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Forord

Dette projekt blev udfert pa Freskvandsbiologisk Laboratorium, Biologisk Institut, Kebenhavns
Universitet i perioden fra oktober 2010 til december 2013. Projektets oprindelige titel var ”Kronisk
pesticidbelastning fra grundvand og blandingseffekter: Konsekvenser for stofomsaetning, vaekst og
samfundsstruktur af hgjt malsatte planter og dyr i vaeld, kilder og pa sgbredder”, og blev financieret

af midler fra Miljestyrelsens Program for Bekempelsesmiddelforskning.

Projektet blev ledet af lektor Dean Jacobsen, og blev sggt og udfert i samarbejde med professor Kaj

Sand-Jensen.

Vi vil gerne takke folgende personer fra Ferskvandsbiologisk Laboratorium, som i varierende

omfang har veeret involveret i forskellige praktiske dele af projektet:

Flemming Brunddam (mekaniker), Del 1 & 2

Simon Granath (laborantelev), Del 2

Katrine Juul Hammer (studentermedhjelper), Del 2
Anne Hinke (studentermedhjelper), Del 1

Julie Hirsch (MSc-studerende), Del 1 & Suppl 1

Anne Jacobsen (laborant), Del 2

Birgit Kjoller (laborant), Del 1 & 2

Seren Kock Laursen (BSc-studerende), Del 1

Ayoe Liichau (laborant), Del 4

Claus Lindskov Mgller (postdoc), Del 1

Kathrine Petersen (studentermedhjelper), Del 2, 3 & 4
Nanna Granlie Vansteelant (studentermedhjealper), Del 4
Nils Villumsen (laborant), Del 1 & 2

Projektet er under sit forlgb blevet understgattet af en folgegruppe med folgende deltagere (ud over
Dean Jacobsen): Jorn Kirkegaard (Miljgstyrelsen, fmd.), Anne Louise Gimsing (Miljostyrelsen),
Peter Jargensen (PJ-Bluetech), Specialkonsulent Marian Damsgaard Thorsted (Videncentret for
Landbrug), Professor Hans Christian Bruun Hansen (Institut for Plante- og Miljovidenskab,
Kebenhavns Universitet), Professor Poul Lagstrup Bjerg (Institut for Vand og Miljeteknologi,
Danmarks Tekniske Universitet), Seniorrddgiver Peter Wiberg-Larsen (Institut for Bioscience,
Aarhus Universitet), Lektor Bjarne W. Strobel (Institut for Plante- og Miljovidenskab, Kabenhavns
Universitet), Adj. Professor Merete Styczen (Institut for Plante- og Miljovidenskab, Kebenhavns
Universitet), Afdelingsleder Niels Lindemark (Dansk Planteveaern), Seniorrddgiver Walter Briisch
(GEUS), Lektor Carsten Tilbak Petersen (Institut for Plante- og Miljevidenskab, Kabenhavns
Universitet), Seniorforsker Vibeke Ernstsen (GEUS), Forskningsleder Nikolai Friberg (Seksjon for
Ferskvannsbiologi, NIVA, Norsk Institutt for Vannforskning), Professor Jes Vollertsen (Institut for

Byggeri og Anleg, Aalborg Universitet), Professor Jens Aamand (GEUS)
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Rapporten er blevet underkastet et fagligt peer-review af Merete Styczen, Morten Lauge Pedersen,
Peter Wiberg-Larsen, Niels Lindemark, Hans Chr. Bruun Hansen, Nikolai Friberg og Anne Louise

Gimsing.
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Sammenfatning

Formalet med dette forskningsprojekt var at opna viden om mulige fysiologiske og gkologiske
effekter pé planter, alger, mykorrizasvampe, smadyr og stofomsatning i bundsamfund i ferskvande
udsat for langvarig eksponering til pesticider, men i lave koncentrationer. Dette kan taenkes at finde

sted i kildevandsbaserede systemer i et scenarium med kontaminering af det gvre grundvand.

Projektet bestod af fire eksperimentelle mikrokosmosstudier udfert i laboratorium.
Langtidseffekten af forskellige kombinationer af herbicidet bentazon, fungicidet propiconazol og
insekticidet pirimicarb i “grundvandsrealistiske” (0,05 pg L) savel som hgje (5 ug L)
koncentrationer undersggtes pa en lang raekke gkologiske processer og fysiologiske parametre hos
fire forskellige udvalgte plantesamfund: langsomt voksende grundskudsplanter i naturlige,
uforstyrrede sedimentkerner og smédyr fra naringsfattige sger (delprojekt 1), samplantede
amfibiske planter (vandmynte, tykbladet serenpris og vandstjerne) fra vandleb (delprojekt 2), en
kombination af ovennavnte plantegrupper i hydroponisk kultur, dvs. uden sediment (delprojekt 3)
og en kombination af samplantede grundskuds-, vandskuds- og amfibiske planter ved forskellig

neringstilforsel og med og uden pesticideksponering (delprojekt 4).

Delprojekt 1 og 2 blev udfert i serligt konstruerede kamre med konstant langsom indpumpning af
vand med den gnskede pesticidbehandling fra under sedimentet og afdrening foroven, mens
delprojekt 3 og 4 blev foretaget i plasticspande med stillestdende vand med regelmaessig manuel
vandudskifting. Relativt store forsggskamre (@ = 20 — 24 cm), benyttelse af naturligt sediment,
fortsat vandudskiftning og den lange forsggstid (4-6 méaneder) var optimale for at opné en gkologisk
relevant vurdering af de tilsatte stoffer. Hvor planterne blev omplantet (del 2 og 4), anvendte vi en

lang akklimatiseringsperiode inden forsgget begyndte med pesticidtilsetning.

Vi undersogte mange responsparametre for sivel overlevelse, morfologi og aktivitet hos planter,
dyr, svampe og samlede mikrobielle samfund. Vi har siledes inddraget flere og gkologiske relevante
parametre i studiet, bide pa organisme- og pa systemniveau, hvoraf mange aldrig for har veeret
benyttet til at vurdere mulige pesticideffekter. Analysen deekker béde forventet meget folsomme
parametre som planters fotosynteseaktivitet, fotosyntesekapacitet og rodudskillelse af ilt og mindre
folsomme parametre pa kort sigt sdsom overlevelse og storrelse og vaegt af blade og redder.
Sidstnzvnte parametre ber dog ogsé reagere i tilfeelde af negative effekter over den lange forsogstid,

vi har anvendt med gentagne malinger.

Vores resultater viser samstemmende, at der med fa undtagelser ikke var signifikante effekter af de
anvendte pesticider ved de formodet miljgrelevante koncentrationer pa de mange forskellige mélte

responseparametre, som dackkede béde fysiologiske og gkologiske niveauer.
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Der blev fundet en betydelig variation i flere af de malte parametre. Det gor det generelt vanskeligt
at vurdere kombinationseffekter af de tre undersogte stoffer, fordi antal replikater i del 1 og 2 var
lavt (n = 3). For enkeltstoffer var der imidlertid mange replikater (n = 12), og det samme gelder for
kontroller (n = 21), sé her ville en eventuel effekt af stofferne blive afslagret i analysen. Vores forsgg
med tilseetning af neringsstoffer vidner om, at vores malesystem og anvendte parametre var i stand
til at opfange respons pé tilforte stoffer (del 4). Her reagerede systemet ganske kraftigt. Variation i
tilgeengelighed af naringsstoffer giver derfor anledning til markant sterre forandringer end de ikke

mélbare effekter ved tilsaetning af pesticiderne.

Vi fandt ingen malbare s&endringer hos de undersegte arter, processer og gkosystemer under
langvarig indflydelse af miljorelevante koncentrationer af bentazon, propiconazol og pirimicarb.
Denne konklusion kan selvfolgelig ikke udstreekkes til hgjere koncentrationer, til andre stoffer, eller
til kombinationer med andre stoffer. Men vi finder altsé pa dette konkrete grundlag ikke anledning
til at naere bekymringer for skadelige effekter af disse tre stoffer pa de undersggte arter og
okosystemer, som vi far studiet ansé for at vaere blandt de mest falsomme for langvaring ("kronisk”)

pesticidpévirkning.
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Summary

The objective of this research project was to gain insight on physiological and ecological effects on
plants, algae, mycorrhiza-fungi, macroinvertebrates and decomposition of organic matter in benthic
communities in freshwaters under long-term exposure to pesticides, as could take place in

groundwater-based systems in a scenarium of contamination of the upper groundwater.

The project consisted of four experimental microcosmos-studies carried out in the laboratory. Long-
term effects of different combinations of the herbicide bentazone, the fungicide propiconazole and
the insecticide pirimicarb in”groundwater-realistic” (0.05 pg L) as well as high (5 ug L)
concentrations was studied for a number of ecological processes and physiological parameters in
four selected plant communities: slow-growing roset plants (Lobelia dormanna and Littorella
uniflora) in natural undisturbed sediment-cores together with macroinvertebrates, leaf detritus
and algae from nutrient-poor lakes (part 1), established assemblages of amphibian and aquatic
plants (Menta aquatica, Veronica beccabunga and Callitriche sp.) from spring streams (part 2), a
combination of the above plants kept in hydroponic culture (i.e. without sediment) (part 3), and a
combination of planted assemblages of roset, aquatic and amphibian plants exposed to different

nutrient levels, with or without pesticides (part 4).

Part 1 and 2 were carried out in especially designed chambers providing a constant and slow inflow
of water with the desired pesticide treatment from beneath of the substratum, draining at the top.
Part 3 and 4 were conducted in plasted buckets with stagnant water, but undergoing frequent
manual replacement of the water. Relatively big experimental chambers (& = 20 — 24 cm), the use
of natural sediment, constant renewal of water, and long experimental periods (4 — 6 months), were
optimal to achieve a relevant ecological evaluation of the effects of the applied pesticide treatments.
Where the plants were replanted (part 2 and 4) we allowed for a long acclimatisation period prior to

the initiation of the experiments with pesticide addition.

We measured many response parameters for survival, morphology and activity of plants, animals,
fungi and microbial communities. We have thus included ecologically relevant parameters in the
study, both at organism- and ecosystem level, many of which have not previously been studied in

concert to evaluate possible effects from pesticides.

The analysis covers both presumably very sensitive parameters such as photosynthetic activity,
photosyntetic capacity and excretion of oxygen from roots, as well as less sensitive parameters at a
short-term scale such as survival, size and mass of leaves and roots. However, the latter should also

respond negetively over the long experimental period with repeated measurements.
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Our results demonstrate that, with very few exceptions, the applied environmentally realistic
concentrations of the three pesticides did not produce systematically significant effects on any of

the many physiological and ecological response parameters measured.

We found a considerable variability in several of the measured parameters. That makes it difficult to
detect effects of specific combinations of the applied pesticides because the number of replicates in
part 1 and 2 was low (n = 3). The number was higher for single pesticides (n = 12), as well as for
controls (n = 21), so here we expect that an effect should certainly be statistically detectable. The
clear effects in our experiment with addition of nutrients (part 4) demonstrate that our approach
and chosen response parameters were appropriate. Variability in supply of nutrients therefore

appears to produce larger changes than the non-detectable ones from the addition of pesticides.

We found no measurable changes in the studied species, processes and ecosystems under long-term
exposure to environmentally realistic concentrations of bentazone, propiconazole and pirimicarb.
This conclusion can of course not be extended to higher concentrations, to other substances, or to
combinations with other substances. On the current basis, however, we are not concerned about
harmful effects from these three pesticides on the studies species and ecosystems, which we initially

regarded as belonging to the most sensitive towards long-term (“chronic”) exposure to pesticides.
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1. Indledning

1.1 Baggrund og nuvarende vidensgrundlag

Nogle af de hgjest vaerdsatte gkosystemer i Danmark og i EU’s Habitatdirektiv (NATURA 2000
typer) er: 1) Kalk- og neringsfattige sger og vandhuller (Lobeliesger) (habitattype 3110) og 2)
vandlgb med vandplanter (habitattype 3260). Forstnavnte er karakteriseret ved samfund af
langsomt voksende grundskudsplanter (ogsa benavnt rosetplanter eller isoetider), og sidstnaevnte
af en raekke bade egentlige undervandsplanter og amfibiske planter. Disse samfund er enten
direkte truet, eller i det mindste péavirket, af eutrofiering fra luften og af hgje koncentrationer af
kveelstof og fosfor i tilstremmende overfladevand fra iseer landbrugsarealer (Jensen et al. 2013).
Derudover har ogsa det yngre, overfladenzre grundvand (vandtype A) nitratkoncentrationer der fx
overstiger graenseveardien for drikkevand (50 mg L1) i 30-40 % af vandforsyningsboringerne
(Thorling et al. 2013). Hgje koncentrationer af fosfor i grundvand er primeert geologisk betinget, og
forekommer typisk i dybere og i aldre grundvand, der ikke umiddelbart er gkologisk relevant. Dog
har ca. 20 % af de dybere vandvearksboringer et total-fosfor koncentrationer > 0,15 mg L

(Thorling et al. 2013).

