion af koncentrationen af lambda-cyhalothrin (pa
logaritmisk skala) for hhv. dag 1, 2, 3 og 6 dage efter eksponeringen. Ud fra disse kurver, som
generelt havde det forventede sigmoid-lignende forlgb (Weibull funktioner), blev koncentrationen
ved hvilken 50 % af individerne var hhv. dgde og pavirkede/dgede aflest grafisk, frem for at udfere
en egentlig regression pa data og matematisk beregning af LCso eller ECso. Rationalet bag denne
fremgangsmade er, at ngjagtigheden ved en grafisk afleesning vurderedes tilstraekkelig som
grundlag for en rangordning af de enkelte arters falsomhed. Beslutningen skal ogsa ses i
sammenhgng med, at det under alle omstendigheder ikke er muligt at opstille en grafisk afbildning
af ssmmenhangen mellem koncentration og respons for videosporingsforsggene til beregning af en
ECso-veerdi.

Data fra videosporingen blev testet for forskelle i adfaerd mellem de enkelte koncentrationer hhv.
far, under og efter eksponeringen. Adferden i de enkelte perioder (fgr eksponering, under
eksponering, dag 1, dag 2, dag 3 og dag 6) blev herved analyseret separat. Der blev anvendt tovejs
“repeated measures” ANOVA efterfulgt af multiple parvise ssmmenligninger, herunder parrede t-
test, til analyse af forskelle i beveegelsesadfeerd. Om ngdvendigt blev data transformeret (log x+1)
fer analyserne for at opnd normalfordeling og varianshomogenitet. Analyserne blev udfart i
SigmaPlot og SAS Enterprise Guide 4.3.

Ud fra de malte "end points” (mortalitet, visuelt bedgmt adfeerdsendring, tilbagelagt afstand ved
videosporing) blev der foretaget en fastleeggelse af den laveste koncentration, ved hvilken der blev
konstateret en effekt i forhold til kontrolgruppen. Denne parameter er benavnt "laveste kritiske
effektkoncentration” (LECkritisk). Effekten omfattede saledes - ud over dgdelighed — hyperaktivitet,
nedsat aktivitet og anden markant @&ndret adfaerd. Det blev i den forbindelse vurderet principielt
uden betydning, pa hvilken dag i forsggsforlgbet (alle forsgg kert over 6 dage) denne effekt blev
pavist, idet der dog ogsa blev lagt veegt pa, om dyrene var i stand til at komme sig — og i givet fald
hvor meget - efter at de var blevet eksponeret for pyrethroid. Generelt blev der lagt mere vaegt pa
forekomst af hyperaktivitet over kort tid end nedsat aktivitet over leengere tid. Rationalet er, at
hyperaktivitet under naturlige forhold i et vandlgb vil resultere i en gget drift, hvorved dyrene
transporteres bort med strammen fra en pyrethroidpavirket streekning, og derved bl.a. er i stor
risiko for at blive spist af fisk eller ga til grunde pa anden vis. Nedsat aktivitet over fx 1-3 dage, men
hvor dyrene efterfglgende kommer sig, kan naturligvis betyde en gget risiko for at blive spist af
rovdyr (fx makroinvertebrater som matte vaere intolerante over for pyrethroidet), men er altsa
veegtet lavere end en akut effekt under selve eksponeringen.

For statistisk at kunne sammenligne effekter i form af dgdelighed, visuelt bedgmte
adfeerdsaendringer og adfeerdsaendringer malt som tilbagelagt afstand blev de fundne
effektkoncentrationer rangordnet. Rangordningen blev foretaget pa baggrund af tabel 3.2.
LECkritisk er herved anvendt ved en endelig, samlet rangordning af de testede arters/taxas
fglsomhed. Denne rangordnede fglsomhed er benaevnt "kritisk falsomhed”, og det er denne som er
benyttet ved test af DVFI's egnethed som pyrethroidindikator eller af forholdet mellem
pyrethroidfglsomhed og biologiske karakteristika (se nedenfor).

Sammenhange mellem effektkoncentrationer (rangordnede verdier) og arternes biologiske
karakteristika, herunder de opstillede parametre (metrics) til beskrivelse grad af potentiel
eksponering eller rekoloniseringspotentiale, blev generelt testet ved brug af Spearman Rank
korrelation. Samme test blev udfart for sammenhaeng mellem faglsomhed i DVFI (ngglegruppe
indgang) og falsomhed over for pyrethroidet. Forskel i falsomhed over for pyrethroid mellem
positive og negative grupper i DVFI blev testet ved brug af Mann-Whitney U-test, og forskel i
fglsomhed i forhold til fgdetype testet ved brug af Kruskal-Wallis test. Forskelle i
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pyrethroidfglsomhed mellem forskellige end points blev testet ved brug af Wilcoxon Signed Ranks
test.

Der blev i alle tests anvendt en acceptgraense pa 5% (a = 0,05).

Forskelle i falsomhed/tolerance over for lambda-cyhalothrin blandt de testede arter (i praksis kun
leddyrene) blev undersggt ved beregning af sakaldt "Species Sensitivity Distribution” (SSD). Herved
blev arternes hhv. EC50 og LC50 vaerdier plottet i rangordnet raekkefglge langs bade x- (de aktuelle
koncentrationer) og y-aksen (den akkumulerede %). Der henvises til fx Posthuma et al. (2001) og
van Straalen (2002).

Skala: Effektkoncentration af lambda-cyhalothrin (ngL1):
1 <50
2 50-150
3 150-500
4 500-2000
5 2000-5000
6 5000-10 000
7 >10 000
FIGUR 3.2

KONCENTRATIONSINTERVALLER AF LAMBDA-CYALOTHRIN ANVENDT VED RANGORDNING AF
FOLSOMHEDEN/TOLERANCEN HOS DE TESTEDE MAKROINVERTEBRATER. DER BLEV ANVENDT SAMME
RANGORDNING FOR D@DELIGHED, VISUELT VURDEREDE ADFARDSANDRINGER OG £ANDRINGER |
TILBAGELAGT AFSTAND M.V.
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4. Resultater

4.1 Eksponeringsscenarierne: nominelle vs. malte koncentrationer af
lambda-cyhalothrin
Efter pulseksponeringerne i arenaerne med forsggsdyr blev der generelt malt koncentrationer af
lambda-cyhalothrin, som var vaesentlig mindre end de nominelle (Tabel 4.1). | gennemsnit blev der
for de nominelle koncentrationer 100, 1000 og 10 000 ngL-! malt 30% af disse. For 10 ngL-! var der
tilsyneladende intet tab. Der var dog betydelig variation fra forsgg til forsgg, ligesom der i omkring
halvdelen af forsggene blev malt indhold af pyrethroidet i kontrolprgverne. For analyserne som
helhed var der - pa trods denne variation — stort set den forventede faktor 10 i forskel mellem de
nominelle koncentrationer.

Der blev foretaget kontrol af koncentrationen af de anvendte stamoplgsninger (stock A). Der blev
dog ikke fundet betydende afvigelser fra de nominelle veerdier.

TABEL 4-1

MALTE KONCENTRATIONER AF LAMBDA-CYHALOTHRIN | VANDET FRA TEST-ARENAERNE EFTER ENDT
EKSPONERING OVER 90 MINUTTER. MIDDELVARDI | KONTROLPR@VERNE ER SAT TIL 0 TRODS (FEJLAGTIGE)
FUND AF STOFFET I CA. %2 DELEN AF PRGVERNE (RANGE (1-55 NG L-1).

Nominelle koncentrationer 0 10 100 1000

Middelveerdi ”0” 11,5 31,9 216

Standard afvigelse (S.D.) - 14,6 45,5 207

Standard Error (S.E.) - 2,9 9,1 41

Median 1,7 9,3 225 158
4.2 Forsggsbetingelser, de enkelte arters egnethed som forsggsdyr,

samt registrering af end points
De testede arter (i alt 34) var generelt i stand til at overleve i de to valgte typer af arenaer uden
uacceptabel stor dgdelighed eller tegn pa mistrivsel hos kontrolgruppen. Saledes varierede
dgdeligheden ved forsggenes afslutning for 31 af de undersggte arter mellem O og 16%. Hos hele 21
arter forekom der ingen dgdelighed overhovedet. Der blev kun fundet markant overdadelighed (30-
48%) hos Tubificidae, Odagmia ornata, Chironomus luridus agg. og Micropsectra. Hos Odagmia
ornata var arsagen, at lufttilferslen til netop kontrolgruppen svigtede mellem dag 3 og 6. Indtil dag
3 var dedeligheden kun 4%. For Micropsectra var dedeligheden i kontrolgruppen sa betydelig (40%
pa dagen efter eksponeringen stigende til 70% ved forsggets afslutning), at data for denne art helt
blev udeladt i de udfgrte dataanalyser.

Det var muligt at foretage succesfuld videosporing af tilbagelagt afstand for 16 af de i alt 34 arter.
Resten af de arter, som potentielt kunne videospores (dvs. blev holdt permanent i plastikvejebadene
= arena type 1), var enten for sma og/eller lyse i forhold til arenaerne (Leuctra fusca, Oreodytes
sanmarkii, Conchapelopia menalops, Tvetenia sp., Prodiamesa olivacea), eller bevaegede sig ikke
tilstreekkeligt til, at de rent teknisk kunne spores (Tubificidae, Helobdella stagnalis, Erpobdella
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2430
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octoculata, Elodes minuta, Ptychoptera paludosa, Chironomus luridus agg., Eristalis sp. og
Sphaerium corneum). Endelig kunne kontrolgruppen i forsaget med Beraeodes minutus ikke
videospores, selvom de bevagede sig tilfredsstillende, fordi belysningen af denne del af arenaerne
ikke var optimal samtidig med at individerne var sma.

Det viste sig relativt enkelt at registrere dgdeligheden hos samtlige arter, ligesom det var muligt
meningsfuldt at beskrive deres almene tilstand (adfeerd). Enkelte arter var dog generelt ret "dvaske”
eller passive, séledes at det var ngdvendigt ngje at se efter "tegn pa liv’ (Erpobdella octoculata,
Elodes minuta, Ptychoptera paludosa). Det kraevede fx en relativt grundig undersggelse at afgare,
om individer af Sialis lutaria var dgde eller bare steerkt pavirkede og immobile.

Hos enkelte arter (Radix balthica og Elodes minuta) undveg (eller sggte at undvige) en del af
individerne fra arenaerne. Hos Radix balthica blev dette imgdegéet ved at placere en glasplade over
arenaerne for og efter eksponeringen, samt mellem de enkelte videosporinger pa dag 1, 2, 3 og 6.
Der var ingen indikationer p4, at undvigelserne var relateret til de aktuelle eksponeringer med
pyrethroid. Hos Elodes minuta, som naturligt sgger regelmaessigt til vandoverfladen for at ande (via
spirakelabninger i dyrets bagende) og derfor typisk opholder sig teet pd denne, havde ca. 20 af
individerne forladt arenaerne ved forsggets afslutning. Der var imidlertid ingen veesentlig
(signifikant) forskel i andelen af undvegne individer mellem behandlingerne, bortset fra den med
10 000 ngL-L, hvor ingen individer var bortlgbet og de alle var staerkt pavirkede og dgde ved
forsggets afslutning.

4.3 Bevaegelsesadfeerd, almentilstand og dgdelighed

Der blev for samtlige arter beregnet LCso (koncentrationer, ved hvilke 50% af individerne var dgde)
0g ECso (koncentrationer, ved hvilke 50% af individerne visuelt vurderet var markant
adfeerdsmeessigt pavirkede - eller dgde). Disse vaerdier blev beregnet separat for dag 1, 2, 3 og 6.
Ligeledes blev der, for 16 arter, bestemt de koncentrationer, ved hvilke dyrenes bevaegelsesadferd
(tilbagelagt afstand over tid) var signifikant forskellig fra kontroldyrenes. Ogsa denne parameter
blev bestemt pa dag 1, 2, 3 og 6, og derudover under selve eksponeringen med lambda-cyhalothrin.

Den bestemte veerdier er resumeret i tabel 4.2. Eksempler pa de resultater, som ligger til grund for
tabel 4.1 er vist i figur 4.1-4.2.

100 - 100
g\; 90 - —=—Dag1l 90 | —*Dag1
E.: 80 - Dag 2 — 80 bag2
o] é\i =—f—Dag 3
= : —=Dag3 J
,_g 70 ag _g 70 ——Dag6
S g0 | ——Dagt S 60 -
@ S
o
9 50 - £ 50 |
= _g
= 40 - 8 40 |
o o
® 30 = 30
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< 20 < 20 -

10 - 10 |

0 & - - T AL 0 & - =

0,01 0,1 s 10 100 1000 10000 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Koncentration af lambda-cyhalothrin (nglL?) Koncentration af lambda-cyhalothrin (nglL?)
FIGUR 4.1

KONCENTRATION — RESPONS KURVER FOR HHV. GRAD AF PAVIRKNING, DVS. VISUELT BED@MT ADF/ARDS/ANDRINGER &
D@ZDELIGHED (TV) OG D@DELIGHED (TH) HOS PTYCHOPTERA PALUDOSA (DIPTERA) — UDSAT FOR STIGENDE KONCENTRATIONER AF
LAMBDA-CYHALOTHRIN. FOR KONTROLGRUPPEN ER 0 VARDIEN SAT TIL 0,01.
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FIGUR 4.2

EFFEKT AF LAMBDA-CYHALOTHRIN PA TILBAGELAGT AFSTAND (GENNEMSNIT + SEM) HOS SIALIS LUTARIA.
BAGGRUNDSADFARDEN | UKONTAMINERET VAND BLEV OBSERVERET 1 30 MIN, ADFARDEN | KONTAMINERET
VAND BLEV REGISTERET I 90 MIN OG ADFARDEN UNDER RESTITUTIONSPERIODEN BLEV REGISTERET I 30 MIN
PER DAG. * INDIKERER SIGNIFIKANTE FORSKELLE BEHANDLINGERNE IMELLEM OG A, B, C, D ANGIVER HVILKE
BEHANDLINGER DER VAR SIGNIFIKANT FORSKELLIGE. § INDIKERER EN SIGNIFIKANT INTERAKTION UD FRA DE
UDF@RTE TO-VEJS REPEATED ANOVA TESTS OG HENTYDER TIL SIGNIFIKANT FORSKELLIGE KURVEFORL@B AF
GRUPPERNE | LOBET AF EKSPONERINGSPERIODEN.

Helt overordnet var der ingen paviselige effekter af de valgte koncentrationer af lambda-cyhalothrin
pa arter/familier tilhgrende grupper af ikke-leddyr (fimreorme, bgrsteorme, snegle og muslinger),
hverken under eller efter eksponeringen, og hverken med hensyn til adfeerdseendringer eller
dgdelighed (Tabel 4.2).

MOSE SNEGLEN RADIX BALTHICA ER FULDSTZANDIG UPAVIRKET AF SELV MEGET H@JE KONCENTRATIONER AF
LAMBDA-CYHALOTHRIN. SNEGLEN LEVER AF AT GRASSE ALGER, SOM SIDDER PA BUND OG VANDPLANTER
(FOTO: BIOPIX/J.CHR. SCHOU).
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TABEL 4-2

EFFEKTKONCENTRATIONER SOM F@LGE AF PULSEKSPONERING MED LAMBDA-CYHALOTHRIN FOR 34 ARTER AF MAKROINVERTEBRATER. EFFEKTERNE OMFATTER (1) TILBAGELAGT
AFSTAND MALT I FORBINDELSE MED VIDEOSPORING, (2) VISUELT BED@MTE ADFZARDS/ANDRINGER/D@DELIGHED OG (3) DODELIGHED. H — HYPERAKTIVITET; N — NEDSAT AKTIVITET;
INGEN- INGEN ANDRING I TILBAGELAGT AFSTAND; | — INGEN UDVIKLING | ADFARD/DZDELIGHED IGENNEM FORS@GSPERIODEN; F — FORVARRING | DYRENES TILSTAND IGENNEM
FORS@GSPERIODEN; R — FORBEDRING (RECOVERY) | DYRENES TILSTAND IGENNEM FORS@GSPERIODEN. SIGNATUREN # ANGIVER, AT DET IKKE VAR MULIGT AT OPNA RESULTATER
(ELLER | ET PAR TILFZALDE AT MALINGER IKKE BLEV GENNEMF@RT). KONCENTRATIONER M/ZERKET MED R@D SKRIFT ANGIVER DEN LAVESTE EFFEKTKONCENTRATION. DISSE VZARDIER

ER ANVENDT TIL RANGORDNING AF DE ENKELTE ORGANISMERS KRITISKE FOLSOMHED.

Effektkoncentration for tilbagelagt afstand
(ngL-1)

Effektkoncentration for adfeerd /
dgdelighed (ngL-1)

Dugesia gonocephala
Tubificidae
Helobdella stagnalis
Erpobdella octoculata
Gammarus pulex
Asellus aquaticus
Protonemura meyeri

Nemoura cinerea

Under Dagl Dag 2 Dag 3 Dag 6
ekspo-
nering
>10000 >10000 >10000 >10000 >10000
# # # # #
# # # # #
# # # # #
10 H ? ? ? ?
100 H 10000N 10000N 10000N 100N
10H Ingen Ingen Ingen Ingen
100 H Ingen Ingen Ingen Ingen

Effektkoncentration for tilbagelagt afstand
(ngL-1)

EC50 EC50 EC50 EC50
dag 1 dag 2 dag 3 dag 6
>10000 >10000 >10000 >10000
>10000  >10000  >10000 >10000
>10000 >10000 >10000 >10000
>10000 >10000 >10000 >10000
200 300 300 400
2000 1000 1000 2000
>]0000 >10000 >10000 >10000
9000 9000 9000 400

Effektkoncentration for adfeerd /
dgdelighed (ngL-1)

Effektkoncentration for Udvikling i
dgdelighed (ngL-1) effektkon-
centration
LC50 LC50 LC50 LC50
dag 1 dag2 dag 3 dag 6
>10000 >10000 >10000 >10000 |
>10000 >10000 >10000 >10000 |
>10000 >10000 >10000 >10000 |
>10000 >10000 >10000 >10000 |
2000 800 600 400 |
>10000 >10000 >10000 >10000 |
>]0000 >10000 >10000 >10000 |
9000 9000 9000 400 F

Effektkoncentration for
dgdelighed (ngL-1)

Udvikling i
effektkon-
centration

Under
ekspo-

Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 6
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nering dag 1l dag 2 dag 3 dag 6 dagl dag2 dag 3 dag 6

Isoperla grammatica 100 H 10000N 10000N 10000N 1000 N 30 60 15 200 >10000  >1000 >10000 500 R
Leuctra fusca # # # # # 300 300 3000 4000 >10000 9000 9000 9000 R
Caenis horaria 100H Ingen Ingen Ingen Ingen 30 30 200 200 300 300 200 200 R
Cloeon inscriptum 10H 100 100 100 100 300 300 2000 3000 2000 2000 2000 2000 R
Heptagenia sulphurea 10H Ingen Ingen Ingen Ingen 250 150 200 200 >10000 3000 3000 1000 |
Ephemera danica 1000 H 100N 100N 100N 1000 N 30 40 150 800 2000 2000 2000 2000 R
Sialis lutaria 100 H 1000 N 1000 N 1000 M 1000 N 30 30 70 300 >10000 >10000 >10000 >10000 R
Oreodytes sanmarkii # # # # # 30 30 300 300 8000 8000 8000 6000 R
Elodes minuta # # # # # 300 300 300 400 >10000 >10000 9000 1050 |
Elmis aenea # # # # # 400 # 400 300 3000 # 400 300 |
Limnius volckmari # # # # # 300 300 300 3000 3000 3000 3000 3000 R
Agapetus fuscipes # # # # # 9000 2000 2000 40 9000 2000 2000 40 F
Hydropsyche 10000 N 10000N 10000N 10000N 10000N 300 300 300 300 >10000 >10000 >10000  >10000 |

Effektkoncentration for tilbagelagt afstand  Effektkoncentration for Effektkoncentration for Udvikling i

(ngL-1) adferd/dgdelighed (ngL-1) dgdelighed (ngL-1) effektkon-
centration

Under Dagl Dag 2 Dag 3 Dag 6 EC50 EC50 EC50 EC50 LC50 LC50 LC50 LC50

ekspo- dagl dag 2 dag 3 dag 6 dagl dag2 dag 3 dag 6
nering
Chaetoperyx villosa 1000 H 1000 N 1000 N 1000 N 1000 N >10000 300 300 250 >10000 >10000 >10000 500 F
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Beraeodes minutus # # # # # 2000 3000 3000 3000 4000 3000 3000 3000 I

Dicranota 100 H Ingen Ingen Ingen Ingen >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 |

Conchapelopia # # # # # 25 # 25 1050 >10000 # 5000 3000 R

Tvetenis # # # # # 30 30 30 40 1050 1000 1000 600 |

Eristalis # # # # # >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000  >10000 I

Sphaerium corneum # # # # # >10000 >10000 >10000 >10000 >10000  >10000 =>10000  >10000 |

w
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Derimod blev der fundet markante effekter blandt leddyrene (krebsdyr og insekter). Blandt disse
var der dog stor variation i falsomheden fra art til art, hvorimod der tilsyneladende ikke var forskel i
falsomhed over for lambda-cyhalothrin fra gruppe til gruppe (Kruskal-Wallis test, P=0,64).
Afhaengigt af valget af end-point varierede falsomheden for alle leddyr under et fra 10 til > 10 000
ngL-, altsd over hele skalaen af testede nominelle koncentrationer. En lige sa stor variation blev
fundet inden for gruppen af tovinger, endda inden for samme familie (dansemyg).

Variationen i fglsomhed/tolerance mellem de testede arter i form af SSD plots var markant
forskellig for de to end-points, hhv. visuelt bedgmte adfeerdsmaessige a&ndringer og dadelighed,
hvor kurveforlgbene bedst kunne beskrives ud fra Weibull funktioner (Figur 4.3). Saledes var
fglsomheden generelt 10-15 gange stgrre for adfeerd sammenlignet med dgdelighed.

100 A

80 A

60

40 4

Kummulativ effekt (%)

20

10t 102 108 104 10°

Lambda-cyhalothrin (ng L™)

FIGUR 4.3

SSD PLOT (SPECIES SENSITIVITY DISTRIBUTION) FOR DE TESTEDE ARTER AF LEDDYR (N=28) FOR HHV. VISUELT
VURDEREDE ADFARDSANDRINGER (ECs0) OG DDELIGHED (LCso). PUNKTERNE VISER (FOR Y-AKSENS
VEDKOMMENDE) EN KUMULERET PROCENTVIS FORDELING AF EFFEKTV/ZARDIERNE FOR DE UNDERS@GTE
ARTER MV. SIDSTNAVNTE EFFEKTVARDIER ER DE KONCENTRATIONER, VED HVILKE HALVDELEN AF
FORS@GSDYRENE ER PAVIRKEDE. BEMZRK AT X-AKSEN ER LOGARITMISK.

Der var stor forskel pa i hvilket omfang de enkelte arter var i stand til at komme sig efter
eksponeringen med pyrethroid (Figur 4.4). Saledes viste 38% af arterne "recovery” efter 6 dage,
mens 15% fik det veerre gennem perioden. Resten viste ingen udvikling i hvor pavirkede de var.
Recovery var iseer udpraget hos dggnfluer og slervinger, der alle tilhgrer de sakaldt hemimetabole
insekter (dvs. de med ufuldsteendig forvandling), mindst blandt tovingerne der ligesom dovenfluer,
biller og varfluer er holometabole (dvs. har fuldsteendig forvandling fra ungdoms- til det voksne
stadium).

Med en sa stor variation i falsomhed i forhold til de valgte testkoncentrationer var det oplagt at
rangordne arternes fglsomhed ud fra den valgte 7 trins skala. Denne rangordning fremgar af tabel
4.3. Rangordningen omfatter fglsomhed under selve eksponeringen (tilbagelagt afstand - for de
videosporede arter), adferdsendringer/dgdelighed og dgdelighed i perioden 1-6 dage efter
eksponering, og en sdkaldt ” kritisk falsomhed” estimeret p& baggrund af samtlige end-points
(inklusive drift respons fra tidligere forsgg under Miljgstyrelsens pesticidforskningsprogram).
Denne rangordning viste ikke overraskende samme mgnster som data i tabel 4.2. For leddyrene var
der systematiske forskelle i fglsomhed afhaengigt af, om der er tale om adferdsendringer eller
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TABEL 4-3

RANGORDNING AF FELSOMHED OVER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN HOS 34 ARTER AF MAKROINVERTEBRATER
UNDER OG EFTER EKSPONERING, HVOR 1 ER MEST F@LSOM OG 7 MEST TOLERANT (SE TABEL 3.2). DESUDEN
ANGIVET RANGORDNING AF FGLSOMHEDEN | FORHOLD HVAD DER FORVENTES AT VARE MEST KRITISK FOR
ARTEN ("KRITISK FGLSOMHED”). FOR SIDSTNAVNTE ANGIVES BEGRUNDELSEN FOR DEN FORETAGNE
VURDERING: AEP — ALLE END POINTS ENS; H — HYPERAKTIVITET UNDER EKSPONERING SVARENDE AT DYRENE
VIL GA | DRIFT UNDER NATURLIGE FORHOLD; D — FOR@GET DRIFT VED 100 NGL-1 (DATA FRA WIBERG-LARSEN ET
AL. 2013); NA/RE — NEDSAT AKTIVITET MEN DYRENE KOMMER SIG (RECOVERY); NA/NR — NEDSAT AKTIVITET, MEN
DYRENE KOMMER SIG IKKE (INTET RECOVERY). # ANGIVER AT DER IKKE FORELIGGER DATA, FORDI
VIDEOSPORING ENTEN IKKE VAR MULIG ELLER GAV MENINGSFULDE RESULTATER.

Visuel Hyperakti-
adfeerd/ vitet under ”Kritisk
Art Gruppe Mortalitet mortalitet eksponering folsomhed”
Agapetus
g p Y Varflue 1 1 # INA/NR
fuscipes
Gammarus
Krebsdyr 3 3 1 il
pulex
Cloeon
. . Dggnflue 4 3 1 1H
inscriptum
Heptagenia
pag Dagnflue 4 2 1 il
sulphurea
Protonemura .
. Slgrvinge 7 7 1 1H
meyeri
Silo pallipes Varflue 4 1 4 INA/NR
Ptychoptera
yehop Tovinge 4 1 # INA/NR
paludosa
Tvetenia Tovinge 4 1 # [INAANR
Asellus
. Krebsdyr 7 4 2 2H
aquaticus
Nemoura .
. Slgrvinge 3 3 2 2H
cinerea
Isoperla
P . Slgrvinge 3 1 2 2H
grammatica
Leuctra fusca Slgrvinge 6 3 # 2b
Caenis horaria Dagnflue 3 1 2 2H
Sialis lutaria Dovenflue 7 1 2 2H
Oreodytes
Yies Bille 6 1 # 20
sanmarkii
Elmis aenea Bille 8 8 # 2b
Dicranota Tovinge 7 1 2 2H
Odagmiaornata Tovinge 4 3 # 20
Conchapelopia
pelop Tovinge 5 1 # 20
menalops
Elodes minuta Bille 4 3 # GPLVNR
Hydropsyche Varflue 7 3 6 3NA/NR
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angustipennis

Chaetoperyx
villosa

Ephemera
danica

Beraeodes
minutus

Chironomus
luridus agg.