De naturlige plantesamfund er muligvis ogsa pavirket og svaekket af kortvarende pulse af pesticider
der transporteres til det akvatiske miljg via luften (vinddrift), overfladeafstremning og via dreen) fra
selv samme landbrugsomréder (Styczen et al. 2003; Kronvang et al. 2004; Mghlenberg et al. 2004).
Blandt de fundne pesticider er der flest herbicider og det er ogsa herbiciderne, som maéles i de
hgjeste koncentrationer, mens malinger og fund af fungicider og insekticider er mere sparsomme.
Herbicider har - i de hgjeste koncentrationer som er fundet under pulse i danske vandlgb -
formodentlig ingen akut skadevirkning pé bundlevende alger og vandplanter (Cedergreen et al.
2004), ligesom pavirkning af makroinvertebrater er relativt usandsynlig (Wiberg-Larsen & Ngrum
2009). Adskillige laboratorieundersogelser af effekter af forskellige herbicider pa diverse
plantemorfologiske respons parametre ("endpoints”) hos en reekke vandplanter viser, at der
generelt kun ses effekter ved temmeligt hgje koncentrationer pé > 5 ug L' (Forney & Davis 1981;
Cedergreen et al. 2004; Belgers et al. 2007; Arts et al. 2008). En undtagelse er Huiyun et al. (2009),
der testede effekten af 4 herbicider (butachlor, quinclorac, bensulfuron-methyl og atrazine) pa 3
vandplanter (Ceratophyllum demersum, Vallisneria natans og Elodea nuttallit), og fandt
signifikante effekter af alle stoffer helt ned til 0,1 ug L. Imidlertid er effekten pa planteveeksten
athaengig af bade koncentrationen og den tid, planten har varet udsat for stoffet (Belgers et al.
2011), og samtlige ovenfor naevnte undersogelser havde en varighed af eksponeringen over for

stofferne pd maximalt 3 uger.

En relevant men delvist overset problematik ligger saledes muligvis i en l&engerevarende “kronisk”,

og dermed gkologisk relevant, eksponering af organismerne over for pesticider. For akvatiske
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systemer kan denne eksponering bade ske via luften, overfladevandet og grundvandet. Isaer er
mange verdifulde plantesamfund grundvandsbetingede. Det er tilfaeldet for samfund pé& bredden af
nearingsfattige soer uden overfladisk tilstremning og samfund i grundvandsfedte vandleb
(kildevandlab). Der blev i 2012 fundet et eller flere pesticider eller nedbrydningsprodukter heraf i
42 % af de undersggte indtag i grundvandsovervagningen, og graenseveardien (0,1 ug L) var
overskredet i 12 % af indtagene (Thorling et al. 2013). Saerligt BAM (nedbrydningsproduktet af
Dichlorbenil og Chlorthiamid) findes i ca. 20 % af analyserne fra grundvandsovervagningen (Geus
2009). Fungicider og insekticider forekommer sjeldent i grundvand, fordi de er mindre
vandopleselige og kun anvendes om sommeren, hvor grundvandsdannelsen er beskeden, men de
bruges i temmelig store mangder i Danmark, og kan tilfares de navnte samfund via luften

(vinddrift), overflade- og draenvand

Effekten af "kronisk” pesticidbelastning er kun blevet testet i {4 tilfzelde. Kroniske effekter pa alger
som folge af herbicider kan muligvis forekomme i landbrugspéavirkede vandlgb under lav
sommervandfering. Coutris et al. (2011) undersogte effekten af en blanding af 3 herbicider (50%
atrazine, 35% isoproturon, 15% alachlor) pa 6 arter af makrofyter plantet sammen i
mikrokosmoseksperimenter over 8 uger. De fandt reduktion af den samlede biomasse og diversitet
af samfundene ved en hgj samlet koncentration pa 60 pg L. I et andet langtidseksperiment over 84
dage udsatte man undervandsplanter (Myriophyllum spicatum og Elodea canadensis) og to
emergente arter (dvs planter der vokser ud af vand) (Persicaria amphibia og Glyceria maxima)
placeret i udenders vandbeholdere for varierende koncentrationer af herbicidet simazine. Her fandt
man at 50 ug L* pavirkede en rakke biologiske og fysiologiske parametre (Vervliet-Scheebaum et
al. 2010). Vi har dog ikke kendskab til langtidsstudier, der omfatter samlede gkosystemfunktioner
som stofproduktion og nedbrydning, plante- og dyrearters mortalitet og vaekst samt fysiologisk
stress. Fysiologisk stress er et tidligt og falsomt tegn pa ugunstige betingelser, som med en vis

forsinkelse forplanter sig i nedsat vaekst, omsatning og eendret samfundsstruktur.

Grundskudsplanter pa lavt vand i naeringsfattige sger stiller gennemgéende serligt store krav til
uforurenet vand og tidslig stabilitet (Sand-Jensen et al. 2005). De er kun i stand til at udnytte CO-
som uorganisk kulstofkilde, og den optager de med redderne fra sedimentet. De vokser
sedvanligvis meget langsomt og kan derfor forventes at veere serligt folsomme for foreget direkte
og indirekte stress fra pesticider, og for at kunne tabe i konkurrencen med mere robuste og
hurtigtvoksende arter som fx amfibiske- og vandskudsplanter (Sand-Jensen & Borum 1991). De
amfibiske planter vokser typisk “ud af vandet”, og far pa den made langt bedre tilgang af uorganisk
COs- fra luften til fotosyntesen (Sand-Jensen & Jacobsen 2002). Det har ogsa den mulige
konsekvens, at en mindre del af planten er eksponeret til oplast herbicid i vandet.
Vandskudsplanterne (ogsa kaldet rankeskudsplanter eller elodeider) opretholder typisk en hurtig
vaekst, fordi de er i stand til at udnytte vandets oploste bicarbonat (HCO3) som uorganisk

kulstofkilde og deres veekstform fremmer ogsé lysudnyttelsen.

Et andet forhold kan forstaerke grundskudsplanternes falsomhed for pesticider. Grundskudsplanter
1 naeringsfattige sger som tvepibet lobelie (Lobelia dortmanna), strandbo (Littorella uniflora) og
sortgron brasenfade (Isoetes lacustris) har et intimt samarbejde med arbuskulaert
mykorrizasvampe (eller VA-mykorriza). Denne serlige form for endomykorrhiza danner arbuskler

— dvs. forgrenede, fine hyfer, som er treeformede, inden i rodcellerne. Dette sikrer en effektiv
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nedbrydning af organisk stof i sedimentet og forsyner planten med neringsioner (isar fosfat) fra et
stort sedimentvolumen (Andersen & Andersen 2006, Mgller & Sand-Jensen 2013). Andre planter
har vist sig ogsa at benytte sig af sddanne samarbejder. I fugtige veeld med Paludella-mosser er
orkideen Sump-Hullebe (Epipactis palustris) totalt athengig af svampesymbiose for overhovedet
at fa freene til at spire og rodnettet til at vokse (Rasmussen 2002). Plantens blade leverer ved

fotosyntesen organisk stof til konsortiet, mens svampen leverer de uorganiske neeringsioner.

Grundskudsplanter er altsé afthangige af en funktionsduelig symbiose med svampe, mens dette kun
er kendt i begrenset omfang for amfibiske planter, og slet ikke hos vandskudsplanter (Beck-Nielsen
& Madsen 2001). P4 trods af at arbuskulaert mykorrhiza (svampegruppen der danner symbiose med
fx Lobelia-rodder) har meget lavere koncentrationer af fedtsyren ergosterol i cellevaeeggene end
andre svampegrupper, sa er de mest almindelige ergosterol-he&mmende fungicider som fx
propiconazol alligevel i stand til at pavirke mykorrhizaen (Kjoller & Rosendahl 2000). Derfor kan
en cocktail af fungicider og herbicider vise sig at udgare et serligt problem, dels fordi stress pa
enten svampen, planten eller pd begge parter kan forstaerke stress pa konsortiets opfarsel som
helhed og dermed ramme de enkelte parter endnu hardere. P4 den anden side har vandplanter ogsa

vist sig at veere i stand til at afgifte fungicider (Dosnon-Olette et al. 2009).

I kildebzekke og pa det lave vand i sger indgar smadyr (makroinvertebrater) som integrerede
partnere sammen med planter, svampe og bakterier. Der er iser to vigtige roller af
makroinvertebrater for at holde planterne og gkosystemet sundt, nemlig 1) via greesning af
belegninger af mikroalger og bakterier pa undervandsblade af vandplanter (epifyton) (som udferes
af den fodefunktionelle gruppe benaevnt "graessere” eller "skrabere”), og 2) som findelere og
nedbrydere af dgdt organisk stof som fx groft detritus (forestas af de sékaldte iturivere”) (Wallace
& Webster 1996; Allan & Castillo 2007). Mange tidligere studier har pévist effekter af bade pulse og
mere konstante pavirkninger af bade insekticider (sarligt pyrethroider), herbicider og fungicider pa
ferskvandssmadyr i naturen (Muirhead-Thomsen 1987). Pavirkningen sker ikke blot p& adfaerd
(Negrum & Bjerregaard 2003), mortalitet og samfundstruktur (Liess & Von der Ohe 2005), men
ogséd pa makroinvertebraternes funktionalitet i forbindelse med de ovenfor naevnte gkologiske

negleprocesser (Lauridsen et al. 2006; Rasmussen et al. 2008; Wiberg-Larsen & Negrum 2009).

For langsomt voksende grundskudsplanter og mosser med en bladlevetid pa et ar eller mere er det
af afggrende betydning, at det mikrobielle samfund hele tiden greesses og renses af, séledes at
lystilgangen til bladet sikres, og der endvidere ikke sker patologiske angreb af svampe og bakterier
fra overfladefilmen og ind i bladet (Ramsay & Fry 1976, Rogers & Breen 1982). Begge trusler
forsteerkes af eutrofiering, der gger biomassen af epifytiske algebelaegninger, og af insekticider, der
maétte dreabe eller heemme graessere som eksempelvis snegle og visse degnfluer, der ellers holder
denne algebelaegning nede. Resultatet er, at den mikrobielle biofilm hober sig op (Feminella &
Hawkins 1995: Wallace & Webster 1996; Vinebrooke et al. 2003). Omvendt er det velkendt, at visse
herbicider kan heemme veeksten af algebelagninger i ferskvand (Kosinski 1984; Gustavson et al.

2003; Debenest et al. 2009).
Hvis de makroinvertebrater, der normalt stér for findelingen af det grove organiske stof, forsvinder,

kan der akkumuleres organisk stof, som med tiden forer til uegnede vaekstbetingelser for planterne.

Iser grundskudsplanter er folsomme, fordi den mineralske, veliltede bund, som er en forudsatning
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for deres vaekst og overlevelse, forsvinder (Sand-Jensen et al. 2005, Moller & Sand-Jensen 2012).
Sker det ved kronisk pesticidbelastning, kan det fore til ophobning af grovkornet organisk stof,
udvikling af en las bund med darligt rodfaeste og til reduktion af den samlede mikrobielle
nedbrydning. Makroinvertebraternes nedbrydning af det grove organiske stof (detritus) afheenger i
hgj grad af en forudgéende kolonisering af svampe og bakterier (serligt svampegruppen
hyfomyceter) (Gessner & Chauvet 1994; Graca & Canhoto 2006), og fungiciders heemning af denne

koloniseringsprocess kan yderligere nedsaette omsaetningen af detritus (Rasmussen et al. 2012).