Limnius
volckmari

Dugesia
gonocephala

Tubificidae

Helobdella
stagnalis

Erpobdella
octoculata

Prodiamesa
olivacea

Eristalis
Radix balthica

Sphaerium
corneum

Varflue

Dagnflue

Varflue

Tovinge

Bille

Fimreorm
Bgrsteorm

Igle

Igle

Tovinge

Tovinge

Snegl

Musling

3 4 3NA/NR
1 4 4H

4 # 4NA/NR
1 # 4NA/RE
3 # SNA/RE
7 7 TAEP
7 # 7AEP
7 # 7AEP
7 # 7AEP
7 H 7AEP
7 # 7AEP
7 7 TAEP
7 # 7AEP
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H Forveerring
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H Ingen andring

Recovery

Antal arter

FIGUR 4.4
ANTAL ARTER BLANDT DE UNDERS@GTE, SOM INDEN FOR 6 DAGE EFTER EKSPONERING MED LAMBDA-
CYHALOTHRIN VISTE TEGN PA AT (1) FA DET BEDRE (RECOVERY), (11) FA DET VARRE, ELLER (111) IKKE FA DET
HVERKEN V/ARRE ELLER BEDRE.

dedelighed. For leddyrene var fglsomheden for pyrethroidet saledes vaesentlig sterre (mindst en
faktor 10) hvad angar adferdssendringer (under savel som efter eksponering) end for dgdelighed
(Wilcoxon Signed Rank Test, P<0,01). Tilsvarende forskel blev fundet mellem "kritisk fglsomhed”
og dadelighed (P<0,001). Derimod var der ingen statistisk signifikant forskel i felsomhed med
hensyn til adfeerd/dgdelighed hhv. under og efter eksponering (Wilcoxon Signed Rank Test,
P=0,86).

4.4 Sammenhaeng mellem pyrethroidfglsomhed og fglsomhed i Dansk
Vandlgbsfaunaindeks
Der var ingen entydig sammenhang mellem arternes status som indikatorer i Dansk
Vandlgbsfaunaindeks og deres fglsomhed over for pyrethroidet (Figur 4.5). Saledes var der ingen
statistisk signifikant sammenhang mellem rangordnet "kritisk falsomhed” og ngglegruppestatus
(Spearman Rank korrelation, rs =0,30, P=0,15), om end der var tendens til positiv sammenhang
mellem rangordnet pyrethroid-dgdelighed og ngglegruppe-status (rs=0,39, P=0,06). Taxa som er
falsomme i DVFI (lav ngglegruppe veerdi) er séledes ikke ngdvendigvis falsomme over for
pyrethroider.

Til gengeeld var der signifikant forskel i pyrethroidfglsomhed mellem positive og negative
diversitetsgrupper, hvor fgrst nevnte var mere fglsomme (Mann-Whitney U-test, P<0,01).
Forskellen var mest markant hvad angar "kritisk falsomhed”, svarende til mindst en faktor 100
starre for de positive diversitetsgrupper end for de negative (Tabel 4.4).
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TABEL 4-4

SAMMENLIGNING AF PYRETHROIDF@LSOMHED (RANGORDNET PA SKALA FRA 1 TIL 7) MELLEM HHV. POSITIVE OG
NEGATIVE DIVERSITETSGRUPPER | DANSK VANDL@ZBSFAUNAINDEKS. POSITIVE GRUPPER INDIKERER GOD
@KOLOGISK TILSTAND, NEGATIVE GRUPPER DARLIG TILSTAND.

P-veerdi Median N Median N

“Kritisk fglsomhed” 0,007 2 17 7 8

Dgadelighed <0,001 4 17 7 8
4.5 Sammenheaeng mellem pyrethroidfglsomhed og biologiske

karakteristika
Eftersom der ikke blev fundet nogen pavirkning af de anvendte koncentrationer af lambda-
cyhalothrin pd ikke-leddyr, blev disse helt udelukket fra analyserne af sammenheange mellem
pyrethoidfalsomhed og biologiske karakteristika.

Det er indledningsvist undersggt, om stgrrelsen af de testede arter havde sammenhang med deres
falsomhed overfor pyrethroid. Stgrrelsen kan beskrives ud fra veegt, volumen eller overfladeareal,
hvor sma individer teoretisk set har et relativt stgrre areal i forhold til deres volumen (eller veaegt)
end stgrre individer. Denne sammenhang blev bekraftet, idet der blev fundet en god —
potensfunktion baseret — positiv signifikant sasammenhang mellem veegt og overfladeareal (Figur
4.6,r2=0,85, P<0,001). To arter, klobillerne Elmis aenea (voksne) og Limnius volckmari (larver),
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FIGUR 4.5

RELATION MELLEM RANGORDNET PYRETHROIDFZLSOMHED OG FGLSOMHED | DANSK VANDL@BS FAUNA, ANGIVET VED
RANGORDNING | FORM AF N@GLEGRUPPE (N@GLEGRUPPE 1 ER MEST F@LSOM, NOGLEGRUPPE 6 MEST TOLERANT). RELATIONEN
ANGIVET FOR HHV. "KRITISK FGLSOMHED” (A) OG D@DELIGHED (B). DATA ER SAMMENSTILLET PA BAGGRUND AF TABEL 3.1 0G
4.3.
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FIGUR 4.6
RELATION MELLEM T@RVAGT OG OVERFLADEAREAL FOR SAMTLIGE DE LEDDYR, SOM INDGIK | FORS@GENE.
TILSTEDEVARELSE AF GALLER, BEN OG ANTENNER ER S@GT INDREGNET | OVERFLADEAREALET.

faldt dog noget uden for kurven, idet de var relativt tungere end de gvrige leddyrarter. Dette passer
godt med, at de har et relativt tykt og tungt ydre skelet (kutikula).

Der blev imidlertid ikke fundet den forventede sammenhang mellem pyrethroidfalsomhed og
starrelsen (veegt eller overfladeareal) af de testede leddyr, hverken hvad angér dgdelighed eller
"kritisk falsomhed” (Figur 4.7, Spearman Rank Korrelation, P > 0,05). Der var dog en tendens til
positiv sammenhang for dgdelighed, ligesom der blev fundet en signifikant negativ sammenhang
mellem dadelighed og forholdet overfladeareal/vagt (rs = -0,39, P = 0,039, N = 28).

Der blev herefter set p4 mulige relationer mellem pyrethroid fglsomhed og en reekke
biologiske/gkologiske karakterer eller parametre, som beskriver dels grad af eksponering over for
pyrethroid, dels mulighederne for at etablere sig efter eksponering, for de 28 undersggte arter af
leddyr. De pageeldende karakterer og parametre er vist i tabel 4.5.
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FIGUR 4.7

SAMMENH/NG MELLEM OVERFLADEAREAL OG HHV. "KRITISK FBLSOMHED” (A) OG D@DELIGHED (B) FOR 28 ARTER AF
LEDDYR. VARDIERNE FOR SAVEL D@DELIGHED SOM "KRITISK FGLSOMHED” ER RANGORDNEDE PA EN SKALA FRA 1 TIL 7 (SE
METODER)
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TABEL 4-5

BIOLOGISKE KARAKTERISTIKA OG PARAMETRE TIL BESKRIVELSE AF DE UNDERS@GTE ARTERS POTENTIELLE
RISIKO FOR AT BLIVE PAVIRKET AF PYRETHROIDER | VANDL@BENE, SAMT DERES POTENTIALE FOR AT
REKOLONISERE BERZRTE VANDL@BSSTRAKNINGER EFTER EN GIVEN PAVIRKNING. DER ER ANVENDT F@LGENDE
SKALAV/ZRDIER (VIST | PARENTES) FOR DE BIOLOGISKE KARAKTERISTIKA:

A: <50 (1), 50-500 (2), > 500 (3). B: 1 (1), 2 (2), >2 (3). C: INGEN (0), TIL STEDE (3). D: IKKE TIL STEDE | VANDL@BENE
(0),

I MINDRE GRAD TIL STEDE (1), STOR DEL AF BESTANDEN TIL STEDE (2), NAESTEN HELE BESTANDEN TIL STEDE (3).
E: INGEN SPREDNING

VED EGEN HJ/LP (0), RINGE SPREDNINGSEVNE (1), MODERAT SPREDNINGSEVNE (2), STOR SPREDNINGSEVNE (3).
F: MEGET LIDT MOBILE (1), RET MOBILE (2), MEGET MOBILE (3). G: | MUDDERBUND (1), | SANDBUND/MELLEM
GROFT DETRITUS (2),

I GRUS/PA MAKROFYTTER (3), PA STEN/D@DT TR/ (4). H: INGEN STR@M (1), LANGSOM STR@ZM (2), MODERAT
STR@M (3), HURTIG STROM (4).

DE SAMMENSATTE PARAMETRE ER BEREGNET PA F@LGENDE MADE UD FRA DE ENKELTE SCORER:

I: (ANTAL /EG/UNGER PR. KULD * ANTAL KULD PR. AR) + YNGELPLEJE. J: (SPREDNINGSEVNE OVER LAND * 2) +
SPREDNINGSEVNE | VANDL@B.

K: HABITATF@LSOMHED + STROMEKSPONERING. L: TIL STEDE | SPRGJTESASON * HABITATEKSPONERING. M:
SAMLET FORMERINGSPOTENTIALE + SAMLET SPREDNINGSEVNE.

Antal kuld eeg/unger pr.
Til stede i sprgjteseesonP
Spredningsevne i vandlgbF
Samlet spredningsevne’
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Spredningsevne over
Habitatfglsomhed®
Strgmeksponering™
formerinaspotentiale!
Habitat eksponeringk
Potentiel eksponeringt

Potentiel

Art/gruppe
Gammarus pulex 1 3 3 3 0 3 3 3 6 9 6 18 15

Asellus aquaticus 2 2 8 3 0 2 2 2 7 6 4 12 13

Protonemura 3 1 0 1 1 2 4 3 3 8 7 7 11
meyeri

Nemoura 3 1 0 1 2 1 2 3 3 7 5 5 10
cinerea

Isoperla 2 1 0 1 1 2 4 3 2 8 7 7 10
grammatica

Leuctra fusca 2 1 0 3 3 2 4 3 2 12 7 21 14
Caenis horaria 3 1 0 1 1 1 2 2 3 5 4 4 8
Cloéon 3 2 3 2 3 2 3 2 9 12 5 10 21
inscriptum

Heptagenia 2 1 0 2 2 1 4 3 2 7 7 14 9
sulphurea

Ephemera 3 1 0 3 2 1 2 2 3 7 4 12 10
danica

Sialis lutaria 3 1 0 3 1 1 2 2 3 5 4 12 8
Oreodytes 1 2 0 3 2 3 3 2 2 13 5 15 15
sanmarki

Elodes minuta 1 1 0 3 3 1 3 3 1 9 6 18 10
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Elmis aenea 1 1 0 3 2 1 4 4 1 7 8 24

Limnius 1 1 0 3 2 1 3 3 1 7 6 18
volckmari

Agapetus 2 1 0} 1 1 1 4 3 2 5 7 7
fuscipes

Hydropsyche 3 1 0 1 3 2 4 3 3 12 7 7
angustipennis

Chaetopteryx 2 1 0 3 1 2 2 3 2 8 5 15
villosa

Silo pallipes 2 1 0 2 1 1 4 3 2 5 7 14
Beraeodes 1 1 0 1 1 1 2 2 1 5 4 4
minutus

Ptychoptera 2 1 0 1 2 1 2 1 2 7 3 3
paludosa

Dicranota 2 1 0 1 2 1 2 2 2 7 4 4
Odagmiaornata 2 3 0 3 3 2 4 4 6 12 8 24
Conchapelopia 2 1 0 3 3 2 2 3 2 12 5 15
menalops

Prodiamesa 2 3 0 3 3 1 1 1 6 9 2 6
olivacea

Tvetenia 2 8 0 3 3 2 3 3 6 12 6 18
Chironomus 3 2 0 3 3 1 1 1 6 9 2 6
lugubris agg.

Eristalis 2 2 0 3 3 1 1 1 4 9 2 6

Samlet set kunne der for de testede arter ikke pévises signifikante sammenhange mellem
pyrethroid falsomheden ("kritisk falsomhed”) og hvor udsatte arterne ma formodes at veere over for
en given eksponering (puls) med pyrethroid i vandlgbsmiljget, eller hvilket potentiale for
rekolonisering som de ma formodes at have efter en sddan pavirkning. Der var saledes ingen
signifikante relationer (eller tendens til sddanne) til arternes frugtbarhed (fekunditet) og
spredningsevne, eller til det samlede resultat heraf, nemlig deres potentiale for rekolonisering (rs =
0; P > 0,6). Der var dog tendens til positiv sammenhang mellem laveste “kritisk” falsomhed og
tilstedeveerelse i sprgjtesesonen (rs= 0,35; P =0,07), samt signifikant negativ sammenhang mellem
"kritisk falsomhed” og arternes habitat eksponering (rs = -0,44; P< 0,05) (se figur 4.8). Tolkningen
af disse relationer er, at arter som i seerlig grad er til stede under sprgjteseesonen samtidig er relativt
pyrethroid tolerante, mens arter som i seerlig grad er udsatte for eksponering med pyrethroid ogsa
er relativt fglsomme overfor dette. Nar de to parametre imidlertid blev koblet sammen til en
"potentiel eksponering” var der absolut ingen statistik signifikant relation til pyrethroid
falsomheden.
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FIGUR 4.8

SAMMENHAENG MELLEM PYRETHROIDFZLSOMHEDEN HOS LEDDYR (ANGIVET SOM "KRITISK FALSOMHED”) OG HHV.
TILSTEDEVARELSE UNDER SPR@JTESASONEN (JO HZJERE SCORE, DES LANGERE TILSTEDEV/ARELSE) (TV) OG HABITAT
EKSPONERING (DVS. HVOR UDSAT EN ART ER | DET FYSISKE RUM DEFINERET AF DETS SUBSTRAT- OG STR@MPRAFERENCE: JO
H@JIERE SCORE, DES STURRE EKSPONERING) (TH).

Det blev desuden undersggt, om der var systematiske forskelle i falsomhed ("kritisk fglsomhed” og
dedelighed) over for pyrethroidet, i forhold til arternes foretrukne fgdesggning og fadeemner
(fedeemner: dgdt groft organisk stof, dgdt finpartikuleert organisk stof, mikroalger, andre
invertebrater). Dette viste sig ikke at veere tilfeeldet, hverken for “kritisk falsomhed” eller dgdelighed
(Kruskal-Wallis test, P > 0,30).
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5. Diskussion

5.1 De anvendte forsggsbetingelser

| dette projekt har vi ved brug af simple laboratorieforsgg forsggt at afdekke forskelle i
falsomhed/tolerance hos en raekke vandlgbsdyr over for én repraesentant for en gruppe af
insekticider, de sakaldte pyrethroider, som har en udbredt anvendelse til skadedyrsbekaempelse i
dansk landbrug. Vi har desuden ud fra disse forsgg prevet at forudsige, hvordan det valgte
pyrethroid lambda-cyhalothrin (der er mht. egenskaber og formodentlig ogsa virkning er
repraesentativt for andre stoffer i gruppen) kan taenkes at pavirke de pageeldende arter i deres
naturlige milje. En sddan fremgangsmade har naturligvis en raekke begraensninger. Farst og
fremmest har vi taget dyrene ud af deres naturlige miljg og udsat dem for meget simplificerede og
ensartede forhold i laboratoriet. De har saledes ikke haft adgang til deres naturlige mikrohabitater,
karakteriseret ved serlige stramhastigheder og substrater, ligesom de ikke fik tiloudt fgde
overhovedet. Langt de fleste arter blev holdt i arenaer uden vandbevegelse, hvilket alene ma have
repraesenteret en vaesentlig stress faktor, ligesom de ikke har haft adgang til skjul eller (for visse af
dem) haft lejlighed til at bygge sand- eller slamrar.

5.11 End-points

Til trods for de unaturlige forsggsbetingelser blev der kun fundet en beskeden dgdelighed hos
kontrolgrupperne, selv for arter som vurderes som umiddelbart stremkraevende: Dugesia
gonocephala (fimreorm), Protonemura meyeri, Leuctra fusca, Isoperla grammatica (slgrvinger),
Heptagenia sulphurea (degnflue), Hydropsyche angustipennis, Silo pallipes (varfluer). Samtidig
udviste de pageldende kontroldyr generelt ingen udpraeget afvigende adferd under forsgget.
Forklaringen er formodentlig, at vandet i arenaerne havde et tilstreekkelig hgjt iltindhold pga. (1)
den relativt lave temperatur (10°C), ved hvilken samtlige forsag blev kert (hvor oplgseligheden af ilt
er relativt stor og hvor metabolismen hos dyrene er relativt lille), (2) et forsvindende lille indhold af
iltforbrugende stoffer i vandet/arenaerne, og (3) den lille vanddybde i arenaerne og dermed lette
adgang til ilttilfersel via vandoverfladen. Dertil kommer, at forsggene forlgb over sé tilpas kort tid,
at manglen pa fade generelt ikke kan forventes at have medfert nogen overdedelighed. Kun for
enkelte arter/grupper - Tubificidae (bgrsteorme), Chironomus lugubris agg., Micropsectra
(dansemygq) - blev der fundet en markant hgj dgdelighed hos kontroldyrene. Feelles for de
pageaeldende arter er, at de lever i finkornet sediment, i hvilket de bygger beboelsesrgr af finkornede
partikler. Desuden er de alle tilpasset (via indhold af heemoglobin) til at kunne tolerere de lave
iltindhold, som forekommer i det pagaeldende miljg. Det er derfor teenkeligt, at netop disse arter har
veeret udsat for et seerligt stress i det for dem helt fremmede miljg, ligesom det kan have haft
betydning at de ikke har haft adgang til fede. En anden slambeboer, dansemyggen Prodiamesa
olivacea (der ikke bygger slamrgr), havde dog til sammenligning ingen overdgdelighed (eller
dgdelighed i det hele taget).

En reekke arter blev ikke holdt i arenaer med stillestdende vand (bortset fra under eksponeringen
med pyrethroid), men derimod i beluftede petriskale, fordi det pa forhand blev vurderet at de ellers
ikke ville kunne overleve igennem forsggsperioden. Ogsa for disse var der generelt ingen markant
dgdelighed hos kontrolgrupperne. Eneste undtagelse var Odagmia ornata (kveegmyg), hvor svigt i
lufttilfarslen til kontrolgruppen under sidste halvdel af forsggsperioden medfgrte stor dgdelighed,
hvilket bekrefter at forsgget med denne art ikke kunne have veeret gennemfart i arenaer med
stillestaende vand.
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Det lykkedes i vidt omfang at méle de valgte end-points. Mens det generelt var relativt let at fastsla,
om et individ var degdt, var det imidlertid vaesentlig vanskeligere at undersgge e&ndringer i
beveegelsesadfeerd med mindre der var tale om immobilisering. Farst og fremmest var det for
tilbagelagt afstand naturligvis ikke muligt at opna brugbare data for arter, som kun bevagede sig
meget lidt eller slet ikke. Dertil havde det anvendte videosporingsudstyr nogle begraensninger.
Nogle dyr var helt enkelt for sma eller for lyse til at kunne detekteres af videosporringsudstyret,
ligesom det trods betydelige anstrengelser ikke lykkedes i alle tilfeelde at gare belysningen jevn i
forhold til samtlige arenaer, sddan at alle dyr i opstillingerne kunne detekteres. Samlet set lykkedes
det dog at male @ndringer i beveaegelsesadferd hos halvdelen af samtlige arter/leddyr. For stort set
samtlige arter, ogsa de som ikke kunne videospores, var det dog muligt at foretage kvalitative
visuelle observationer af forskelle i bevaegelsesadferd. Disse blev dog kun foretaget i perioden efter
eksponeringen, sdledes at der for halvdelen af arterne ikke foreligger data for adfseerden under selve
eksponeringen. Specielt adfeerden under selve eksponeringen er interessant og miljgmaessigt
relevant, fordi denne adfeerd — omsat til forholdene i et vandlgb - i hgj grad beskriver i hvilken grad
individer er i sarlig risiko for at ga i drift. Dette betyder, at der ikke pa et helt ensartet grundlag
kunne foretages en rangordning af arternes fglsomhed/tolerance over for pyrethroidet. For delvist
at kompensere herfor ved rangordningen blev der inddraget data (for mindst 5 arter) fra tidligere
undersggelser (Wiberg-Larsen et al. 2013), hvorunder netop drift i forbindelse med eksponering
blev undersggt. Hvor det for normalt driftaktive arter er pavist, at pyrethroidprovokeret
katastrofedrift fuldsteendig svarer til malt hyperaktivitet i videosporingsarenaer (Ngrum et al.
2006), sa er det for andre og mindre drift-aktive arter ikke muligt at relatere de andringer i adfeerd,
som blev observeret i arenaerne, til adfeerdsmenstre som ville forekomme i et vandlgb (fx sggen
efter skjul).

5.1.2 Aktuelle og nominelle pyrethroidkoncentrationer

Lambda-cyhalothrin er ligesom de gvrige pyrethroider steerkt hydrofobt, hvilket betyder at det let
bindes til overflader, herunder partikler. Det betyder, at koncentrationen af oplgst pyrethroid vil
forventes at falde i arenaerne igennem perioden, hvor forsggsdyrene eksponeres. Dette var ogsa
tilfaeldet i forbindelse med vores forsgg, hvor der i gennemsnit kun blev genfundet ca. 30% af den
nominelle koncentration efter endt eksponering, formodentlig fordi arenaerne (pga. deres kemiske
sammensztning) i seerlig grad adsorberer pyrethroidet, sammenlignet med fx glas. En undtagelse
var den laveste koncentration, hvor der ikke sas noget tab. En mulig forklaring herpa er, at
koncentrationen var teet pa detektionsgraensen og usikkerheden pa malingerne derfor serlig stor.
Overordnet set varierede de malte koncentrationer betydeligt — men usystematisk - fra forsgg til
forsag. Dette er ikke overraskende, idet netop maling af pyrethroider med deres specielle
egenskaber byder pé serlige udfordringer. Eksempelvis blev der i en del tilfeelde malt
tilstedeveerelse af stoffet i kontrolprgverne. Vi mener at kunne udelukke, at disse fund skyldes
kontaminering eller fejl under procedurerne, og opfatter derfor de "malte” veerdier som tilfeldig
stgj. Samlet set tyder intet pa, at de enkelte arter skulle vaere eksponeret forskelligt med hensyn til
de forudsatte koncentrationer (i intervallet 10 til 10 000 ngL-!) og forsggene dermed ikke skulle
veere sammenlignelige. Endvidere ma de aktuelle koncentrationer antages at have veret vaesentlig
hgjere ved start af eksponeringen end ved dennes afslutning. Dertil kommer, at der blev foretaget
en robust rangordning af koncentrationerne (pa en skala fra 1 til 7), og at det er denne som primaert
er anvendt i de udferte analyser. Der vurderes saledes ikke at veere anledning til at anvende andre
(og lavere) koncentrationer end de nominelle som grundlag for analyserne.
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5.2 Rangordning af arternes fglsomhed/tolerance
5.2.1 Andre undersggelser til sammenligning?

Den foretagne rangordning af falsomheden/tolerancen over for kortvarige pulseksponeringer med
lambda-cyhalothrin — eller for pyrethroider i det hele taget - hos et bredt udvalg af
makroinvertebrater fra vandlgb er i forhold til national og international litteratur
bemaerkelsesvaerdig. Der findes saledes tilsyneladende kun enkelte laboratorie- eller
mesokosmosstudier, og kun omfattende et fatal af arter, som kan benyttes til ssmmenligning med
naervaerende resultater (Lauridsen & Friberg 2005, Ngrum et al. 2010, Wiberg-Larsen et al. 2013).

Til gengeeld er der foretaget et stort antal undersggelser af lambda-cyhalothrins og andre
pyrethroiders virkning pa et relativt bredt spektrum af ferskvandsinvertebrater alle udfart med
eksponering over 24, 48 eller 96 timer. End-points er for flertallet af disse undersggelser enten
dedelighed (og resultatet en reekke LCso vaerdier) eller immobilitet (ECso veerdier). Pa baggrund af
disse klassiske toksicitetsundersggelser er der foretaget rangordninger af en lang raekke arters
falsomhed/tolerance bade for lambda-cyhalothrin og andre pyrethroider (fx Maund 2009). Disse
rangordninger kan naturligvis anvendes til en overordnet sammenligning med vores.

5.2.2 Pyrethroiders generelle virkemade og toksicitet

Hos bade hvirvellgse dyr og hvirveldyr foregar overfarsler af elektriske signaler ved at der
transporteres Na* ioner gennem nervecellernes membraner. Det sker via sdkaldte natriumkanaler,
som kan veere enten lukkede eller &bne. Det er denne mekanisme, som insekticider som
pyrethroider virker pa. Pyrethroiderne, som er sterkt fedtoplgselige (lipofile), binder sig saledes —
iseer hos leddyr - til seerlige lipidholdige omréder i natriumkanalerne og holder derved sidstnaevnte
permanent dbne. Det medfarer en forlaenget overfarsel af Na* ioner og dermed en ukontrolleret
overfarsel af elektriske signaler, hvorved dyrene far kramper, hvilket i sidste ende kan fare til deres
dad (se fx Soderlund & Bloomquist 1989, Narahashi 1992, O”Reilly et al. 2006). Det er den
kemiske opbygning af natriumkanalerne hos leddyr som insekter og krebsdyr, som ggr at
pyrethroider i seerlig grad virker toksisk pa disse (O~ Reilly et al. 2006). Det er pa denne baggrund
ikke overraskende, at vi kun fandt effekter (adfeerdsendringer og/eller dgdelighed) hos krebsdyr og
insekter ved eksponering med lambda-cyhalothrin i koncentrationer pa 10 til 10 000 ngL-!. Saledes
var der ingen paviselige effekter hos fimreorme, barsteorme, muslinger og snegle. Dette er i fuld
overensstemmelse med, hvad der tidligere er rapporteret for vandlevende invertebrater (fx Mian &
Mulla 1992, Maund 2009).

5.2.3 Forskel i fglsomhed mellem arter af arthropoder

Inden for leddyrene, krebsdyr og insekter, var der meget stor variation i arternes
falsomhed/tolerance for savel adfeerd som dedelighed. Denne variation gav sig imidlertid ikke
udtryk i form af systematiske forskelle mellem de enkelte grupper (klasser og ordener). Krebsdyr og
insekter med ufuldstendig forvandling (dggnfluer og slarvinger) var eksempelvis hverken mere
eller mindre fglsomme/tolerante end insekter med fuldsteendig forvandling (dovenfluer, biller,
varfluer og tovinger). En analyse af ECso veerdier fra international litteratur (for end-pointet
“immobilitet”) for i alt 27 arter af ferskvandsinvertebrater, der over 48 timer blev eksponeret for
lambda-cyhalothrin (Hamer et al. 1998, Maund et al. 1998, Schroer et al. 2004, Maund 2009), viste
ligeledes en manglende sammenhang mellem fglsomhed/tolerance og overordnet gruppe, herunder
forskel mellem krebsdyr (N=9) og insekter hhv. uden (N=12) og med fuldstendig forvandling (N=6)
(Kruskal-Wallis test, P = 0,37). Selvom intet séledes tyder pé systematiske forskelle i
falsomhed/tolerance mellem overordnede grupper, viste vores forsgg dog at dggnfluer/slgrvinger
samlet set kom sig i hgjere grad efter pulseksponeringen end grupper med fuldsteendig forvandling
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(dovenfluer, biller, varfluer og tovinger). Det er uvist hvilke fysiologiske mekanismer som ligger bag
denne forskel.