Studier har vist at effekten af pesticidblandinger, den sakaldte ”cocktail-effekt”, kan veare sver at
forudse (Munkegaard et al. 2008; Relyea 2009; Verbruggen & Van den Brink 2010), og der kan
veaere tale om bade synergistiske og antagonistiske effekter mellem alle tre pesticidgrupper.
Eksempelvis har visse fungicider vist sig at haemme nedbrydningen af herbicider og forsterke

midlernes giftighed med i hvert fald 10 gange (Norgaard & Cedergreen 2009).

1.2 Overordnet formal

Formalet med dette forskningsprojekt var at opna viden om langsigtede fysiologiske og akologiske
effekter af pesticider pa planter, alger, mykorrizasvampe, smédyr og stofomsatning i samfund af
grundskudsplanter fra naeringsfattige sger, og amfibiske planter og vandskudsplanter fra
kildebzekke og nzringsrige systemer. Vi gnsker specifikt at addressere folgende overordnede

hypoteser:

¢ Hgjt veerdsatte plantearter med langsom veekst bliver kraftigere pavirkede i deres fysiologi,

vaekst og overlevelse af pesticider end almindelige arter med hurtig vaekst.

e Herbicider, fungicider og insekticider i kombination og efter lange pavirkningstider udlgser et

seerligt stort stress.
e Plantearter med veludviklet svampemykorrhiza, tilknyttet neringsfattige miljoer, er serligt
folsomme for pesticider pga. partnernes gensidige afhaengighed og de dobbelte muligheder for

pavirkning.

e Pesticider kan pavirke den samlede omsatning i sedimentet, og fremkalde darligere forhold for

rodderne ved forgget iltsvind og ophobning af fytotoxiner (fx ferrojern, ammonium).

e Pesticider interagerer med neeringssaltniveauer i at pavirke udkommet af konkurrenceforholdet

mellem langsomt voksende grundskudsplanter og hurtigt voksende vandskudsplanter.

e Nedbrydning af groft detritus samt opbygning af algebiomasse pavirkes af pesticider, enten

direkte eller indirekte via effekt pa ituvivere og graessere blandt smadyrene.

Disse overordnede spergsmaél besvares fra forskellig vinkel pd baggrund af 4 del-eksperimenter, der

hver har deres egne specifikke formal, der gennemgas i det folgende.
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2. Metoder

2.1 Projektets overordnede struktur

Projektet bestar af fire eksperimentelle mikrokosmosstudier udfert i laboratorium. Langtidseffekten
af forskellige kombinationer af herbicidet Bentazon, fungicidet Propiconazol og insekticidet
Pirimicarb i "grundvandsrealistiske” koncentrationer undersgges pa en lang rakke gkologiske
processer og fysiologiske parametre hos fire forskellige udvalg af planter ("plantesamfund”):
smadyr og langsomtvoksende grundskudsplanter fra naeringsfattige sger (delprojekt 1), samfund af
amfibiske planter (vandmynte, tykbladet &renpris og vandstjerne) fra vandlgb (delprojekt 2), en
kombination af ovennavnte plantegrupper i hydroponisk kultur, dvs. uden sediment (delprojekt 3)
og en kombination af grundskuds-, vandskuds- og amfibiske planter ved forskellig neeringstilfersel
(delprojekt 4). Sedimenter, planter og dyr der blev anvendt i systemerne blev af praktiske arsager i
nogen grad hentet fra forskellige lokaliter. Det varierede ogsé mellem de enkelte projektdele, i

konsekven af at forskellige gkosystemtyper/habiteter skulle deekkes af projektet.

2.2 Pesticider, behandlinger og analyser

De tre forskellige pesticider bentazon, propiconazol og pirimicarb blev valgt ud fra flere kriterier: 1)
de repraesenterer hver af grupperne herbicider, fungicider og insekticider, 2) de er tilladte og bliver
anvendt i Danmark (Miljgstyrelsen), 3) de har moderat til hgj vandoplgselighed og mobilitet, 4) de
er med i Varslingssystemet for udvaskning af pesticider til grundvandet (VAP) og 5) de kan alle

analyseres med samme metode, hvilket nedbringer omkostninger til analyser.

I alle deleksperimenter arbejdes med én eller flere af de tre nominelle koncentrationer: 1) nul
(kontrol), 2) 0,05 ug L, svarende til starrelsesordenen for niveauer mélt eller modelleret i
grundvand og overfladevand og 3) 5 ug L svarende til ca. 100 gange forhgjede niveauer. Stoffernes
effekt underseges individuelt samt i kombination for at pévise eventuelle blandingseffekter
("cocktaileffekt”). Det vides dog pt ikke om disse tre pesticider, via deres "modes of action”, kan
forventes at vekselvirke. Stofferne er sé vidt vides heller ikke fundet sammen i grundvand, og kan
ikke forventes at forekomme i gammelt grundvand. De hgje koncentrationer, serligt i samspil,

repraesenterer siledes et ” worst case scenario”.

De nedenfor angivne kemiske egenskaber for de anvendte pesticider er hentet gennem FOOTPRINT

portalen (http://www.eu-footprint.org/ppdb.html).

Bentazon: Dette herbicid virker ved at blokere elektrontransporten i fotosyntese system II, og

optages bade over rgdder og blade. Oploseligheden i vand er relativt hgj (570 mg L), og
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adsorptionen til jord er relativt lav: Ka = 0,72 ("mobile”) og Kfoc = 86 mL g ("moderately mobile”).
Halveringstiden (DTso) er 45 dage ved 20 °C i laboratoriet ("moderately persistent”) og 14 dage i
felten ("non-persistent”). Fotolysen er derimod kun 4 dage ("moderately fast™)

(http://sitem.herts.ac.uk/aeru/iupac/71.htm). Avendelsen (hovedsagligt pa korn og grees) er

reguleret af hensyn til grundvandet, da stoffet udvaskes reletivt let, og salget i Danmark er dalet
siden det toppede i midt-g9o’erne (Miljgstyrelsen 2013). Stoffet analyseres i
grundvandsovervagningen (GRUMO), hvor den gennemsnitlige koncentration ligger ret konstant
pa 0,1ug L (greensevaerdien). Det er pavist i 6 % af grundvandsovervigningen (Geus 2009). Der er
foretaget i alt 12 undersogelser pa bentazon i VAP (Varslingssystem for udvaskning af pesticider til
grundvand) hvoraf der i to undersegelser har varet enkelte overskridelser af greenseveerdien i helt
ungt grundvand. I VAP er det fundet i max koncentrationer pd 0,012 - 43ug L, og stoffet vurderes
at have hgj udvaskningsrisiko, idet det blev fundet i gennemsnitskoncentrationer > 0,1ug L1i1
meters dybde efter forste anvendelsessaeson (Briisch et al. 2013). I en undersogelse af ti udvalgte
jyske adale blev bentazon fundet i prgver fra vandleb (11 %), det gvre grundvand (3 %), jordvand (1
%), draenvand (770 %) og regnvand (2 %), i maksimumskoncentrationer pa mellem 0,013 og 0,022
ug L-1 (Ejrnaes et al. 2014). Bentazon indgar desuden i NOVANA overvagningsprogrammet for
vandlgb (Naturstyrelsen 2011).

Propiconazol: Dette fungicid virker ved at inhibere ergosterolsyntesen, og er som andre stoffer fra
azol gruppen hormonforstyrende. Oplgseligheden i vand er moderat (150 mg L), og adsorptionen
til jord hej: Ka = 33.7 ("slightly mobile”) og Ko = 2252 mL g* ("slightly mobile”). Halveringstiden
(DTso) er 9o dage ved 20 °C i laboratoriet ("moderately persistent”) og 214 dage i felten
("persistent”). Der er ingen vaesently fotolyse (http://sitem.herts.ac.uk/aeru/iupac/551.htm).

Propiconazol er almindeligt anvendt, seerligt om sommeren pa kornafgreder, og fungicider fra azol-
gruppen er sporadisk pavist i grundvand, men stoffet indgar som sadan ikke i
grundvandsovervagningen (GRUMO), ej heller i NOVANA overvagningen. I VAP er den hgjest
fundne koncentration pa 0,86 ug L, og stoffet vurderes at have middel udvaskningsrisiko idet det
blev fundet i gennemsnitskoncentrationer < 0,1ug L' i 1 meters dybde efter forste

anvendelsessason (Briisch et al. 2013).

Pirimicarb: Er et insekticid tilhgrende carbamat—gruppen. Det virker ved at blokere for
transmission af nerveimpulser ved at inhibere enzymet acetyl cholin esterase (AChE).
Opleseligheden i vand er meget hgj (3100 mg L), og adsorptionen til jord relativt lav Koc = 388
mL g ("moderately mobile”). Halveringstiden (DTso) er 86 dage ved 20 °C i laboratoriet
("moderately persistent”) og 9 dage i felten ("non-persistent”). Fotolysen er derimod kun 6 dage

("moderately fast”) (http://sitem.herts.ac.uk/aeru/iupac/530.htm). Stoffet anvendes primeert til

bekampelse af bladlus i visse afgreder i landbrug, gartneri, frugtavl og planteskoler. Stoffet indgar
hverken i grundvandsovervagningen (GRUMO) eller vandlgbsovervigningen (NOVANA). Den
hojest mélte koncentration i VAP har vaeret pa 0,077 ug L, og stoffet vurderes at have hgj
udvaskningsrisiko idet det blev fundet i gennemsnitskoncentrationer > 0,1ug L-*i 1 meters dybde

efter forste anvendelsessason (Briisch et al. 2013).

Bentazon formuleringen "LFS Bentazon” (PR-nummer: 318-36) (konc. 480 g L") og Pirimicarb

formuleringen "LFS Pirimicarb” (PR-nummer: 318-81) (konc. 500 g kg) blev indkebt hos LFS-
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Kemi ApS (Esbjerg). Propiconazol formuleringen "Bumper 25 EC” (konc. 250 g L) fra
Makhteshim-Agan Benelux & Nordic BV blev indkebt hos AAKO Danmark ApS (Hillered).

Stamoplesninger af bentazon (1 mL produkt oplast i 1,92 L demineraliseret vand = 250 mg L),
propiconazol (1 mL produkt oplest i 1,00 L lunkent demineraliseret vand = 250 mg L) og
pirimicarb (1 g produkt oplest i 2,00 L demineraliseret vand = 250 mg L) blev fremstillet og
opbevaret i glasflasker pé kel. De tre stamoplgsninger blev efterfolgende fortyndet éns inden
tilseetning til eksperimenterne. For den lave behandlingskoncentration (0,05 ug L?) fortyndedes
forst 1 mL af stamoplesningen til 1,00 L vand (= 250 ug L*) og dernaest 2 mL af denne til 10 L vand
(0,05 pug L. For den hgje behandlingskoncentration (5,0 pg L) fortyndedes forst 20 mL af
stamoplesningen til 1,00 L vand (= 5,0 mg L*) og dernaest 10 mL af denne til 10 L vand (5,0 pg LY).

Undervejs i eksperimenterne blev de nominelle koncentrationer verificeret ved at udtage prover af
indlgbs- og udlgbsvand. De udtagne vandprever blev analyseret af firmaet Eurofins efter metode
M8212B. Indenfor en uge efter proverne var modtaget af Eurofins blev pregverne opkoncentreret ved
fastfaseekstraktion pd SPE-kolonner (strataX eller tilsvarende). Proverne blev opkoncentreret uden
forudgaende filtrering, men med tilsetning af intern standardoplesning og pH justering til 4,5 ved
tilseetning af buffer. Efter opkoncentrering blev praverne (SPE-kolonnerne) opbevaret pa frost,
indtil preverne blev elueret ud fra SPE-kolonnerne med methanol/acetonitril. Ekstraktet blev tilsat
1,2-propandiol som keeper, inddampedes til tarhed og blev genoplest i 5 % methanol inden analyse
pa LC-MS/MS.