Andre gkotoksikologiske undersggelser omfattende andre insekticider og varierende fra korttids
studier med enkelte arter til mesokosmos studier af leengere varighed har afslgret lignende
betydelig variation i arters falsomhed (fx Maltby et al. 2005, Baird & Van den Brink 2007, Rubach
et al. 2010). Det er til gengeaeld ikke afklaret, hvad denne variation i falsomhed skyldes (Baird & Van
den Brink 2007, Van den Brink 2008). En stor del af variationen kan naturligvis henfares til
stoffernes egenskaber og virkemade, men den resterende variation skyldes utvivisomt egenskaber
hos arterne selv. Ifglge Ashauer et al. (2006) og Rubach et al. (2010) kan en stofs toksiske virkning
opdeles i to processer: Toksikokinetik (TK), der omfatter optagelse af stoffet i organismen,
biotransformering og fjernelse af stoffet selv og dets nedbrydningsprodukter, samt toksikodynamik
(TD), der udgares af dels de skader stoffet forvolder, dels organismens evne til at komme sig via
udbedringsmekanismer. Rubach et al. (2010), der undersggte forskellige aspekter af TK for
insekticidet klorpyrifos hos 15 forskellige makroinvertebrater (tilknyttet sger og damme), fandt en
meget langsom eliminering af stoffet hos visse arter, ligesom der generelt var stor variation i
optagelse (op til en faktor 50), eliminering (op til en faktor 30) og biokoncentrationsfaktorer.
Variationen i fglsomhed (ECso i form af end-pointet immobilitet) hos de undersggte arter, der
tilhgrte grupperne krebsdyr, guldsmede, dggnfluer, teeger, varfluer, sommerfugle og tovinger, var
séledes samlet set ca. en faktor 1000. Der er sdledes tale om en variation, som er er stort set lige sa
bred som ved naervaerende undersggelse. Hvad angér optagelsen af et toksisk stof kan denne
afhange af de pageeldende organismers starrelse (Buchwalter et al. 2002), maden de respirerer pa
(Hendriks et al. 2001) eller deres indhold af fedtstoffer (Verhaar et al. 1999). Elimineringen af et
stof og dets nedbrydningsprodukter kan ogsa afhaenge af organismernes starrelse samt af disses
lipidindhold, ligesom der kan veere tale om forskel i maden, som stofferne biotransformeres pa,
primaert via typen af tilgeengelige enzymer og disses kinetik (Rubach et al. 2010). Serlig
betydningen af lipidindholdet ma formodes at veere relevant for pyrethroider, der netop er staerkt
fedtoplgselige. Dette kan meget vel veere et kernepunkt i den variation, som vi fandt.

Den manglende sammenhang i neerveerende undersggelse mellem overordnet taksonomisk niveau
og pyrethroid falsomhed/tolerance illustreres ved den meget betydelige forskel, som blev fundet
inden for samme taksonomisk gruppe som fx orden og familie. Séledes blev der hos dagnfluer,
biller, varfluer og tovinger henholdsvis fundet en rangordnet kritisk falsomhed” i intervallerne 1-4,
1-4, 2-5, og 1-7, mens den rangordnede fglsomhed var mindre (1-2) hos de undersggte slgrvinger,
som saledes muligvis er serligt felsomme. Alene inden for familien Chironomidae varierede
felsomheden (rangordnet) mellem 1 og 7, svarende til en effektkoncentration pa fra 25 til > 10 000
ngL-L. Tilsvarende stor variation var der for ECso i form af visuelt vurderede adferdsendringer og
LCso (dedelighed), hvilket tydeligt fremgar af den udferte SSD analyse. Sammenstillede data fra en
reekke andre studier af falsomhed/tolerance i form af ECso (for eksponering over 24 timer) har vist
en tilsvarende betydelig variation inden for de enkelte taksonomiske grupper (Maund 2009). Et
review af data fra Hamer et al. (1998), Maund et al. (1998), Schroer et al. (2004) og Maund (2009)
viser saledes en stor variation i ECso (48 timer) for end-pointet immobilitet: 2,3-3300 ngL-!
(krebsdyr, N=10), 17,9-60 ngL"! (dggnfluer, N=4) og 2,8-2400 ngL! (tovinger, N=4). Selv inden for
samme slaegt kan der veere store forskelle i falsomhed. Saledes er ECso (48 timer, immobilitet) for
Chironomus riparius bestemt til 2400 ngL-1 (Maund et al. 1998), mens vi fandt en ECso
(pulseksponering 14 time, adferdsaendring) pa 25 ngL-! for C. lugubris agg. over 1-3 dage efter
endt eksponering (dog 1050 ngL-! efter 6 dage). Forskellen er isar slaende, fordi ECso vaerdien
typisk vil aftage — og giftigheden dermed stige - jo leengere der eksponeres. Saledes fandt Maund et
al. (1998), at giftigheden af lambda-cyhalothrin over for G. pulex forggedes 18 gange, nar
eksponeringstiden ggedes fra 1 til 96 timer. Selvom der saledes kan veere stor forskel i
falsomhed/tolerance mellem arter inden for en given sleegt, kan andre arter inden for samme slaegt
veere betydelig mere ens, fx Leuctra fusca og L. nigra, som udviser et vaesentligt adfeerdsmaessigt
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respons ved koncentrationer i intervallet 10-100 ngL-! (Lauridsen & Friberg 2005; Wiberg-Larsen et
al. 2013).

I det lys er det relevant at diskutere, hvilken betydning det kan have haft, at vi for enkelte familier af
insekter (Baetidae, Caenidae) valgte arter fra stillestdende vand som erstatning (proxies) for arter
tilknyttet strammende vand, med det formal at sikre en tilstreekkelig hgj overlevelse igennem
forsgget (altsa at der ikke opstod overdgdelighed hos kontroldyrene). Som repraesentant for
familien Baetidae valgte vi sdledes Cloeon inscriptum i stedet for det helt oplagte valg, Baetis
rhodani, som er vidt udbredt og hyppig i mindre danske vandlgb. En sammenligning af vores
resultater for C. inscriptum med data fra litteraturen for B. rhodani (Lauridsen & Friberg 2005)
viser imidlertid, at arterne kan rangordnes ens hvad angar kritisk falsomhed”. Saledes var der et
markant adfeerdsmaessigt respons (hyperaktivitet) hos C. inscriptum under selve eksponeringen ved
10 ngL-1, ved hvilken koncentration der tilsvarende er fundet en markant forgget drift hos B.
rhodani. Det er p& denne baggrund muligt, at ogsa den valgte repraesentant for Caenidae, Caenis
horaria, som langt overvejende forekommer i sger, kan anvendes som proxy for arter, som
forekommer i streammende vand (C. rivulorum, C. pseudorivulorum). Arterne har under alle
omsteendigheder samme mikrohabitat og levevis.

Vores undersggelser bekraefter derved hypotesen om, at spektret af arter/sleegter/familier, som
indgar i DVFI, udviser betydelig variation i falsomhed/tolerance over for det anvendte pyrethroid,
og derfor vil kunne rangordnes med hensyn til denne fglsomhed/tolerance. Resultaterne peger dog
0gsa pa, at det ikke kan tages som givet, at ikke-testede arter inden for en given taksonomisk gruppe
(sleegt, familie) vil kunne rangordnes pa samme made som testede arter inden for gruppen. For
familien Chironomidae, som har en meget amplitude med hensyn til morfologi, habitatvalg og fade,
var dette helt abenlyst ikke tilfaeldet.

D@GNFLUEN HEPTAGENIA SULPHUREA LEVER PA OVERFLADEN AF VANDL@BETS STEN, HVOR DEN GRASSER PA DE
FASTSIDDENDE MIKROALGER. DEN ER MEGET FZLSOM OVER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN, OG VIL FORS@GE AT
UNDSLIPPE SELV SMA KONCENTRATIONER VED AT LADE SIG DRIVE MED STRGMMEN. (FOTO: BIOPIX/J. CHR. SCHOU)
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5.2.4 Seerligt pesticidfglsomme/-tolerante arter

Vores undersggelser kan benyttes til at udpege serligt felsomme arter eller indikatorer for
manglende pavirkning med lambda-cyhalothrin og lignende pyrethroider (se 5.1.6). Sadanne
indikatorer er listet i tabel 5.1.

Listen omfatter i alt 19 taxa, hvoraf langt de fleste er udbredte over hele landet. Omkring halvdelen
er desuden normalt talrige, hvor de forekommer. De pageldende taxa deekker et bredt spektrum af
fadefunktionelle grupper: graessere (6 taxa), iturivere (5 taxa), filtratorer (1 taxon), sedimentaedere
(2 taxa) og rovdyr(5 taxa). Listen rummer samtlige testede slgrvinger og 3 ud af 4 testede dggnfluer,
hvilket antyder at disse grupper generelt er serlig falsomme. Langt de fleste arter i tabellen indgar
pa en eller anden made i DVFI, men udvalget viser, at ogsa ikke-DVFI taxa kan have et potentiale

TABEL 5-1

POTENTIELLE INDIKATORER FOR PAVIRKNING MED PYRETHROIDER, UDVALGT | FORHOLD TIL DERES
FOLSOMHED: MF — MEGET FOLSOMME (< 50 NGL™); F — FGLSOMME (50-150 NGL). DESUDEN ANGIVET OM
INDIKATORERNE ER UDBREDTE OG/ELLER TALRIGT FOREKOMMENDE.

Krebsdyr Gammarus pulex MF Udbredt/talrig
Asellus aquaticus F Udbredt
Dggnfluer Cloeon inscriptum MF Baetis rhodani-"proxy”
(udbredt/talrig)
Heptagenia sulphurea MF Udbredt
Caenis horaria F Udbredt
Slgrvinger Protonemura meyeri MF Jylland, ret udbredt
Nemoura cinerea F Udbredt/talrig
Isoperla grammatical F Udbredt
Leuctra fusca F Udbredt/talrig
Dovenfluer Sialis lutaria F Udbredt
Biller Oreodytes sanmarkii F Jylland, udbredt
Elmis aenea F Udbredt/talrig
Varfluer Agapetus fuscipes MF Udbredt/talrig
Silo pallipes MF Udbredt
Stankelben Dicranota F Udbredt
Glansmyg Ptychoptera paludosa MF Udbredt
Kvaegmyg Odagmia ornata F Udbredt/talrig
Dansemyg Conchapelopia F Udbredt
menalops
Tvetenia MF Udbredt/talrig

som pyrethroidindikatorer. Samlet set antyder listen over fglsomme taxa, at de danske vandlgb
potentielt rummer et bredt spektrum af arter/grupper som synes egnede som indikatorer, saledes at
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deres fraveer — alt andet lige — kan skyldes pavirkning med pyrethroider. Dertil kommer, at der pa
lignende vis kan udpeges taxa, som er meget tolerante over for pyrethroider. Her er der fgrst og
fremmest tale om samtlige ikke-leddyr, hvoraf mange er vidt udbredte og undertiden talrige. Dertil
kommer tovinger som Prodiames olivacea og Eristalis. Af disse er den farste vidt udbredt,
sjeeldnere talrig, mens sidst naevnte i vore dage er yderst sjeelden i vandlgbene.

5.25 Betydning af valgte end-points

Vi undersggte savel adfeerdsmassige end-points som dgdelighed for suiten af arter. Resultatet var
helt konsistent, nemlig at LECkritisk veerdierne var signifikant lavere (i gennemsnit ca. 50 gange,
range 1-400 gange) end LCso veerdierne. Data fra Hamer et al. (1998), Maund et al. (1998) og
Schroer et al. (2004) for en raekke ferskvandsinvertebrater (N=6) viser tilsvarende, at ECso i form af
immobilitet var 2-14 gange lavere end LCso ved eksponering med lambda-cyhalothrin over 48 timer.
Den starre forskel mellem LECkritisk 0g LCso veerdier i vores forsgg skyldes, at LECkritisk typisk
repreaesenterede hyperaktivitet, som ma forventes at optrade ved lavere verdier end tilfeeldet er for
immobilitet. Dette er eksempelvis tydeligt dokumenteret for fx Gammarus pulex, Leuctra nigra og
Heptagenia sulphurea (Ngrum et al. 2010). Vores SSD plot viser i gvrigt, at ECso veerdierne baseret
pa visuel vurdering af adfeerdsaendringer generelt var 10-15 gange lavere end LCso veerdierne,
hvilket er i god i overensstemmelse med hvad der er fundet for eksponeringer over 48 timer (se
ovenfor).

Vores resultater bekrefter ikke overraskende, at det er meningsfuldt ikke blot at fokusere pa
dedelighed i studier af effekten af pesticider, men i serlig grad pa adfeerdsendringer. Her er
adferdsaendringer (primaert hyperaktivitet), som fgrer til tab af individer via drift, af seerlig
interesse, fordi de ligesom dgdelighed under naturlige forhold kan fagre til markante &endringer i
sammensatningen af et givet samfund af makroinvertebrater og det ved selv kortvarige pulse med
relativt lave koncentrationer (se fx Heckmann & Friberg 2005; Lauridsen & Friberg 2005; Beketov
& Liess 2008; Ngrum et al. 2010, Wiberg-Larsen et al. 2013). Markant forhgjet drift forekommer
imidlertid langt fra hos alle de arter/grupper, som pavirkes af pyrethroider (fx visse klobiller og
véarfluer). Til gengaeld kan der forekomme andre adfaerdsaendringer, som nedsatter de ramte
individers funktionsevne, fx relationerne mellem rovdyr og deres byttedyr (Ngrum et al. 2006). Vor
viden herom er dog sparson og implikationerne af &ndringer i samfundene er stort set ukendte.