2.3 Statistisk analyse

Effekt af pesticidbehandlinger pé respons-parametrene (logaritmetransformerede for at tilnaerme
normalitet) testes i de fleste tilfeelde med envejs ANOVA. I deleksperiment 4 hvor interaktionen
mellem naeringssaltniveau og pesticidbehandlinger undersgges anvendes en to-vejs ANOVA. Hvor
kamre sammenlignes over tid anvendes t-test for parrede observationer. Hvor det ikke var muligt at
opné normalfordeling ved transformation blev der brugt Kruskal-Wallis test, nér der var tale om

mere end to observationssat, og Mann-Whitney U-test nir der var tale om to observationssaet.

I del 3 sammenlignes efterfolgende de 9 behandlinger (med hver 10 replikater) med Tukey’s parvise
test. Dette gares ikke i del 1 og 2, hvor der er 15 forskellige behandlinger (med hver 3 replikater). I

stedet testes effekten af koncentration (kontrol, lav og hgj) indenfor hvert af de 3 pesticider saerskilt
(med varierende koncentration af de to andre pesticider for at gge antallet af replikater), med en ny
ANOVA. I alle tilfzelde blev der som udgangspunkt anvendt et signifikansniveau pa a = 0,05. Ved de
tre gentagne tests af koncentrationseffekten af hver enkelt pesticid for sig foretoges dog Bonferroni-

korrektion af signifikansniveauet (a = 0,05/3 = 0,017).

2.4 Grundskudsplanter og smadyr fra sg (del 1)

Formalet med dette deleksperiment var at undersege cocktaileffekter af langtidseksponering af

grundvandsrealistiske koncentrationer af pesticider pa veakst og stofomsatning i samfund af
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grundskudsplanter og fauna i naturlige sedimentkerner fra en naeringsfattig sg. Disse samfund
forventes at vaere meget folsomme over for bade herbicider og fungicider fordi disse

undervandsplanter vokser langsomt og er afhaengige af rod-symbiose med mykorrhiza-svampe.

Eksperimenterne blev udfert p& Ferskvandsbiologisk Laboratorium i Hillerad, i kglerum ved 14 °C
og med en 12 timers lys:12 timers morke-cyklus. De eksperimentelle mikrokosmoskamre blev
placeret ca. 40 cm under 8 lysstofrer (54 W, 10000 K) indsat i fatning, der reflekterede lyset. Der
blev opsat reflekterende papir pé vaeggene rundt om forsggsopstillingen for at undgé forskel i

lystilgang til de forskellige kamre.

Der etableredes samfund af planter, detritus og smadyr i cirkulaere kamre (@ 20 cm). To 24 kanals
slangepumper af merket Baoding Longer Precision Pump Co. Ltd. leverede ca. 0,5 ml min™ til hvert
kammer (= 1 L m2 time™), som svarer til den grundvandsindsivning, vi kender fra naturen (Schou-
Frandsen 2009). Reservoiret med pesticidblandingen bestod af en 10 L plasticdunk, som initielt var
fyldt, hvilket giver en opholdstid for pesticidvandet i dunkene pa max 14 dage. Idet vandvolumet i
kamrene var ca. 4,0 Lidel 1 og ca. 5,5 Li del 2 svarer dette til en opholdstid for vandet med
pesticiderne pa henholdsvis 5,5 og 7,5 dage. Vandet (med eller uden pesticid, athengig af
behandling), perkolerede ind gennem sedimentlaget i bunden af kamrene, og forlod kamrene
foroven gennem en udlgbsstuds. Disse mikrokosmoseksperimenter varede i 4 - 6 méneder for at
efterligne pévirkningens kroniske karakter og matche, for nogle af planternes vedkommende, deres

langsomme vaekst og omsatning i naturen. Se Figur 1 for en skematisk plan af opstillingen.
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FIGUR 1
PRINCIPSKITSE AF DEN EKSPERIMENTELLE OPSTILLING

Hvert samfund i laboratorieeksperimenterne blev udsat for hver koncentration af pesticidi 4
behandlinger med varierende tilstedeverelse af andre pesticider (se Tabel 1). Da hver
pesticidkombination blev udfert i 3 replikater, blev hver koncentration af et givet pesticid anvendt
12 gange, mens der var 7 behandlinger helt uden et givent pesticid (6 af disse dog med
tilstedeveerelse af andre pesticider). Dette giver som referencer for hvert pesticidialt 7x 3

replikater = 21 praver. I alt anvendtes 45 enkeltkamre per samfund (3 replikater x 15 behandlinger).
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TABEL 1
DOSERINGSSKEMA FOR 15 BEHANDLINGER AF DE TRE PESTICIDER. o = INTET (KONTROL),
L =LAV (0,05 uG L"), H = HAJ (5 uG L).

A B C D E F G HI J KL MN O

Bentazon (Herbicid) o L o o H o o L o L L H o H H
Propiconazol Fungicid) o o L o o H o L L o L H H o H
Pirimicarb (Insekticid) o o o L o o H o L L L o H H H

Naturlige, uforstyrrede relativt teette sedimentkerner, primaert bestdende af fint sand med naturligt
indhold af organisk stof pa 1 — 2 % tervaegt, blev den 26. okt. 2010 hentet i Skanes Varsjo (Sverige),
placeret direkte i de til formélet producerede PVC cylindre (kamrene). Sedimentkernerne var 15-20
cm dybe, med gennemsnitligt 16,9 + 4,4SD (8-26) planter af tvepibet lobelie (Lobelia dortmanna) i
hver, samt mindre teetheder af de to andre grundskudsplanter strandbo (Littorella uniflora) og
liden siv (Juncus bulbosus). Denne variation i antallet af planter per kammer var uundgélig, idet
der var tale om naturlige sedimentkerner, men kamrene blev tilfzldigt fordelt mellem
behandlinger. Variationen i antallet af planter kan potentielt pavirke responseparametre pa
kammerniveau, men neppe de plantemorfologiske parametre, der udtrykkes per individ. Til
gennempumpning af kamre anvendtes vand fra Esrum s fortyndet 5 gange med demineraliseret

vand. Vanddybden i kamrene var 5-8 cm. Den feerdige opstilling ses pa Billede 1.

Til hvert kammer blev der tilfort én flodnerit snegl (Theodoxus fluviatilis) hentet i Esrum sg den 14.

dec., to ferskvandstanglopper (Gammarus pulex) og én vandbaenkebidder (Asellus aquaticus),
begge hentet i Pgle 4 den 27. dec. Den anvendte snegl er udbredt i storre danske sger, vandleb og
brakvand. Den lever primeert som grasser pa sten, hvor den rasper biofilm af alger, bakterier og
svampe. De to krebsdyr er ogsa meget almindelige og talrige i danske sger og vandlgb, hvor de
primeert lever som iturivere af groft detritus. Disse arter blev valgt til at indga i eksperimentet fordi
de var tilgengelige da opstillingen skulle etableres, og de blev tilfert i teetheder, der var handterlige

og i nerheden af de naturlige.
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BILLEDE 1
OPSTILLING AF MIKROKOSMOSKAMRENE I KOLERUM UNDER DEL 1.

Til hvert kammer blev der tilfort to sma hvide keramiske kakler (2,3 x 2,3 x 0,4 cm), til bestemmelse
af algevaekst. Efter 43 dage (periode 1) blev der taget én kakkel op fra hvert kammer, lagt i et kendt
volumen 96 % ethanol i ca. 4 degn i keleskab, og klorofyl-a blev derefter mélt spektrofotometrisk.
Disse kakler blev derefter lagt tilbage i kamrene og blev bevokset igen, nu 135 dage (periode 2), til
afslutning af forseget. Den anden halvdel af kaklerne 14 i mikrokosmoskamrene under hele forsegget

(periode 3). Kakler fra periode 2 og 3 blev klorofylekstraheret pad samme méde som efter periode 1.

Bogeblade (Fagus sylvatica) med nogenlunde samme grad af nedbrydning blev indsamlet i
Fonstrup bak, (tilleb til Esrum s@). Bladskiver (180 stk) med en diameter pa 29 mm, blev udstukket
af bladene, torret over 24 timer og vejet i bundter af tre, og disse tre bladskiver blev derpé anbragt i
en lille netpose (samlet vagt per pose pa 0,1021 g TV + 0,0177 SD). Fire sma nylonnetposer (4 x 4
cm), to med 200 um maskevidde (kun adgang for mikroorganismer), og to med 0,5 cm maskevidde
(adgang for mikrober og iturivende smédyr) blev lagt i hvert kammer. De finmaskede poser blev
syet pd maskine og de grovmaskede blev limet sammen med ikke toksisk akvarie-silikone. Poserne
blev lagt i hvert forsegskammer i tilfeeldig reekkefolge og tynget ned med smasten fra Esrum sg for
at undga, at de flod til overfladen. Poserne blev anbragt saledes at de skyggede mindst muligt for
planterne. Bladposerne blev lagt i forsggskamrene den 27. dec. 2010. Farste halvdel af bladposerne
blev af logistiske arsager taget op 4. feb. 2011, og resten den 2. marts 2011. Ved hvert optag blev to
netposer — en fin- og en grov-masket indsamlet og terret i 24 timer, for derefter at blive vejet.
Under vejning blev evt. sedimentrester og algebeleegninger penslet af bladene, der stadig havde en
tilstreekkelig god struktur til, at dette ikke skadede dem. Omsztningen af bladpladerne blev fundet

som hzldningen pa en lineeer regression pé et plot af % masse tilbage ved tiden 0, efter forste optag
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(39 dage) og sidste optag (65 dage). Iturivernes omsaetning af det tilsatte blad-detritus bestemtes

som forskellen i nedbrydningsraten (veegttabet over tid) mellem de to typer bladposer.

P& samme datoer blev alle kamre undersagt for hvor mange levende dyr der var til stede. Dette var
det eneste tidspunkt, hvor en grundig optalling kunne forega. Disse to optellinger (mortalitetsdata
1) anses imidlertid for at vaere forbundet med stor usikkerhed. Derfor udfertes et nyt
overlevelseseksperiment ved slutningen af forsgget (mortalitetsdata 2), hvor alle tilbageveerende
oprindelige dyr blev forsegt fjernet, hvorpé én Theodoxus fluviatilis, én Asellus aquaticus og én
Gammarus lacustris, alle hentet i Esrum sg blev tilsat kamrene i april 2011. Her blev smédyrenes
overlevelse registreret gennem eksperimentet. Dyrenes levetid blev brugt som mal for eventuelle
effekter af pesticidbehandlingen. Det var meget sveert at fa gje pa dyrene og derfor registreredes
levende individer. Det betyder, at hvis der blev registreret et levende individ for ferste gang pa den
22, forsggsdag, er dette individ registreret som levende pa alle de foregéende forsogsdage. Det
betyder ogsé, at jo laengere henne i forsegsperioden, man kommer, jo sterre usikkerhed er estimatet
af overlevelse beheftet med, fordi der ligger feerre registreringsdage bag tallet. Af samme arsag er
tallene fra den sidste registreringsdag ikke brugt til andet end at redigere bagudrettet som beskrevet
ovenfor, da de gav en falsk lav overlevelse. Det skal understreges, at der er tale om meget fa
individer for hver behandling at teste pa, hvorfor resultater baseret pa disse data skal fortolkes

varsomt.