Vores resultater peger dog pa, baseret pa ikke mindst SSD kurverne, at markante endringer i
naturlige samfund af makroinvertebrater kan forventes ved koncentrationer af lambda-cyhalothrin i
intervallet 10-100 ngL-1(ca. 70 ngL™1), hvor op til ca. 50% af de testede leddyr vil vaere vaesentlig
pavirkede. Dette er i overensstemmelse med fuldskalaforsgg, hvor hele samfund af
makroinvertebrater i stremrender og et naturligt vandlgb blev eksponeret for 90 minutters pulse
med samme pyrethroid i en koncentration pa 100 ngL-, ikke mindst hvis samfundene blev udsat for
gentagne saddanne pulse (Wiberg-Larsen et al. 2013). De udfgrte undersggelser understgtter saledes,
at SSD kurver baseret pa simple laboratorieforsgg med et bredt spektrum af arter kan veere egnede
til at forudsige, ved hvilke koncentrationer der kan forventes betydende effekter under naturlige
forhold.

5.2.6 Er lambda-cyhalothrin repraesentativt for pyrethroider anvendt pa de
danske marker?

Vi har i dette og tidligere projekter alene anvendt lambda-cyhalothrin som model-pyrethroid.
Imidlertid anvendes der i Danmark adskillige andre pyrethroider. | landbruget, der er langt den
starste forbruger af pesticider og pyrethroider, blev der séledes i 2011 benyttet 5 forskellige
pyrethroider (Tabel 5.2). Blandt disse udgjorde anvendelsen af lambda-cyhalothrin kun en relativt
beskeden del, bade hvad angar mangde (3,6%) og behandlet areal (6,6%). Et relevant spergsmal er
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derfor, om lambda-cyhalothrin rent faktisk er et "model”-pyrethroid med samme egenskaber og
toksicitet som de gvrige anvendte pyrethroider, og om vores resultater saledes kan betragtes som
repraesentative i forhold til den gvrige pavirkning med pyrethroider. Hvad angar giftighed har vi i
tabel 5.2 - for samtlige 5 pyrethroider - sammenstillet tilgeengelige ECso 0g LCso veerdier for
standard testorganismen Daphnia magna. Resultaterne viser samlet set en relativt lille variation i
stoffernes giftighed, ikke mindst sammenlignet med den langt stgrre variationen der er mellem
forskellige arter eksponeret over for lambda-cyhalothrin (se 5.1.3). Derudover fandt Ngrum et al.
(2006) at 90 minutters pulseksponering med esfenvalerat, tau-fluvalinat, lambda-cyhalothrin og
cypermethrin i koncentrationer ned til 1-10 ngL-! medfarte hyperaktivitet hos Gammarus pulex,
mens der fgrst blev fundet effekt for alpha-cypermethrin ved 100 ngL-t. Det tyder pa, at vores
resultater sandsynligvis kan betragtes som reprasentative for de i Danmark anvendte pyrethroider
pa friland.

TABEL 5-2

OVERSIGT OVER ANVENDTE PYRETHROIDER | DANSK JORDBRUG 2011, OPGJORT SOM HHV. FORBRUGT (K@BT)
MANGDE OG BEHANDLET AREAL (DATA FRA KIGLHOLT ET AL. 2012). DESUDEN ANGIVET STOFFERNES TOKSICITET
OVER FOR STANDARD TESTORGANISMEN, DAPHNIA MAGNA.

Pyrethroid: Forbrugt Behandlet areal Daphnia Daphnia

mangde (kg) (ha) magna: LCso magna: ECso
(48hr) (ugL™) (48hr) (ugL™)

Alpha- 2903 103 127 0,8! 0,34

cypermethrin

Cypermethrin 3938 429 711 1,312 0,3%

Gamma- 18 169 789 Ingen data 0,05-0,1%

cyhalothrion

Lambda- 685 60 018 1,042 0,05-0,36°

cyhalothrin

Tau-fluvalinat 11 284 153 637 1,03 Ingen data

'YORDANOVA ET AL. (2009); 2PAN PESTICIDES DATABASE
(HTTP://WWW.PESTICIDEINFO.ORG/LIST_CHEMICALS.JSP?); 3YATES (2012); *“N@RGAARD & CEDERGREEN (2010);
SEUROPEAN COMMISSION (2005); GIDDINGS ET AL. (2009), TABLE 2.

Det betyder dog ikke, at alle kendte pyrethroider ngdvendigvis har stort set samme toksicitet over
for ferskvandsinvertebrater. Reviews udfgrt af Mian & Mulla (1992) og Hamer et al. (1998) viser
saledes, at stofferne kan rangordnes efter giftighed, og at der kan vaere 10-15 ganges forskel i
giftighed fra stof til stof (Hamer et al. 1998). Saledes synes permethrin at veere mindst giftigt, mens
deltamethrin, bifenthrin og cyfluthrin hgrer til de mest giftige. Ogsa esfenvalerat hagrer
formodentlig til gruppen af saerlige toksisk virkende stoffer. Ingen af disse stoffer anvendes — s vidt
vides - til plantebeskyttelse i dansk landbrug, men er derimod godkendt (som biocid) til brug i
andre sammenhange (fx indendgrs insektbekeempelse) og for enkelte af stofferne (deltamethrin,
esfenvalerat og permethrin) endda i betydelige mangder (Kjglholt et al. 2012).

5.2.7 Oplgste eller partikelbundne pyrethroider?

Vi udfarte udelukkende forsgg med oplgst lambda-cyhalothrin. Som tidligere navnt i denne rapport
er stoffet ligesom andre pyrethroider kun lidt oplgseligt i vand, men derimod steerkt fedtoplgseligt.
Det betyder, at pyrethroider let og hurtigt bindes til organiske partikler og overflader. Derudover
bindes stofferne ogsa let til visse mineralske partikler, fx lerpartikler. Derfor vil tilfarslen af
stofferne til vandlgb primeert forega partikelbundet og kendskabet til stoffernes giftighed pa denne
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form er som felge heraf vigtig at kende. Spargsmalet er derfor, om den rangordning af
falsomheden/tolerancen, som vi har foretaget for en raekke arter, ogsa er realistisk, nar disse
eksponeres over for pulse af partikelbundet lambda-cyhalothrin — eller for den sags skyld andre
partikelbundne pyrethroider. Med de navnte egenskaber er det ikke overraskende, at
pyrethroiderne findes vidt udbredt i sedimentet i sdvel danske som sydsvenske vandlgb, der
afvander landbrugspraegede oplande (Kronvang et al. 2003, Friberg et al., 2003, Bossi et al. 2009,
McKnight et al., 2012, Rasmussen et al. 2013). Mere overraskende er maske, at de fundne
koncentrationer ma formodes at kunne have toksisk effekt pa de tilknyttede makroinvertebrater
(Maund et al. 2002). Der hersker imidlertid nogen usikkerhed om giftigheden af partikelbundne
pyrethroider, hvor det hidtil har vaeret opfattelsen, at partikelbundne pyrethroider i vandfasen har
en steerkt nedsat biotilgeengelighed og dermed mindre toksicitet end hvis de var pa oplest form (Hill
1989, Yang et al. 20064a,b). Fortolkning af disse undersggelser er imidlertid forbundet med en
betydelig usikkerhed, ligesom forsaggsbetingelserne har stor betydning for resultaterne. Desuden er
der nyere undersggelser, der peger pa en starre toksicitet af partikeloundne insekticider end hidtil
antaget (Rasmussen et al. 2013). Den mest sandsynlige forklaring pa dette er, at pyrethroider i
seerlig hgj grad bindes til kolloide partikelfraktioner, som kan medvirke til transport af stofferne ind
i organismerne, og dermed fgre til en gget biotilgeengelighed og toksicitet (Rasmussen et al. 2013).
En raekke undersggelser viser derudover, at sedimentbundet pyrethroid har savel akut toksisk
virkning pa makroinvertebrater, ligesom de sedimentbundne stoffer kan medfare veesentlige
adfeerdsendringer, forringet overlevelse, samt pavirkning af udviklingen via puppe til
voksenstadium (Schulz & Liess 2001a,b, Maund et al. 2002, Maul et al. 2008). Set i det lys kan
vores rangordning af de testede makroinvertebraters falsomhed/tolerance meget vel have gyldighed
ogsa for partikelbundne pyrethroider.

5.3 Kan Dansk Vandlgbsfaunaindeks anvendes som pesticidindikator?
Dansk Vandlgbsfaunaindeks er oprindelig udviklet til at afspejle effekten at tilfert let-omsaetteligt
organisk stof, alene af den grund at det blev interkalibreret i forhold til en dansk udgave af det
europaiske "saprobiesystem” (Andersen et al. 1984). Det har imidlertid vist sig, at det ogsa i meget
hgj grad er falsomt over forskelle i for fysiske forhold (herunder graden af regulering af vandlgb).
DVFI er derfor i realiteten et generelt pavirkningsindeks (Olsen & Friberg 1999; Wiberg-Larsen et
al. 2010). Spgrgsmalet er sa, om det ogsa afspejler miljgfremmede stoffer som fx pesticider, og helt
konkret lambda-cyhalothrin (og pyrethroider) saledes som det er temaet i denne rapport.

Spargsmalet kan ikke besvares simpelt med enten ja eller nej. Nar faunaklassen efter DVFI skal
beregnes er det i fgrste omgang afgerende, hvilken ngglegruppeindgang ud af i alt 6 mulige der skal
benyttes (Miljgstyrelsen 1998). Er ngglegruppe indgangen 1 vil det i alle tilfeelde resultere i en
faunaklasse i den gvre halvdel af skalaen (4-7), dvs. en moderat til hgj tilstand. Hvilken faunaklasse
der konkret bliver resultatet, bestemmes af antallet af positive og negative diversitetsgrupper (for
beregning af faunaklassen, se bilag 2). Er nagglegruppe indgangen derimod 6, vil faunaklassen i alle
tilfelde blive 1, dvs. absolut darligste tilstand, uanset antallet af positive og negative
diversitetsgrupper. Vi fandt for sleegter/familier med ngglegruppe status ingen entydig
sammenhang mellem ngglegruppe nummer (indgang) og falsomhed/tolerance over for lambda-
cyhalothrin. Sleegter/familier der er defineret som falsomme over for let-omsgtteligt organisk stof
(og dermed indikerer god-hgj miljgkvalitet) i DVFI er séledes ikke ngdvendigvis ogsa blandt de
mest fglsomme over for lambda-cyhalothrin. Og selvom vi fandt, at positive diversitetsgrupper, som
i DVFI er defineret som indikatorer for god miljgtilstand, var mere falsomme over for pyrethroidet
end tilsvarende negative diversitetsgrupper, som i DVFI er karakteristiske for darlig miljetilstand,
bidrager det ikke tilstreekkeligt til, at DVFI generelt kan betragtes som egnet til at afspejle effekter af
pyrethroid. P4 den anden side — hvis et samfund af makroinvertebrater udsattes for en puls med
meget hgjt indhold af lambda-cyhalothrin (>2000-5000 ngL-1), fx i forbindelse med vask af
sprgjteudstyr pa befaestet plads med direkte aflgb til vandlgbet, kan der tabes s& mange
ngglegruppeenheder (alle leddyr), at faunaklassen bestemmes til 1, hvilket indiskutabelt vil vise at
der er noget "helt galt” med miljgtilstanden.
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Pa denne baggrund bekraftes anden hypotese, nemlig at visse af de undersggte organismer udviser
en sarlig falsomhed eller tolerance over for pyrethroider, der afviger fra deres falsomhed/tolerance
i DVFI. Saledes kan tilstedevarelse eller fravaer af disse organismer i indsamlede faunaprgver
potentielt anvendes til specifikt at signalere om et samfund af makroinvertebrater har veeret udsat
for vaesentlig pavirkning fra pyrethroider. Der er altsa som udgangspunkt basis (og gode
argumenter) for at udvikle et indeks, som er szrligt egnet til at afspejle effekten af tilforte
pyrethroider. Spgrgsmalet er s&, om et sddant indeks alene skal baseres pa arternes
falsomhed/tolerance over for pyrethroider, eller om der ogs& med fordel kan inddrages biologiske
karakteristika ved arterne. Dette vil blive diskuteret i det fglgende afsnit.

54 Anvendelighed af biologiske karakteristika til vurdering af
pesticideffekter
Betydningen af biologiske karakteristika eller egenskaber (biological traits) ved arterne har siden
midten af 1990’erne pakaldt sig stor opmarksomhed i den gkologiske vandlgbsforskning. Den
grundlzeggende preemis er, at de enkelte habitater — skabt af grundleeggende fysiske og kemiske
forhold - er den platform, pa hvilken evolutionen udformer en raekke for de enkelte arter
karakteristiske egenskaber (se fx Townsend & Hildrew 1994). Disse egenskaber omfatter fx
starrelse, kropsform, mobilitet, udnyttelse af federesurser, formeringsstrategi, generationstid og
spredningsevne, alle egenskaber som kan forudsiges i tid og rum ud fra tilstedeveaerende habitater.