I erkendelse af at det var svert at genfinde dyrene som blev tilsat mikrokosmoskamrene, og det
dermed var forbundet med anseelig usikkerhed at bestemme tethed, dedelighed, og dermed ogsé
ituriver- og greesningstryk, udfertes supplerende eksperimenter i petriskile. Formélet med disse
undersggelser var at adskille en eventuel effekt af pesticidbehandlingerne fra tilstedevaerelse af
iturivere og greaessere pa omsatning af bladdetritus og algevaekst, samt at bestemme
behandlingernes effekt pa dedeligheden af dyrene. De arter, der indgik i forseget var de samme som
i mikrokosmos, bortset fra at ferskvandstangloppen Gammarus pulex nu blev erstattet af
Gammarus lacustris. Alle dyrene blev hentet i Esrom s@ i marts og april 2011. I 90 glaspetriskale
med l4g og med en diameter pé 7,5 cm og en hgjde pa 1 cm blev der anbragt lidt gladet sand og to
keramiske kakler (2,3 x 2,3 x 0,4 cm). Petriskélene blev fyldt med vand fra Esrom sg@ uden pesticider
samt lidt bentisk algemateriale fra Pgle &, hvorefter opstillingen stod i 14 dage, sd der kunne
opbygges en algebiomasse pa kaklerne. Der blev desuden anbragt 6 ekstra petriskale med samme
indhold, som efter de fjorten dage med etablering af perifyton blev brugt til at bestemme kaklernes
initielle algebiomasse. Herefter blev der, i hver af de 9o petriskéle, anbragt en torret
begebladsskive. I halvdelen (dvs. 45) af petriskélene blev der desuden tilsat en af hver af arterne G.
lacustris , A. aquaticus og T. fluviatilis (indenfor arten var individerne af nogenlunde samme
storrelse) og det pesticidfri vand blev erstattet af vand med de forskellige behandlinger i samtlige
petriskéle. Der anvendtes de 15 behandlinger i tre replikater i de 45 petriskale uden dyr og i tre
replikater i de 45 petriskéle med dyr (se tabel 1). Petriskalene blev placeret i tilfeldig rackkefolge pa
et bord ca. 40 cm. under 8 lysstofror (54 W, 10000 K) indsat i fatning der reflekterede lyset, som
var teendt 14 timer i dognet. Der blev opsat reflekterende papir i enderne af forsggsopstillingen for
at undga forskel i lystilgang til de forskellige petriskéle. Igennem hele forsggsperioden pé 35 dage
blev der skiftet vand i petriskélene en gang om ugen. Dette blev gjort ved at suge det gamle vand op
med en plastikpipette og derefter tilsette frisk vand med den rette pesticidbehandling. Mellem

disse vandskifter blev der efterfyldt med vand i de petriskéle, hvor der var fordampet s& meget
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vand, at det kunne ses. Dgdeligheden af makroinvertebrater blev registreret og dede individer blev
fjernet i alt 13 gange med 2-5 dages mellemrum. Ved forsggets afslutning blev bladpladerne torret i
et dogn ved 100°C og vejet. Midtvejs i forsegsperioden blev der mélt klorofyl pa de kakler, hvor T.

Sfluviatilis var ded, for at undgé den tilslering af sneglenes graesning der ville komme, hvis kaklerne

groede til med alger inden forsegets afslutning.

Nedbrydningsintensitet i sedimentet bestemtes ved at méle oplgst uorganisk kulstof (DIC) udtaget
fra 4 cm dybde med kapillzerrar. Roddernes miljo vurderedes ved méling af akkumulering af
fytotoxiner i porevand (ammonium og ferrojern) udtaget med mikrokapillerer i 4 cm dybde,
(Moller & Sand-Jensen 2008). Porevand blev udtaget med Hamiltonglaskanyle 100 eller 50 uL
(NH,4 hhv. Fe++) fra to ror. Preverne blev overfort til kuvette med indhold. Herefter skyllet med
demineraliseret vand tre gange inden neeste proveudtagning. Ammonium blev analyseret efter
phenolhypochlorit-metoden, og ferrojern efter o-phenanthrolin-metoden (Limnologisk Metodik,

Ferskvandsbiologisk Laboratorium, KU).

Bladenes velbefindende vurderedes non-destruktivt undervejs i eksperimentet ved méling af
fotosyntese og fotosystem II aktivitet vha. fluorescens fra klorofyl a (PAM metodik). Denne metodik
har vist sig meget effektiv til pavisning af bentazon-effekt pa kiselalger (Macedo et al. 2008).
Kamrene blev mgrklagt min 30 min med stanniol, og lampen i klimarummet deekket med et
viskestykke, for at forhindre lys. Der blev malt pa 3 el. 4 blad fra centrum. Analysen leverer i sidste
ende et tal mellem o0 og 1 (Fv/Fm). Tallet o0 angiver, at klorofylet er helt inaktivt. Tallet 1 angivet, at
alle fotosyntetiske centre er fuldt aktive og der ikke er nogen svaekkelse af det emitterede signal. I

praksis angiver vaedier mellem 0,8 og 0,95 et sundt og aktivt fotosystem.

Systemernes (kamrenes) totale primerproduktion og respiration blev kvantificeret ved at male
endring i iltkoncentration i vandet over tid i lys og merke i lukkede vandsgjler, der ikke tillod
udveksling af gasser med atmosfaeren. Vandtilforslen i kammeret blev stoppet. Ca. 50 mL
vandpreve blev udtaget med engangssprojte med slangestykke efter rolig omrering med glasspatel i
15 sek., og fyldt i en 25 mL flaske fra bunden. Efter at have gennemskyllet flasken blev denne lukket
og det resterende vand heldt tilbage i kammeret og flasken opbevaret morkt. Kammeret blev lukket
med plastikldg. Iltindholdet blev mélt efter termostatering ved 15.3 grader i vandbad (merke) med
en ilt-mikroelektrode, der ikke er fglsom for omrgring (OX500, Unisense). Efter 3-4 timer i lys blev
laget pa kamrene fjernet, vandet blev omrert som for og en ny vandpreve udtaget. Kammeret blev
derpé lukket igen og herefter marklagt med stanniol i en tilsvarende tidsperiode. En vandpreve blev
udtaget og iltindholdet malt som for. Endelig blev vandstanden i kammeret mélt med lineal.
Princippet i beregningerne er A = initial O- koncentration; B = O» koncentration efter lysperioden;

C = O koncentration efter markeperioden; Produktion = B — A; Respiration = C — B.

En lille netpose ca. 2 x 5 cm lavet af fint (40 um nylonnet) fyldt med sand fri for svampehyfer blev
initielt lagt i sedimentet i hvert kammer. Disse poser tillader indvaekst af svampehyfer, men ikke af
radder (Mgller et al., upubl.). Ved afslutning af eksperimentet blev mykorrhizasvampenes vakst
kvantificeret ved mikroskopisk telling af svampehyfer i sandet fra disse poser. Kvantificering af
eksternt mycelium fra sedimentet skete ved at opslemme en prove af sandet fra poserne i 50 ml
vand, homogenisere i Sorwall blender pa max hastighed i 30 s, sigte forsigtigt igennem en 8 um

sigte, overfore sedimentet/hyfer til et 50 ml plastrer og fyld op med vand til 30 mL, ryste plastroret

22 Langtidsbelastning af miljorealistiske koncentrationer af pesticider pa bundsamfund i ferskvand



og lad hensté i 30 s, overfore 5 mL til filtre, tilsaette 2 ml 0,1% trypanbla i laktoglycerol og farvei 5
min. De to filtre overfortes til et objektglas og terrede, tilsattes 4-5 dréber (lakto)glycerol, og
daekglas blev lagt pa. Fra hver prove (kammer) méltes ved 200 x forstarrelse vha. net i objektiv
antal hyfeskeeringer pa 2 praeparater med 10 teellinger pa ydergitter pa hver (Kjoller & Rosendahl,
2000)

Ved afslutningen af eksperimentet blev lobelieplanternes vaekst og overlevelse bestemt ved telling

og vejning af planter, blade og redder.

2.5 Amfibiske planter fra vandleb (del 2)

Formalet med dette deleksperiment var at undersege cocktaileffekter af langtidseksponering af
grundvandsrealistiske koncentrationer af pesticider pa vakst og stofomsatning i samfund af
amfibiske planter i mikrokosmos. Forventningen var, at planterne ville vere robuste overfor
pesticiderne i vandfasen fordi de dels er i stand til at vokse ud af vandet, dels ikke er afhangige af

rod-symbiose med mykorrhiza-svampe.

Den eksperimentelle opstilling er den samme som beskrevet under del 1, hvorfor der henvises til
denne. Den 28. juli 2011 blev de 45 mikrokosmoskamre etableret med ca. 11 cm sediment som
bestod af indkebt 1 mm kvartssand blandet med ca. 0,8 dl tykt mgrkt organisk mudder (~ 2 %
volumen og 0,1 % terveegt) filtreret gennem en 1 mm sigte og hentet i Selbaekken uden for Hillergd.
Dette sediment var séledes relativt lgst, ukonsolideret og med et betydeligt lavere organisk indhold
end i del 1. I begyndelsen af august 2011 hentedes skud af tykbladet eerenpris (Veronica
beccabunga) og vandmynte (Mentha aquatica) i Selbakken og af vandstjerne (Callitriche sp.) i
Poleden, begge beliggende taet pa Hillerad. I hvert af de 45 mikrokosmoskamre blev der plantet et
skud pé ca. et gram frisk veegt af hvert af disse arter, bortset fra vandstjerne, hvor denne veegt
udgjordes af flere skud. De to forstneevnte arter blev plantet med toppen over vandoverfladen. P4

Billede 2 ses den ferdige opstilling.

BILLEDE 2
MIKROKOSMOSKAMRE MED TYKBLADET ARENPRIS, VANDMYNTE OG VANDSTJERNE UNDER DEL 2.
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Til gennempumpning af kamre anvendtes hanevand fortyndet 5 gange med ionbyttet vand.
Kamrene fik lov at hvile og planterne sla radder i 4 uger for pesticidbehandlingerne blev igangsat i
begyndelsen af september. Da planterne begyndte at vise tegn pa naeringsbegransning fik alle
kamre et par gange gennem forsggsperioden tilfort en gadningspind, som ogsé benyttes til

potteplanter for at undga neeringsbegransning.

Hvide keramiske kakler (2,3 x 2,3 x 0,4 cm) blev lagt i kamrene i slutningen af september og optaget
2 gange gennem eksperimentet og klorofyl-a (biomasse) mélt som for delforsgg 1. Dyr blev ikke
tilsat i dette eksperiment, men skiver af torrede begeblade i poser med 0,5 cm maskevidde blev lagt

i som under delforseg 1, med to gange optag gennem eksperimentet.

Nedbrydningsintensitet i sedimentet blev bestemt ved at méle oplgst uorganisk kulstof (DIC)
udtaget fra 4 cm dybde med kapilleerrer. Reddernes miljo vurderedes ved maling af akkumulering
af fytotoxiner i porevand (ammonium og ferrojern) udtaget med mikrokapillerer i 4 cm dybde,
(Mgller & Sand-Jensen 2008). Porevand udtaget med Hamiltonglaskanyl 100 eller 50 uL. (NH4 hhv.

Fe*+) fra to ror. Analyser udfert som anfert under del 1.

Mod slutningen af eksperimentet blev der mélt helkammermetabolisme ved forbrug (=
primeerproduktion) og produktion (= respiration) af CO-. En taetsiddende gennemsigtig plexiglas
top (med kendt volumen) blev placeret oven pa hvert kammer. Herefter pabegyndtes
gennempumpning af atmosfeerisk luft (med kendt CO: indhold) direkte til vandet i kammeret. En
slange ledte udferselsluften til en infrargd gas analysator (IRGA, LiCor, Lincoln), der analyserer
indholdet af CO-. Der antages saledes at koncentrationen af CO. i udferselsluften er i ligeveegt med
vandet i kammeret. Disse malinger blev udfert over 3 — 4 timer i béde lys og merke sndringer i
koncentrationen af CO- anvendtes til beregning af produktion og respiration. Beregningsprincippet
svarer til den angivet i afsnit 2.4, ved antagelse af en respiratorisk kvotient pa 1 (dvs. 1 mol O svarer
til i mol COs).

Ved forsggets afslutning blev der for mynte og arenpris registreret antal skud, skudlengde,
rodleengde, skud terveegt, rod torveegt samt skud:rodvaegts forhold. For vandstjerne blev kun total

planteveegt anvendt.

2.6 Planter og dyr i hydroponisk kultur (del 3)

Formalet med dette deleksperiment i hydroponisk kultur, altsd vandkultur uden sediment, var at
teste om tilstedeveerelsen af naturlige matrix af sediment har en afgiftende effekt pa pesticider i
grundvandsrealiske koncentrationer, og sdledes nedsatter effekter pa vaekst og overlevelse af
grundskuds- og amfibiske planter. Forventningen var, at eksperimentet ville bekreefte de tidligere

manglende effekter af pesticider fra opstillinger med sediment til stede.
Eksperimentet blev udfert fra november 2012 til februar 2013 i et tilbygningsskur pa

Ferskvandsbiologisk Laboratorium. Temperaturen i de eksperimentelle kamre fulgte saledes til en

vis grad variationerne i udenderstemperaturen i denne periode (Figur 2).
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FIGUR 2
VANDTEMPERATUREN I DE EKSPERIMENTELLE KAMRE I DEL 3.

I dette delforseg anvendtes en anden opstilling og et @ndret design i forhold til de to foregdende
delforsgg. Som eksperimentelle enheder blev der nu benyttet nye hvide 5 L plastikspande. Disse
blev ikke tilfort nogen form for sediment, men blot 2L vand (50% demineraliseret og 50%

hanevand). Der var sdledes ingen form for gennemstremning.

I hver spand blev der tilfart et individ af planterne tvepibet lobelie og strandbo, samt skud af
tykbladet &renpris og vandmynte. Planterne var tilnermelsesvis af samme storrelse, blev fordelt
tilfeeldigt, og holdt neddykket i vandet ved forsigtigt at placere plasticklemmer ved overgang fra
blade til redder (to forstnaevnte) eller omkring staenglen (to sidstnavnte). Desuden blev der til hver
spand tilfart to terrede og vejede bageblade (hentet i Fenstrup bzk) til kvantificering af
nedbrydning, samt en hvid keramisk kakel (2,3 x 2,3 x 0,4 cm) til registrering af algepaveekst. Til
den ene halvdel af spandene blev der yderligere tilsat en ferskvandstangloppe, to

vandbznkebiddere og to flodneritter, alle hentet i Esrum sg.

Antallet af kombinationer af pesticider blev reduceret til ni (Tabel 2), men til gengzaeld blev hver
behandling udfert i ti replikater ialt, fem med dyr, og fem uden dyr. Der var sdledes 90
eksperimentelle kamre (Billede 3).

TABEL 2
DOSERINGSSKEMA FOR 9 BEHANDLINGER AF DE TRE PESTICIDER.
0 = INTET (KONTROL), L = LAV (0,05 uGL™") , H = HOJ (5 pGL™).
A B C D E F G H I
Bentazon (Herbicid) o L o o H o o L H
Propiconazol Fungicid) o 0 L o [ H o L H
Pirimicarb (Insekticid) o o o L o o H L H
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BILLEDE 3
DEN EKSPERIMENTELLE OPSTILLING TIL DEL 3

Lyscyklus blev sat til 16 timer lys og 8 timer mgarke. Der blev til udvalgte spande tilsat sma Tidbit

temperaturloggere.

For at sikre tilstedeveerelse af passende mangder af bide CO2 og HCO3 p& samme tid (for at
tilgodese alle de medvirkende planters forskellige optag af uorganisk kulstof) blev pH jeevnligt
saenket til ca. 7, og alkaliniteten til ca. 2,5 meq L ved at tilsaette vand 6 gange overmaettet med
kulsyre. Omtrent hver 14. dag blev der tilsat en anelse nering i form af CaCl., MgSO,4, NaSO,,
K.SO,, Fe pa citratform, N & P-oplesning og Z8 (sporstofblanding) for at forhindre begraensning

med neeringsstoffer.

Pa grund af fordampning blev der labende suppleret med 50/50 demineraliseret/hanevand. Ved
hyppige vandskift var det hensigten at "maette” spandenes sorption og derved opné
pesticidkoncentrationer tet pa de nominelle. Ved vandskift og dermed tilseetning af frisk
pesticidblanding blev 1L af det eksisterende vand i spanden udtaget via havertsystem, og der blev

derefter tilsat 1L frisk blanding. Der blev skiftet vand og tilsat pesticider hver 14. dag.

Ved forsegets afslutning blev der for tvepibet lobelie og strandbo registreret antal grenne blade,
leengste blad, l&ngste rod, blad tervaegt, rod terveegt og blad:rodveegts forhold; og for strandbo
tillige antal udlgbere. For mynte og @renpris blev der registreret antal skud, skudlaengde,

rodlengde, skud tervaegt, rod terveegt samt skud:rodvaegts forhold.

Fauna blev registreret hver eller hver anden dag i begyndelsen, senere blot to gange ugentligt. Antal
levende individer blev noteret. Hvis et individ gentagne gange ikke kunne genfindes, blev det efter
endt forsegsperiode (hvor alt i spanden blev gennemundersegt) registreret som dedt ved forste

dato, hvor individet ikke kunne erkendes.

Kaklerne blev behandlet og klorofyl ekstraheret som i delforsgg 1 og 2. Bagebladene blev taget op af

spandene efter 39 dages eksponering, og efter terring i varmeskab blev de vejet.
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For at verificere de nominelle koncentrationer af de tre pesticider blev der den 14. februar 2013,
umiddelbart for eksperimentets afslutning, udtaget 9 vandprever, tilfaeldigt udvalgt blandt de ti
replikater af hver af de 9 behandlinger, og umiddelbart derefter sendt til analyse.

2.7 Interaktion: naering og pesticider (del 4)

Formalet med dette deleksperiment var at undersgge om naeringssalttilgeengelighed pavirker
effekten af pesticider pé overlevelse og veekst af etablerede samfund af grundskuds-, vandskuds- og
amfibiske planter i mikrokosmos. Forventningen var at god neringstilgang ville gavne vacksten af

de hurtigt voksende planter pa bekostning af rosetplanterne.

Eksperimentet blev igangsat 20. august og afsluttet 4. december 2013, og blev udfert i
Ferskvandsbiologisk Laboratoriums vaeksthus pa taget af Universitetsparken 4, Kebenhavn.
Temperatur og lys fulgte sdledes til en vis grad udenderstemperaturen, og faldt sdledes markant
gennem perioden (Figur 3). Dog blev vandtemperaturen visse dage i begyndelsen af eksperimentet

sa hgj at det muligvis har pavirket planternes trivsel.
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FIGUR 3
VANDTEMPERATUREN I DE EKSPERIMENTELLE KAMRE I DEL 4.

I dette delforsegg anvendtes igen nye hvide 5L plasticspande som eksperimentelle enheder, men for
at kunne inkludere naeringssaltniveau som ekstra variabel blev opstillingen igen sndret i forhold til
tidligere. Til hver spand blev der tilsat ca. 5 cm sandbundssediment hentet i Skénes Virsjo og 12 cm
(3L) vand (10% vand fra Esrum sg og 90 % demineraliseret vand). Der var saledes ingen form for
gennemstremning. I hver spand blev der plantet et individ af planterne tvepibet lobelie, strandbo
(hentet i Skénes Virsjo), og sma skud af planterne kruset vandaks (Potamogeton crispus), vandpest
(Elodea canadensis), tykbladet erenpris (Veronica beccabunga) (hentet i Esrum &) og vandmynte

(Mentha aquatica) (hentet i Koge a).
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TABEL 3
DOSERINGSSKEMA FOR 8 BEHANDLINGER AF DE TO PESTICIDER I DELFORSQG 4.
0 = INTET (KONTROL), H = HGJ (5 pGL").

A B C D E F G H

Lav Neering Hoj Neering
Bentazon (Herbicid) o H [o} H [o} H [} H
Propiconazol Fungicid) o [ H H o o H H

Der blev arbejdet med otte kombinationer af hgj koncentration (5 ugLt) af herbicidet bentazon og
fungicidet propiconazol og lav og hgj naering (Tabel 3). Hver behandling blev udfort i seks

replikater. Der var séledes 48 eksperimentelle kamre (Billede 4).

BILLEDE 4
DEN EKSPERIMENTELLE OPSTILLING TIL DEL 4.

Alle planterne blev for udplantning vejet (vidvagt - VV). Efter 3 uger blev der til halvdelen af
spandene tilsat 2 stk naeringspiller (Osmocote Roser, Produkt kode: A-7664; The Scotts Company
A/S) i sedimentet ved hver plante (alts& 12 neringspiller ialt i hver spand), samt 3 ml af en
stamoplgsning af de to pesticider til de relevante spande. Disse blev i oktober suppleret med andre
neeringspiller (Animix Rosengedning, N-P-K 10-2-9, Bayer A/S). Der blev til hver spand tilfert en
lille hvid karamiske kakel (2,3 x 2,3 x 0,4 cm) til registrering af algepavaekst. Der blev til udvalgte

spande tilsat smé Tidbit temperaturloggere (se Figur 3).

Ved afslutningen af eksperimentet blev der udtaget 8 vandprever (fra lav og hgj naering), disse blev
frosset, og efterfalgende anvendt til bestemmelse af flere vandkemiske parametre. Alkalinitet blev
malt ved Gran-titrering med 0,01M HCl i pH intervallet 4,4-3,7 mélt med en Radiometer elektrode
(model PHC2001-8 pH kombi elektrode). Total N og total-P blev mélt spektrofotometrisk efter
vaddestruktion med persulfat. N blev malt pa autoanalyser (ALPKEM 301) og P direkte pa
spektrofotometer (SHIMADZU UV-1800).

Ved hyppige vandskift (ca. hver 8.-10. dag, dog hyppigere i begyndelsen) var det hensigten at
“maette” spandenes sorption og derved opné pesticidkoncentrationer taet pa de nominelle. P4 grund
af fordampning blev der labende suppleret med demineraliseret vand. Omtrent hver 14. dag blev

1/3 af vandet udskiftet og tilsat koncentreret pesticidoplosning for at opretholde koncentrationen.
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For at verificere de nominelle koncentrationer af de to pesticider blev der 15. oktober og 18.
november 2013 (sidstnavnte umiddelbart for eksperimentets afslutning), udtaget 8 vandprever, én
tilfeeldigt udvalgt blandt de seks replikater af hver af de 8 behandlinger, og umiddelbart derefter

sendt til analyse.

Ved forsggsafslutning blev alle planter delt i skud+blade og roddele og friskveegten bestemt. Der
blev i dette eksperiment testet pa vaekstrater og skud:rodvagts forhold.
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3. Resultater

3.1 Grundskudsplanter og smadyr fra sg (del 1)

3.1.1 Pesticidkoncentrationer

Indledningsvis var indlgbskoncentrationerne til kamrene af alle tre pesticider lavere end de
tilsigtede nominelle koncentrationer, og i samme maleperiode var udlgbskoncentrationerne
konsekvent lavere end indlebskoncentrationerne (Figur 4). Disse forhold beskrives tydeligst ved at
se nermere pa den hgje nominelle behandlingskoncentration (5 ug L). For bentazon var
koncentrationen i indlgbet 1,300 ug L i december (26 % af nominelle), og 5,325 pg L i indlebet
(lidt over nominelle) mod 4,150 ug L i udlgbet i februar (78 % af indlgbet). For propiconazol var
koncentrationen i indlgbet 1,250 ug L i december (25 % af nominelle), og 4,475 ug L i indlgbet
(90 % af nominelle) mod 2,000 pg L i udlgbet i februar (45 % af indlgbet). For pirimicarb var
koncentrationen i indlgbet 0,970 pg L* i december (19 % af nominelle), og 3,275 ug L' i indlgbet
(65 % af nominelle) mod 0,813 pg L i udlgbet i februar (25 % af indlgbet). Disse forhold tilskrives
initiel adsorption i indlebssystemet (dunke og slanger). Midtvejs i forseget (februar) opnaedes stort
set de tilsigtede koncentrationer i indlgbsvandet, mens der blev mélt lavere koncentrationer i
udlgbsvandet, serligt for propizonazol og pirimicarb. Ved afslutningen af forsgget var

udlgbskoncentrationerne for alle tre stoffer taet pé de tilsigtede nominelle.

Der blev i nogle tilfaelde mélt koncentrationer af propiconazol og pirimicarb i kontroller som 14 over
detektionsgraensen (= 0.01 pugL?). For pirimicarbs vedkommende gealder det kun for indlgbsvand i
december, hvor der i to ud af seks stikprgver blev malt maximalt 0,015 pg L. Problemet var mere
udtalt for propiconazol, hvor der i alle fire stikpreveserier blev fundet koncentrationer pa op til
0,079 pg L, og i to til fire af de seks udtagne praver per serie. Dette kunne tyde pa utilsigtet

kontaminering enten i forsggene eller analyserne. Der blev ikke fundet tegn pa krydskontaminering.
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FIGUR 4

GENNEMSNITLIGE KONCENTRATIONER (+ SE) I INDL@BS- OG UDL@BSVAND AF DE TRE PESTICIDER I
DELFORS@G 1. DE VANDRETTE STREGER PA Y-AKSEN ANGIVER DE NOMINELLE, TILSIGTEDE
KONCENTRATIONER FOR KONTROL (< DETEKTIONSGRANSEN PA 0.01 ugL*), LAV OG H@J KONCENTRATION.
DER ER ANGIVET GENNEMSNITSVARDIER FOR STIKPROVERNE, DERFOR KAN VARDIER UNDER
DETEKTIONSGRANSEN FOREKOMME.