54.1 Biologiske karakteristika og miljgpavirkninger

Menneskeskabte pavirkninger af vandlgbsgkosystemer indvirker naturligvis pa arterne via disses
egenskaber, og det er derfor narliggende at anvende denne erkendelse i forbindelse med
biomonitering. Brug af biologiske egenskaber i monitering er ikke ny, men har i realiteten veeret
anvendt igennem et drhundrede. Saledes bygger saprobiesystemet — og saledes ogsd DVFI - pa den
forudseetning, at forskellige arter har forskellige krav til iltforholdene, og at de som fglge heraf har
forskellig falsomhed/tolerance over for tilfersel af spildevand rigt pa let nedbrydeligt organisk stof.
Denne sammenhaeng er ret entydigt pavist for arter/slegter/familier, der indgar i DVFI (Friberg et
al. 2010). Fordelen ved at bruge biologiske karakteristika ved vurdering af gkologisk tilstand eller
status er, at det er muligt at vurdere effekter p& hele samfund af organismer pa et generelt, robust
og gkologisk funderet teoretisk grundlag (fx Charvet et al. 1998, Gayraud et al. 2003, Archaimbault
et al. 2010). Saledes giver de biologiske egenskabers almene gyldighed mulighed for ikke blot at
vurdere effekten af miljgpavirkninger inden for et givet vandlgbssystem, eller vandlgbssystemer
inden for en afgreenset bioregion, men ogsa pa tvaers af bioregioner uafhangigt af forskelle i
artssammensatning. Sarlig egenskaber som maksimum starrelse, antal afkom pr.
generationscyklus, antal generationscyklusser pr. individ, livsleengde hos voksne individer,
formeringsmade, yngelpleje, kropsform og fadesggningsmetode har vist sig at have det stgrste
potentiale for at beskrive menneskeskabte pavirkninger (Gayraud et al. 2003). Dertil kommer at
biologiske egenskaber har potentialet til at adskille betydningen af enkelte pavirkninger i
situationer preeget af multi-stressorer, altsa hvor flere faktorer virker samtidig (Statzner & Béche
2010). Det gaelder tilsyneladende ogsa i tilfeelde, hvor en vigtig stressfaktor er tilfarsel af pesticider
(fx Liess & van der Ohe 2005; Liess et al. 2008).

5.4.2 Biologiske egenskaber og pesticider

Vi fandt generelt ingen tydelige sammenhange mellem en raekke undersggte biologiske
karakteristika (primert reproduktion og spredningsevne) og fglsomhed/tolerance over for lambda-
cyhalothrin. Dette kan fgrst og fremmest forklares ved, at der reelt ikke kan forventes nogen
arsagssammenhange mellem de fleste karakteristika og falsomhed/tolerance. Saledes er det
usandsynligt, at der har foregaet en udvikling (evolution) i sdvel falsomhed som karakteristika, dels
fordi tidshorisonten hvor pyrethroider har veeret i brug er alt for kort, dels fordi selektionspresset
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mé formodes at veere relativt lille. Anderledes forholder det sig med de skadevoldende landlevende
insekter, hvor der for flere arter, der bekeempes massivt og ofte, og som har meget korte
generationstider, er pavist udvikling af resistens (Williamson et al. 1996, O'Reilly et al. 2006).

Selvom der sdledes ikke kan forventes en udvikling af biologiske karakteristika i forhold til
pesticider, kan nogle karakteristika — fx sddanne som er relateret til fade - udmaerket medvirke til at
forsteerke eller svaekke effekter af pesticider. Vi fandt imidlertid ingen sammenhang mellem
fadetype og fglsomhed. Det betyder dog ikke, at det er ligegyldigt for arterne, hvor og hvordan de
lever i deres naturlige milja. Séledes kan arterne blive pavirket alene via deres fadeemner, hvis sidst
navnte er kontaminerede med pyrethroid. Dette er pavist for en algegraesser som Heptagenia
sulphurea (Ngrum et al. 201) og iturivere som G. pulex og Chaetopteryx villosa, der findeler
lgvfeeldede blade fra traeer langs vandlgbene (Rasmussen et al. 2008, Wiberg-Larsen & Ngrum
2009). Dertil kommer at arter, som lever i (og maske af) fint organisk sediment, kan veaere serlig
udsatte for pavirkning via de dertil bundne pyrethroider (Maund et al. 2003, Friberg et al. 2003).

For én egenskab, kropsstarrelse, kunne der umiddelbart forventes en sammenhang (fx Buchwalter
et al. 2002), hvis det forudsezttes at de testede leddyr primeert optager pyrethroidet direkte gennem
huden (inkl. den del af denne som udggres af geeller og som var forsggt indregnet i overfladearealet
ved vores undersggelse). Ikke mindst ma det forventes, at leddyrarter med relativt lille
kropsstarrelse, og dermed et relativ stort overflade/volumen forhold, er mere fglsomme end relativt
starre arter, hvor forholdet er relativt lille. Saledes fandt Cold & Forbes (2004) at nykleekkede unger
af G. pulex var mere fglsomme over for pyrethroidet esfenvalerat end juvenile individer, som igen
var mere falsomme end de voksne. Vores undersggelse paviste tilsvarende en signifikant negativ
sammenhang mellem forholdet overfladeareal/veegt og dgdelighed, altsd at sma arter er mere
falsomme end starre arter. Sammenhangen var dog ikke steerk, og vi fandt ingen sammenhang for
den adferdsbetingede fglsomhed. Der kan veare flere forklaringer pa dette. Dels var gradienten i
starrelse relativt lille, dels kan der veere forskel i overfladepermeabilitet fra art til art. Og frem for alt
kan forskelle i kemisk sammenseetning i nervecellernes natriumkanaler evt. sammen med
enzymsystemer, der kan nedbryde pyrethroidet, veere af mere afgerende betydning. Saledes
afheenger savel optagelse som eliminering af pyrethroidet formodentlig af arternes indhold af
fedtstoffer (Rubach et al. 2010). Det vil derfor veere ngdvendigt at undersgge flere af disse af
variable, far de morfofysiologiske mekanismer bag forskellen i fglsomhed kan afklares.

5.4.3 Biologiske karakteristika i et SPEAR perspektiv

Biologiske egenskaber har specifikt veeret anvendt i en vurdering af effekter af pesticider i form af
det sékaldte SPEAR (SPEcies At Risk) indeks (fx Liess & van der Ohe 2005; Liess et al. 2008). Ud
over fglsomhed/tolerance over for stoffernes toksiske egenskaber indgar séledes evnen til at
rekolonisere pévirkede streekninger, nar en given pesticidpavirkning ophgrer. Indekset anvender
herved arter af makroinvertebrater der hhv. er i risiko eller ikke i risiko for at blive elimineret, hvis
vandlgb udszttes for betydende pesticidpavirkninger.

Den umiddelbare mangel pa entydige sammenhange mellem fglsomhed/tolerance over for
pyrethroid og biologiske karakteristika hos de arter, som vi testede, betyder ikke, at biologiske
karakteristika ikke med fordel vil kunne anvendes som et element i et makroinvertebrat baseret
pesticidindeks. De vil bare ikke kunne sta alene, men vil skulle kombineres med artsspecifik
felsomhed/tolerance, ganske som det er tilfeeldet med SPEAR. | den forbindelse er det vores
vurdering, at kombinationer af biologiske karakteristika, sdledes som vi har foreslaet for "grad af
eksponering i vandlgbsmiljget”, reproduktionspotentiale, og spredningsevne, kan bidrage til en
videreudvikling af pesticidindikatorer som fx SPEAR. Dette er méalet ved et igangvaerende projekt
under Miljgstyrelsens Pesticidforskningsprogram.

58 Rangordning af vandlgbssmadyrs pyrethroidtolerence



6. Konklusion

Resultaterne af de simple laboratorieforseg bekraftede projektets hovedhypotese, nemlig at
falsomheden/tolerancen over for insekticidet lambda-cyhalothrin hos 34 undersggte
makroinvertebrater fra vandlgb kunne rangordnes inden for et interval af nominelle
koncentrationer fra ca. 10 til over 10 000 ngL-!. Noget lignende er vist i udenlandske undersggelser
med eksponering af forsegsdyr over 48-96 timer. Det nye er, at det ogsa gelder for en eksponering
over kun 1% time, hvilket er mere miljgrealistisk i vandlgb, og som vi derfor anvendte i samtlige
forsgg.

Det er desuden et spgrgsmal om overordnet slaegtskab, hvorvidt en art overhovedet bliver pavirket
eller ej. Leddyr som krebsdyr og insekter udviste saledes effekter i form af gget dgdelighed og
afvigende adfaerd, mens ikke-leddyr som orme, muslinger og snegle var helt upavirkede.

Inden for leddyrene er der tilsyneladende ingen markante forskelle i felsomhed fra gruppe til
gruppe. Insekter med ufuldstendig forvandling (degnfluer og slgrvinger) har dog lettere ved at
komme sig efter endt pavirkning end mere avancerede insekter (fx biller, varfluer, myg og fluer).
Der kan til gengeeld veere meget stor forskel i fglsomhed inden for den enkelte gruppe af leddyr.

Hos leddyrene er fglsomheden over for lambda-cyhalothrin generelt 10-100 gange starre for
adferdsmaessige effekter sammenlignet med dadelighed. Generelt er falsomheden stgrst under
selve eksponeringen, hvor flere arter udviser unormalt forgget aktivitet. Sddan en gget aktivitet vil,
overfart til forholdene i et vandlagb, medfgre at et sterkt forgget antal individer transporteres bort
med strammen. Det betyder, at en puls af insekticid, sammen med gget dadelighed og forringet
“fitness” hos de tilbageblevne dyr, vil resultere i markante eendringer i artssammensatningen.

Rangordningen af krebsdyr og insekters fglsomhed viser desuden, at adfeerden hos 20-50% af de
undersggte arter pavirkes i intervallet 10-100 ngL-, hvilket vurderes at vaere koncentrationer, som
kan forekomme i danske vandlgb.

Vi undersggte kun effekten af ét pyrethroid, men en sammenstilling af data fra litteraturen tyder p3,
at den toksiske effekt af de i dansk landbrug gvrige anvendte pyrethroider er den samme som for
lambda-cyhalothrin, og at resultaterne af denne undersggelse derfor geelder disse pyrethroider.

Ogsa projektets anden hypotese blev understgttet. Den fundne rangordning viser saledes, at det vil
veere muligt at designe et makroinvertebrat-baseret indeks, som er sarligt egnet til at pavise
tilfarsler og effekter af pyrethroider. Denne konklusion er baseret pa, at der ikke blev fundet nogen
entydig sammenhang mellem de testede arters indikatorveerdi i Dansk Vandlgbsfaunaindeks
(DVFI), der er et indeks egnet til at afspejle pavirkninger i form af spildevand og fysiske forringelser
af vandlgbene, og deres falsomhed/tolerance over for lambda-cyhalothrin. Arter, der er indikatorer
for et rent, naturligt vandlgb, er séledes ikke ngdvendigvis ogsa indikatorer for et vandlgb, som ikke
er pavirket af pyrethroider. Det betyder samtidig, at DVFI ikke er egnet til at pavise tilfgrsel af
pyrethroider.

Det lykkedes ikke at bekrzfte projektets tredje hypotese, nemlig at der er en entydig sammenhang

mellem arternes fglsomhed over for lambda-cyhalothrin og visse af deres biologiske egenskaber, og
at forekomst/fraveer af arter med bestemte egenskaber kan indikere, om et vandlgb har veeret
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DOVENFLUEN SILALIS LUTARIA ER RELATIVT FGLSOM OVER FOR LAMBDA-CYHALOTHRIN. DEN LEVER |
OVERFLADEN AF FINT SEDIMENT, HVOR DEN FANGER OG SPISER ANDRE SMADYR. (FOTO: BIOPIX/J. CHR. SCHOU)

pavirket af pyrethroider. Relevante egenskaber er kropssterrelse, tilknytning til seerligt udsatte
levesteder i vandlgbene, formeringspotentiale og spredningsevne, alle egenskaber som formodes at
have serlig betydning i forbindelse med pyrethroidpavirkning. Manglen pa sammenhzng mellem
felsomhed og egenskaber betyder, at der ikke kan designes et pyrethroidindeks alene baseret pa
biologiske egenskaber.

Et kommende dansk makroinvertebrat-baseret pyrethroidindeks vil imidlertid med fordel kunne
kombinere arters pyrethroidfglsomhed og arternes biologiske egenskaber. Dette princip er allerede
taget i anvendelse i det i Tyskland udviklede indeks, SPEAR (SPEcies At Risk), der ogsé er baseret
pa makroinvertebrater. Data fra naerveerende projekt vil pa afggrende vis bidrage til en tiltraengt
videreudvikling af dette indeks.
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/. Perspektivering

7.1 Faglig perspektivering

Den foreliggende undersggelse er sével nationalt som internationalt af stor veerdi og interesse, fordi
der pé et ensartet grundlag er undersggt savel adfeerdsmaessige end-points som dgdelighed for en
bred suite af arter af makroinvertebrater fra danske vandlgb. Med den store variation i falsomhed,
som undersggelserne har afslgret, er der sdledes skabt et vidensgrundlag, som er velegnet til
udveelgelse af specifikke arter, som vil kunne underkastes forskellige typer af undersggelser af
pesticideffekter. Helt konkret vil resultaterne fra projektet direkte finde anvendelse ved udvikling af
en fremtidig pesticidskadesindikator til brug ved vurderingen af pesticidpavirkning af danske
vandlgb.

Det betyder imidlertid ikke, at vi nu ved alt om, hvordan de mange arter af makroinvertebrater i
danske vandlgb pavirkes af pyrethroider — eksemplificeret ved lambda-cyhalothrin. Farst og
fremmest har vi ikke ngdvendigvis for alle de undersggte arter fundet den reelle nedre graense for,
hvornéar der kan forventes betydende effekter. Dette skyldes primeert forsggstekniske arsager, hvor
det kun for omkring halvdelen af arterne lykkedes kvantitativt at beskrive &ndringer i dyrenes
bevagelsesadferd under og efter pulseksponeringen, ligesom det ikke kan udelukkes at mere
miljgrealistiske forsgg vil kunne afslare effekter ved lavere koncentrationer end fundet ved vores
relativt simple forsgg. Dertil kommer, at vores undersggelse trods alt kun omfattede en mindre del
af den betydelige biodiversitet, som findes i danske vandlgb, ligesom vi kun har undersggt effekter
af ét af flere anvendte pyrethroider. Endelig har vi alene undersagt effekter af oplast lambda-
cyhalothrin. Som allerede omtalt er pyrethroider tungt oplgselige i vand, ligesom de bindes let til
savel mineralske som organiske partikler og flader. Det er saledes ikke givet, at toksiciteten af
partikelbundet pyrethroid er den samme, som nar stofferne er pa oplgst form, om end nylige
undersggelser tyder pa, at der ikke er vaesentlig forskel i toksicitet hos G. pulex for visse
adsorbenter, dvs. stoffer til hvilke pyrethroiderne bindes (Rasmussen et al. 2013).