3.1.2 Algevaekst, nedbrydning af blad detritus og faunamortalitet
Algebiomassen pa kaklerne blev bestemt efter 43, 135 og 183 dage, og de tilsvarende tilveekstrater
udregnet for periode 1 (dag o - 43), periode 2 (dag 47 - 135) og periode 3 (dag 0 — 183).

BILLEDE 5
KAKLER MED VAKST AF ALGER FRA MIKROKOSMOSKAMRE I DELFORS@G 1, VED FORSTE OPTAG EFTER 43
DAGE.
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Den gennemsnitlige algebiomasse néede et konstant niveau i lobet af mindre end 43 dage, idet den
efter periode 1 var 1,04 pg klo a cm2, mens der i periode 2 blev opbygget 0,91 ug klo a cm= og i hele
periode 3 blev opbygget 0,99 ug klo a cm 2. Der var meget stor variation i algebiomasse mellem
enkeltkamre og mellem gennemsnit af pesticidbehandlinger (Billede 5), og der blev ikke fundet
signifikante forskelle mellem behandlinger og perioder. Bentazon analyseret seerskilt (med
varierende koncentration af de to andre pesticider) viste heller ingen effekt pa opbygning af

algebiomassen efter periode 1.

Nedbrydning af bladpladerne i mikrokosmos var hverken pavirket af behandling eller posetype
(finmasket vs. grovmasket), ej heller fandtes der nogen interaktionseffekt. Som gennemsnit havde
bladpladerne ved slutningen af forseget tabt 90,1 % i veegt i de grove og 87,8 % i de fine poser. Dette

betyder at ituriverne ikke har bedraget til nedbrydning af blade i mikrokosmoskamrene.

Eksponentielle funktioner fittet til mortalitetsdata for de tre arter af smadyr (% overlevende
individer) viste meget hgj forklaringskraft (R2 = 0,94 — 0,98). Disse angav at mindst 50 % af
Gammarus lacustris, Asellus aquaticus og Theodoxus fluviatilis stadig var i live efter henholdvis 8,
10 og 25 dage. Der var ingen effekt af pesticidbehandlinger pé overlevelsen af nogen af arterne af
smadyr, hverken ved forste (mortalitetsdata 1) eller anden opggerelse (mortalitetsdata 2), ej heller af

forskellige koncentrationer af pirimicarb (med varierende taethed af de to andre pesticider).

3.1.3 Ammoniom, ferro-jern og uorganisk kulstof i sediment

Koncentration af ammonium, ferrojern og oplast uorganisk kulstof (DIC) i sedimentets porevand
blev mélt ved eksperimentets begyndelse (26. november) og afslutning (11-18. marts). Ferrojern
kunne ikke detekteres, hverken i kontroller eller ved pesticideksponering. Der var alts ingen tegn
p4, at reddernes iltudskillese var haemmet og ferrojern af den grund blev ophobet. Ved udtagning af
10 gange storre volumen (500 uL fra et kammer) blev absorbansen ca. 10 gange stgrre (0,015 mod

0,001), hvorfor det formodes at koncentrationen af ferrojern reelt var under detektionsgransen.

Den gennemsnitlige koncentration af ammonium var ved start 409 uM (+ 1767 SD), og ved
afslutning 828 uM (+ 743 SD). Den gennemsnitlige koncentration af DIC var ved start 0,780 mM (+
0,060 SD) og ved afslutning 1,106 mM (+ 0,227 SD). Der var ingen effekt af

pesticidbehandlingerne.

Der var signifikant effekt af de 15 pesticidbehandlinger i forhold til kontrollerne pa
slutkoncentrationen af ammonium (Fi4,30 = 5,671; P < 0,001) 0g DIC (Fi4,29 = 3,823; P = 0,001). Der
var imidlertid ingen effekt af hvert af de tre pesticider testet serskilt (med varierende koncentration

af de to andre pesticider).

3.1.4 Iltforbrug og produktion i kamre

Brutto iltproduktion, respiration og netto iltproduktion blev mélt i hvert kammer efter 17 og 30
uger. Der var stor variation mellem enkeltkamre, serligt ved anden méling (Figur 5 og 6). Der var
ingen korrelation mellem forste og anden méling for nogen af disse parametre. Der var ingen

forskel pa den gennemsnitlige bruttoproduktion mellem forste og anden maling, mens
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respirationen var signifikant hgjere (t4: = 16,330; P < 0,001), og nettoproduktionen siledes

signifikant lavere ved anden méling sammenlignet med forste méling (t4: = 5,170; P < 0,001).

Der var ingen effekt af pesticidbehandlingerne pa de tre responsparametre, hverken ved forste eller
ved anden méling, og dette geelder bade ved sammenligning af de 15 behandlinger, og ved test pa de
tre forskellige niveauer af hvert enkelt stof hver for sig (med varierende koncentrationer af de andre

2 stoffer).
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FIGUR 5
GENNEMSNIT AF SAMLET ILTPRODUKTION (POSITIVE VARDIER) OG ILTFORBRUG
(NEGATIVE VARDIER) + SE I MIKROKOSMOSKAMRE EFTER 17 UGER.
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FIGUR 6

GENNEMSNIT AF SAMLET ILTPRODUKTION (POSITIVE VARDIER) OG ILTFORBRUG
(NEGATIVE VARDIER) + SE I MIKROKOSMOSKAMRE EFTER 30 UGER.
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3.1.5 Fotosyntese hos tvepibet lobelie

Den gennemsnitlige fotosyntesekapacitet fra PAM malinger af lobelieblade var naesten ueendret fra
forsggsstart i november (0,405 + 0,211 SD), og 4 méneder senere i marts (0,475 + 0,135 SD). Der
var ingen signifikant effekt af pesticidbehandlingerne pé fotosyntesekapaciteten, hverken testet som
15 forskellige behandlinger eller ved en sammenligning af de 3 koncentrationer af hvert pesticid

(med varierende koncentrationer af de andre 2 stoffer).

3.1.6 Morfologiske parametre og mortalitet hos tvepibet lobelie

Der blev ikke fundet signifikante effekter af pesticidbehandlingerne pé nogen af de morfologiske
parametre: bladvegt plante, bladleengde, rodveagt plante, rodleengde eller bladveegt:rodvaegt
forholdet, hverken testet som 15 forskellige behandlinger eller ved en sammenligning af de 3
koncentrationer af hvert pesticid (med varierende koncentrationer af de andre 2 stoffer). P4 Billede

6 ses lobelieplanter efter eksperimentet.

Overordnet faldt antallet af levende lobelieplanter i kamrene signifikant gennem forsggsperioden
fra et initielt gennemsnit pé 16,9 til 11,9 ved afslutningen (t44 = 4,589; P < 0,001). Det
gennemsnitlige antal blade per plante &endrede sig ikke under forseget (4,7 ved start vs. 4,6 ved
afslutningen). Der var dog ingen signifikant effekt af pesticidbehandlingerne pa mortalitet af
planter eller blade, hverken testet som 15 forskellige behandlinger eller ved en sammenligning af de

3 koncentrationer af hvert pesticid (med varierende koncentrationer af de andre 2 stoffer).

BILLEDE 6
INDIVIDER AF TVEPIBET LOBELIE EFTER DEL 1.

3.1.7 Svampevaekst i sediment

Der blev registreret hyfer af mykorrhizasvampe i samtlige indvaekstposer placeret i sedimentet. Der
var dog ingen signifikant effekt af pesticidbehandlingerne pa tethed af svampehyfer, hverken testet
som 15 forskellige behandlinger osv. eller ved en sammenligning af de 3 koncentrationer af hvert

pesticid (med varierende koncentrationer af de andre 2 stoffer).
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3.1.8 Eksperiment i petriskile (supplement)

Eksponentielle funktioner fittet til mortalitetsdata for de tre arter af smadyr (% overlevende
individer) viste meget hgj forklaringskraft (R2 = 0,95 — 0,98). Disse angav at 50 % af Gammarus
lacustris, Theodoxus fluviatilis og Asellus aquaticus stadig var i live efter henholdvis 13, 25 og 35
dage. Eksperimentet underbyggede resultatet fra mikrokosmosdelen, idet der ingen signifikant
effekt var af pesticidbehandlingerne pa hverken opbygning af algebiomasse eller nedbrydning af
bladdetritus. Ved tilstedevaerelsen af snegle blev der opbygget signifikant mindre algebiomasse
(Fi89 = 26,14; P < 0,001), og under tilstedevarelsen af iturivere var massetabet af bggebladene
signifikant hgjere (F1,80 = 10,26; P < 0,002). Der var ingen interaktion mellem effekt af
behandlinger og effekt af fauna. Der var ingen effekter af bentazon pa tilvaeksten af algebiomasse,

eller af interaktion mellem bentazon og graesning (Figur 7).

W Uden graesning

5 S Med graesning

i]l I

Kontrol Lav (0,05 pg/L) Hgj (5,0 ug/L)

Algeakkumulering (% d2)

FIGUR 7

BIOMASSEAKKUMULERINGSRATE (% d) + SE AF ALGER PA KAKLER VED NUL
(KONTROL), LAV (0,05 pgL") OG H@J (5 ugL*) KONCENTRATION AF BENTAZON I
PETRISKALE MED OG UDEN GRASNING.

Der var ingen effekt af behandlingerne pa de tre arters levetid, ej heller af pirimicarb analyseret
seerskilt, eller pa interaktion mellem behandlinger og arter. Der var heller ingen effekt af
propiconazol pa nedbrydningen af bladpladerne uden iturivere, altsd den mikrobielle andel af

nedbrydningen, men iturivernes effekt pa nedbrydningen var signifikant lavere ved hgj

koncentration af propiconazol (Figur 8). I Tabel 4 opsummeres resultaterne fra deleksperiment 1.
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FIGUR 8

MASSETAB (%) + SE AF BLADPLADER VED NUL (KONTROL), LAV (0,05 pg L) OG
HOJ (5 ug L) KONCENTRATION AF PROPICONAZOL I PETRISKALE MED OG UDEN
ITURIVERE (DETRITIVORE).

TABEL 4
RESUME AF RESULTATERNE FUNDET I DEL 1.

Ingen effekt Generel mortalitet
Ingen effekt Generel mortalitet
Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt Lav aktivitet

Ingen effekt

Ingen effekt Steg gennem forsog
Ingen effekt Ueendret gennem forsog
Ingen effekt Stor variation

15 behandl. overordnet  Ingen effekt af stoffer enkeltvis

15 behandl. overordnet ~ Ingen effekt af stoffer enkeltvis

Ingen effekt Ueendret gennem forseg
Ingen effekt

3.2 Amfibiske planter fra vandleb (del 2)

3.2.1 Pesticidkoncentrationer

Ligesom i del 1 fandtes at indlgbskoncentrationerne til kamrene af alle tre pesticider var lavere end

de tilsigtede nominelle koncentrationer, og i samme méleperiode var udlgbskoncentrationerne
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konsekvent lavere end indlgbskoncentrationerne (bortset fra bentazon) (Fig 9). Disse forhold
beskrives tydeligst ved at se naermere pa den hgje nominelle behandlingskoncentration (5 pg L).
For bentazon var koncentrationen i indlgbet 4,875 pg L*i september (reelt lig med den nominelle),
og 4,175 ug L1i indlgbet (84 % af nominelle) mod 4,000 ug Li udlebet i december (96 % af
indlgbet). For propiconazol var koncentrationen i indlgbet 2,750 ug L1 september (55 % af
nominelle), og 3,575 pug L1 indlgbet (72 % af nominelle) mod 1,825 pg L*i udlgbet i december (51
% af indlgbet). For pirimicarb var koncentrationen i indlgbet 3,200 pg L1 september (64 % af
nominelle), og 3,900 ug Liindlgbet (78 % af nominelle) mod 2.825 ug L*i udlebet i december (72
% af indlgbet).