Hvad specielt angar deekningen af biodiversiteten i danske vandlgb viste vores resultater, at man
generelt — hvad leddyrene angar — ikke ud fra arternes overordnede taksonomiske placering kan
forudsige deres falsomhed over for pyrethroider (om end slgrvinger generelt synes at veere
falsomme). Der kan saledes veere vaesentlig forskel mellem selv nertstdende arter. Det alene
betyder, at der umiddelbart kan veere behov for lignende undersggelser af flere reprasentanter for
samme slaegt og familie, eller af andre familier.

De fundne resultater er umiddelbart egnede til at indga i tests og videreudvikling af allerede
eksisterende pesticidindices som fx det tysk udviklede SPEAR. I dette indgar ogsa mal for en raekke
arters biologiske egenskaber, primert de som er relateret til formering og spredning, fordi disse
egenskaber er vigtige for arternes mulighed for at rekolonisere pesticidpavirkede
vandlgbsstrakninger, nar pesticidpavirkningen er forsvundet eller mindsket. Men netop pa dette
omrade er der relativt lille viden om de enkelte arters spredningsevne, i serlig grad hvad angéar de
voksne insekters spredning over land mellem vandsystemerne. Der er saledes lille viden om
spredningen i tid og rum. Kort sagt: der er et udtalt behov for indsamling af basal biologisk-
gkologisk viden om organismerne i danske vandlgb.

Rangordning af vandlgbssmadyrs pyrethroidtolerence

61



7.2 Administrativ perspektivering

De opnaede resultater vurderes i sig selv ikke umiddelbart at fa betydning for den danske
godkendelsesordning for pesticider i form af helt ny initiativer. Resultaterne bekrafter sdledes den
allerede eksisterende erkendelse af, at pyrethroiderne i selv meget sma koncentrationer har
markante negative effekter pa en betydelig del af makroinvertebraterne i vore vandlgb, saledes at
samfundene af disse organismer i betydelig grad kan forventes at blive pavirket af selv kortvarige
pulse. Sddanne pulse forekommer typisk i forbindelse med kraftig regn umiddelbart efter sprgjtning
af markerne. Det betyder, at det er afggrende at tilferslen af stofferne til vandlgbene kan minimeres
mest muligt, hvis det skal vaere forsvarligt at anvende dem. Pulse kan ogsa forekomme i forbindelse
med vinddrift, men for denne kilde foreligger der allerede en regulering i form af pabudte
sikkerhedsafstande ved sprgjtning.

Resultaterne er dertil yderst relevante for vurderinger af, hvorfor fastsatte miljgmal for danske
vandlgb ikke er opfyldt. Fraveer af sarlig pyrethroidfglsomme arter, som har betydning for hvordan
Dansk Vandlgbsfaunaindeks scorer, kan saledes forklare hvorfor et fastsat miljgmal ikke er opfyldt i
et givet vandlgb, hvis andre potentielle negativt virkende miljgfaktorer som spildevandsbelastning
og fysisk stress (darlige fysisk forhold) samtidig vurderes som uveasentlige. DVFI er dog som vist i
denne undersggelse ikke specielt egnet til at vise betydningen af pavirkning fra lambda-cyhalothrin
(og sandsynligvis heller ikke andre pyrethroider eller pesticider i det hele taget). Der er derfor et
stort behov for udvikling af en specifik pesticidskadesindikator baseret p4 makroinvertebrater. En
sadan indikator vil ikke bare have betydning ved vurdering af, om specifikke miljemal er opfyldt,
men ogsa for hvor vidt virkemidler til minimering af pesticidpavirkning af vandmiljget har haft den
gnskede virkning. Her vil resultaterne have betydning pa bade kort og leengere sigt, pa kort sigt i
forhold til udvikling af en pesticidskadesindikator (se afsnit 7.1), og pa leengere sigt i forhold til
vurderingen af effekten af relevante virkemidler.
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Bilag 1: Oversigt over indsamlingslokaliteter for de testede
makroinvertebrater

Art Vandlgb/s@ Lokalitet Dato for indsamling
Dugesia gonocephala Hgjbjerg vandlgbet (F) 0S Skovmarken 30.10.2011
Tubificidae Holmebaek (F) NS aflgbet fra Sgndersg Renseanlaeg 16.3.2012
Erpobdella octoculata Hgjris A (MJ) NS lkast Renseanlaeg 29.9.2011
Helobdella stagnalis Assenbglle Bak (F) NS Vissenbjerg Renseanlaeg 30.8.2012
Asellus aquaticus Traunskov (F) Vandhul langs Traunskovvej 22.9.2011
Gammarus pulex Lindved A (F) Over Holluf Oktober 2005
Protonemura meyeri Jeksen Baek (@)) Kollens Mglle 9.3.2012
Nemoura cinerea Vrads Kildebaek (@)) NS Vrads Dambrug 23.3.2012
Leuctra fusca Stavis A (F) Morud 17.6.2012
Isoperla grammatica Jeksen Baek (@) Kollens Mglle 20.4.2012
Caenis horaria Vestermose (F) Hasmark 13.4.2012
Cloeon inscriptum Elverod (F) Morud (vandhul v. Elverodvej) 13.4.2012
Heptagenia sulphurea Brende A (F) Kerte Bro 8.4.2012
Ephemera danica Gudena (@)) Opstrgms Klostermglle 28.10.2011
Sialis lutaria Brorenden (F) Freltoftevej 13.11.2011
Oreodytes sanmarkii Skaerup A (F) NS Skaerup Renseanlaeg 18.6.2012
Elodes minuta Aflgbet fra Freltofte Mose (F) Freltofte Mose 20.11.2011
Elmis aenea (larve) Kragelund Mgllebzek (F) NS Tolsvad Bro 6.5.2012
Limnius volckmari Stavis A (F) Morud 7.5.2012
Agapetus fuscipes Limkilde (Fyn) Limkilde, Morud 23.3.2012
Hydropsyche angustipennis Milling Baek (@) Aflgb fra Slaen Sg 9.4.2012
Chaetopteryx villosa Jeksen Baek (@) Kollens Mglle 26-29.4.2012
Silo pallipes Jeksen Baek (@J) Kollens Mglle 21-22.4.2012
Beraeodes minutus Brorenden (F) Freltoftevej 20.11.2011
Ptychoptera paludosa Gudena (@) Opstrgms Klostermglle 11.11.2011
Dicranota Hadsten Lilled (@J) NS Hadsten Renseanlaeg 9.3.2012
Ordagmia ornata Vrads Kildebaek (@)) NS Vrads Dambrug 16.3.2012
Conchapelopia menalops Lystrup A (@)) NS Kulsg, Bryrup 10.5.2012
Prodiamesa olivacea Salten A (@)) @st for Flgjlshgj 26.4.2012
Tvetenia sp. Aflgb fra Ravning Skov (@J) NS Ravning Dambrug, Vingsted 14.8.2012
Micropsectra sp. Salten A (@J) @st for Flgjlshgj 17.8.2012
Chironomus luridus agg. Kohave (F) Vej S.f. Gyldensten, fgr udlgb i Alebaek 23.8.2012
Eristalis tenax Hedemose Grgft (EJ) @.f. Nygérd (Djursland) 23.8.2012
Radix baltica Hgjris A (MJ) Aflgb fra Ikast Renseanlaeg 29.9.2011
Sphaerium corneum Stavis A (F) Rugaard 30.8.2012

| parentes angivet region: F — Fyn, @J (@stjylland), MJ - Midtjylland
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Bilag 2: Beregning af faunaklasse efter Dansk vandlgbsfaunaindeks

Neglegruppe indgang (NG ) Antal neg- | Antal diversitetsgrupper

legruppe =22 |=+1-3 [49 |=z1D
tawa - -

Neglegruppe 1:
Brachyptera, Capnia, Leuctra, Isogenus,
Isoperla, Isoptena, Perlodes, Protonemu-
ra, Siphonoperla

Ephemera

Limnius 1 4 3 &
Glossosomatidze, Sericostomatidas
Heglegruppe 2:

Am phinemura, Taeniopterny:
Ametropodidae, Ephemersllidas, Hep-
tageniidas, Leptophlebiidae, Siphlonuri-
dae

Elmis, Elodes [Odeles) 4 - 5 5
Rhyacophilidae, Goeridas
Ancylus
Hvis Asel
Hvis Chirnonomus =5 prove
4

I
Pl
Ln
i
d

Meglegruppe 3:
Gammarus =10
Caenidas

Andre Tricheptera® end nazvnt under NG 3 - 4 4
1&NG 225

Hvis Chironomus =
4

proves noglegruppe

MNeglegruppe 4:
Gammarus =10, Asellus =2 3 3 4
Caenidae

Sialis

Andre Trichopte

5]

1852

end unaer n

Neglegruppe 3:
Gammarus 7 3 3 3
Bzetidas
Simuliidae =25
Hvis Oligochaeta =100 benyttes NG 5 (1 1 eller Oligo-
gruppe; chasta =100
Hvis Eristalis =2 benyttes noglegruppe 6
Neglegruppe 6:

Tubificidae, Psychodidae, Chironomidae,
Eristalis i i
Hvis ingen af de nawnte t=xa er til stede
gas til no
Neglegruppe 7: 1

(=]}

* Andre Trichoptera omiatter familier s3vel med som uden transportable huss

Manuelt beregnes faunaklassen ved brug af tabellen ovenfor saledes:

e Dervealges én af de i alt 7 naglegruppe indgange (rekkerne i skemaet). Farst undersgges,
om der er én eller flere af de naevnte taxa (sleegter/familier) fra ngglegruppe 1 til stede i
prgven: Et taxon regnes for at veere til stede, hvis antallet i sparkeprgven er mindst 2 eller
hvis det er fundet i pilleprgven. Er der ngglegruppe 1 taxa til stede, anvendes den vandrette
indgang under denne ngglegruppe. | modsat fald gas til ngglegruppe indgang 2. Er der
repraesentanter for denne til stede, anvendes den vandrette indgang under denne nggle-
gruppe. Tilstedevarelse vurderes som angivet ovenfor. Kan nggle-gruppe 2 ikke benyttes,
gas videre til ngglegruppe 3 for at undersgge, om betingelserne for at anvende denne
indgang er til stede. Proceduren fortsattes indtil der findes en indgang, som opfylder
betingelserne. Bemaerk at der for nogle taxa skal anvendes andre kriterier for
tilstedevarelse end under noglegrupperne 1 og 2: Fx > 5, 10, 25 eller 100 (under
ngglegruppe indgang 3, 4 og 5).
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Ngglegruppe indgangene er underopdelt i to efter antallet af repraesentanter for
ngglegruppen (1 eller > 2). Der veelges den relevante indgang (reekke).

Under ngglegruppe indgangene 2, 3, 4 og 5 er der nogle undtagelsesbestemmelser, som
betyder at selvom betingelserne egentlig er opfyldt, ma indgangen ikke benyttes, hvis der
forekommer fx > 5 Asellus eller Chironomus. | stedet gas til naeste ngglegruppe indgang.

Nér der er fundet en egnet ngglegruppeindgang, vaelges kolonnen med det antal
diversitetsgrupper, som forekommer i prgven. Tallet i “skaeringspunktet” (cellen) er
faunaklassen for den pageldende pragve. Antallet af diversitetsgrupper beregnes som:
antallet af positive diversitetsgrupper + antallet af negative diversitetsgrupper.
Definitionen pa hhv. positive og negative diversitetsgrupper fremgar af fglgende tabel. En
given diversitetsgruppe er til stede, hvis der blot forekommer ét individ i sparkeprgven,

eller den er fundet i pillepraven.

Positive diversitetsgrupper

Negative diversitetsgrupper

Tricladida (fimrecrme)

Oligochaeta (borsteorme) = 100

Gammarus [ferskvandstangloppe)

Helobdella (bruskigle)

Hwver slaegt af Plecoptera (slorvinger)

Erpobdella (hundeigle)

Hwver familie af Ephemeroptera (dognfluer)

Asellus (vandbaznkebider)

Elmiz (klobille)

Sialis (dovenflus)

Limnius | klobille)

Psychodidae (sommerfuglemyg)

Eledes [eller Odeles) (kille)

Chironomus {dansemyg)

Rhyacophilidae (varflue)

Eristalis (rottehale)

Hwver familie af Trichoptera (varfluer) med
"beerbare” huse

Lymnea, Glabra, Stagnicola, Radix [moses-
negle)

Ancylus (huesnegl)

Sphaarium (bonnemusling)
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Rangordning af vandlgbssmadyrs tolerance over for miljgrealistiske
koncentrationer af pyrethroider

Ved marksprgjtning havner insekticider undertiden i vandlgb. Iszr pyrethroider er giftigefor
vandlgbenes smadyr. Fglsomheden af pyrethroidet lambda-cyhalothrin blev ved simple laboratorieforsgg
undersggt hos 34 arter af sddanne sméadyr. Hos krebsdyr og insekter kunne fglsomheden rangordnes
inden for intervallet 10-10 000 nanogram pr. liter, mens orme, igler, snegle og muslinger var helt
upavirkede. Der var ingen klar forskel mellem insektgrupper/krebsdyr, men typisk stor forskel inden for
den enkelte gruppe. Arternes fglsomhed var stgrre hvad angik endringer i adfeerd end dgdelighed.
/Endret adfeerd kan i naturen betyde, at en art forsvinder fra en pyrethroidpavirket streekning.
Resultaterne viser ogsa, at Dansk vandlgbsfauna Indeks er uegnet som pesticidindikator. Til gengzeld kan
resultaterne bruges ved udviklingen af en dansk pesticidindeks for vandigb.
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