Alle tre pesticider blev i nogle tilfeelde fundet i kontrolvand. For bentazons vedkommende i
december béde i ind- (max 0,024 ug L' i fem af seks stikprever) og i udlgbsvand (max 0,410 ug L
tre af seks stikprgver). Propiconazol blev kun maélt i indlgbsvand i september (max 0,090 pg L1ito
af seks stikprgver). Pirimicarb blev fundet i koncentrationer pad max 0,027 ug L' og 0,130 ug L1
indlgbsvand i henholdsvis september og december, begge gange i fire af seks stikprover. Dette
kunne tyde pé utilsigtet kontaminering enten i forsggene eller analyserne. Der blev dog ikke

konstateret krydskontaminering.
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FIGUR 9

GENNEMSNITLIGE KONCENTRATIONER + SE I INDL@BS- OG UDL@BSVAND AF DE TRE PESTICIDER I DELFORSGG
2. DE VANDRETTE STREGER PA Y-AKSEN ANGIVER DE NOMINELLE, TILSIGTEDE KONCENTRATIONER FOR
KONTROL (< DETEKTIONSGRZANSEN PA 0.01 puGL%), LAV OG H@J KONCENTRATION.
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3.2.2 Algevaekst og nedbrydning af bladdetritus
Den gennemsnitlige mengde bentiske mikroalger pa kakler var efter 7 uger (16. november) 0,65 pg
Klo.a ecm2 (+ 0,66 SD), og efter 11 uger ved eksperimentets afslutning 0,90 pg Klo.a cm2 (+ 0,96

SD). Pa sedimentet var klorofylmaengden ved slut 0,44 pg Klo. a cm2 (+ 0,18 SD).

Ved forste indsamling af kaklerne var der ikke significant forskel i algemengde for de 15
behandlinger, men det var der ved forsggets afslutning (Fi4,30 = 2,32; P = 0,026). Ved at teste for
effekter af hvert af de tre pesticider saerskilt (med varierende teethed af de to andre pesticider)
fandtes dog ingen effekter. Der var heller ingen signifikante forskelle i algemangde pa sedimentet,

hverken for de 15 behandlinger eller for pesticider enkeltvis.

Den gennemsnitlige nedbrydning af de tilsatte torrede bogeblade var efter 7 uger (16. november)
13,8 % (+4,7 SD), og efter 11 uger (ved eksperimentets afslutning) 18,5 % (+4,3 SD). Der var
significant forskel pd nedbrydning for de 15 behandlinger ved forste indsamling (Fi4,30 = 4,23; P <
0,001), men ikke ved den sidste. Ved at teste for effekten af hvert af de tre pesticider saerskilt (med
varierende koncentration af de to andre pesticider) var der ved forste optag en effekt af
propiconazol (Fz,42 = 4,69; P = 0,015) og pirimicarb (F2,42 = 4,99; P = 0,011), men hvor
nedbrydningen overraskende steg med koncentrationen af begge disse stoffer. Der var ingen effekt

af bentazon.

3.2.3 Ammonium, ferro-jern og uorganisk kulstof i sediment
Koncentration af ammonium, ferrojern og oplast uorganisk kulstof (DIC) i sedimentets porevand
blev mélt ved eksperimentets begyndelse (31. august) og igen efter 11 uger, ved eksperimentets

afslutning (16. december).

Den gennemsnitlige koncentration af ammonium var ved start 27,4 uM (+ 63,9 SD), og ved
afslutning 9,4 uM (+ 3,6 SD), et signifikant fald (t44 = 4,091; P < 0,001). Den gennemsnitlige
koncentration af ferrojern var ved start 68,6 uM (+ 72,0 SD), og ved afslutning 29,0 uM + (28,5
SD), et fald der dog ikke var signifikant. Den gennemsnitlige koncentration af DIC var ved start 2,60
mM (+ 0,65 SD) og ved afslutning 2,00 mM (£ 0,74 SD), et signifikant fald (t44 = 6,865; P < 0,001).

Der var ingen signifikante effekter af de 15 pesticidbehandlinger pa forskellen i ammonium,
ferrojern eller DIC, €] heller ved test for effekt af hvert af de tre pesticider saerskilt (med varierende

teethed af de to andre pesticider).

3.2.4 Iltforbrug og produktion i kamre

Brutto iltproduktion, respiration og netto iltproduktion blev malt i hvert kammer umiddelbart for
afslutningen af eksperimentet (Figur 10). Der var ingen effekt af pesticidbehandlingerne pa de tre
responsparametre, og dette geelder bdde ved sammenligning af de 15 behandlinger, og ved test pa de
tre forskellige niveauer af hvert enkelt stof hver for sig (med varierende koncentrationer af de andre

2 stoffer).
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GENNEMSNIT AF SAMLET ILTPRODUKTION (POSITIVE VARDIER) OG ILTFORBRUG (NEGATIVE VARDIER) + SE I
MIKROKOSMOSKAMRE I DEL 2.

3.2.5 Morfologiske parametre og mortalitet hos planterne
I begyndelsen af september var mange @renpris og mynte vokset hgjt ud af vandet og vandstjerne
dannet flydende bladrosetter (Billede 2). Der blev pa dette tidspunkt konstateret stedvist kraftig

graesning fra billelarver pa iseer aerenpris.

Dadeligheden blandt planterne under eksperimentet var lav for tykbladet &renpris (2 %), men
noget hgjere for vandmynte (9 %) og vandstjerne (13 %), dog uden at det var relateret til
behandlingstype. Ved eksperimentets afslutning var de gennemsnitlige tervaegte af de hastede
planter af &renpris: 1412 mg (+ 621 SD), mynte 579 mg (+ 458 SD), og vandstjerne 176 mg (+ 173

SD). Der var saledes meget stor variation indenfor arterne.

Der var ingen signifikante forskelle mellem de 15 pesticidbehandlinger pa nogle af de morfologiske
planteparametre. Testes effekten af hvert af de tre pesticider sarskilt (med variende koncentration
af de ovrige to pesticider) fandtes dog effekt af propiconazol pa terveegten af skud (Fz,38 = 5,69; P =
0,007) hos vandmynte, der var hgjst ved lav koncentration og lavest ved den hgje koncentration
(Figur 11). Der blev ikke fundet signifikante effekter pa arenpris eller vandstjerne. I Tabel 5

opsummeres resultaterne fra deleksperiment 2.
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FIGUR 11
GENNEMSNIT (+ SE) AF SKUDVAGT HOS VANDMYNTE VED KONTROL OG TO
KONCENTRATIONER AF PROPICONAZOL I DELEKSPERIMENT 2

TABEL 5
RESUME AF RESULTATERNE FUNDET I DEL 2.

Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt

Overordnet

Ingen effekt
Ingen effekt
Effekt af fungicid Positiv effekt af lav koncentration
Ingen effekt
Ingen effekt

Overordnet Ingen effekt af enkeltstoffer

Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt

Effekt af fungicid og insecticid Sterst nedbrydning ved hgj konc.
Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt Sign fald gennem eksperiment
Ingen effekt Sign fald gennem eksperiment

Ingen effekt Sign fald gennem eksperiment
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3.3 Planter og dyr i hydroponisk kultur (del 3)

3.3.1 Pesticidkoncentrationer

For bentazons vedkommende var de mélte koncentrationer i gennemsnit teet pa de nominelle (lav:
0,042 — 0,042; gens 0,042 ug L) og (hgj: 4,1 — 4,5; gens. 4,3 ug L), mens de 14 pa ca. det halve for
pirimicarb (lav: 0,018 — 0,021; gens 0,020) og (hgj: 2,4 — 2,7; gens. 2,6 ug L1). Koncentrationen af
den lave behandling af propiconazol (0,020 — 0,029; gens. 0,025 ug L) var ligeledes kun det halve
af den tilsigtede, mens den overraskende var under detektionsgransen (< 0,01 ug L) for hvad der
skulle have veret ved den hgje behandling (dette var dog kun baseret pa to stikprever, hvorfor vi
ikke kan vaere sikre pa at det har veeret et gennemgaende problem). Der blev ikke fundet pesticider i

stikprover fra kontrolbehandlingerne, €] heller konstateret krydskontaminering.

3.3.2 Algevaekst, nedbrydning af blad detritus og faunamortalitet

Faunaen udviste en generelt hgj mortalitet i alle behandlinger — ogsé i kontroller. For
ferskvandstangloppe og flodnerit var hhv. 76 og 80 % af individerne dade efter 4 dage, og alle dede
efter 11 dage. Hos vandbzenkebidder var halvdelen dede efter 21 dage og alle var dede efter 48 dage.
Den generelle overlevelse af faunaen var saledes sé lav, at behandlingerne med og uden fauna puljes

i de gvrige analyser af effekten af pesticidbehandlinger, som derfor testes med 10 replikater.

Den gennemsnitlige mangde bentiske mikroalger pa kakler var ved fosggets afslutning 0,40 pg Klo.
a cm2 (+0,20 SD). Der var significant forskel mellem de 9 behandlinger (Fsg: = 2,85; P = 0,008).
Tukey’s test viste at ingen behandlinger var forskellige fra kontrollen, men algebiomassen ved hgj
pirimicarb var signifikant hgjere end den med hgj bentazon (P = 0,008) og hgjere end den med alle

pesticider sammen i lav koncentration (P = 0,036) (Figur 12).
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FIGUR 12
GENNEMSNIT (+ SE) AF ALGEVAKST (KLOROFYL) PA KAKLER FOR DE 9 BEHANDLINGER I DELEKSPERIMENT 3

Den gennemsnitlige nedbrydning af de tilsatte terrede begeblade var ved forsegets afslutning 5,9 %
(+£3,0 SD). Der var significant forskel mellem de 9 behandlinger (Fss = 2,25; P = 0,032). Tukey’s

test viste at ingen behandlinger var forskellige fra kontrollen, men nedbrydningen med alle
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pesticider i hgj koncentration var signifikant hgjere end den med hgj bentazon (P = 0,015) (Figur

13).
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FIGUR 13
GENNEMSNIT (+ S) AF NEDBRYDNING AF BOGEBLADE) FOR DE 9 BEHANDLINGER I DELEKSPERIMENT 3

3.3.3 Morfologiske parametre og mortalitet hos planterne

Dadeligheden blandt planterne under eksperimentet var lav for vandmynte (0 %) og strandbo (3
%), men noget hgjere for tykbladet &renpris (12 %) og lobelie (11 %), dog uden at det var relateret til
behandlingstype. Ved eksperimentets afslutning var de gennemsnitlige torvagte af de hgstede
planter af &renpris: 192 mg (+ 1165 SD), mynte 218 mg (+ 143 SD), strandbo 12,5 mg (+ 4,8 SD), og
lobelie 7,3 mg (+ 7,0 SD). Der var séledes stor variation indenfor arterne. Der fandtes enkelte
signifikante effekter af pesticidbehandlingerne pa nogle af de morfologiske planteparametre. For
lobelie var der signifikant effekt af behandlinger pé l&engden af leengste rod (Fs 0 = 2,70; P = 0,012)
og rod tervaegt (Fs;0 = 2,10; P = 0,048). Tukey’s test viste at behandlingen med lav og hgj
pirimicarb gav signifikant kortere radder end ved kontrollen (P = 0,026) og lav koncentration af

bentazon (P = 0,027) (Figur 14).
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P& strandbo var der generel behandlingseffekt pa bladantallet (Fs ;s = 2,55; P = 0,016). Tukey’s test

viste at behandlingen med alle tre pesticider i lav koncentration gav signifikant flere blade end ved

kontrollen (P = 0,016) og alle 3 pesticider i hgj koncentration (P = 0,049) (Figur 15).
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GENNEMSNIT (+ S) AF BLADANTAL HOS STRANDBO FOR DE 9 BEHANDLINGER I DELEKSPERIMENT 3
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En opsummering af resultaterne fundet i deleksperimet 3 fremgér af Tabel 6

TABEL 6
RESUME AF RESULTATERNE FUNDET I DEL 3.

Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt

Overordnet
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt

Ingen effekt

Ingen effekt
Ingen effekt
Ingen effekt
Overordnet, Insekticid Negativ effekt
Overordnet

Ingen effekt

Overordnet, Fungicid NB: Positiv effekt

Overordnet, Fungicid NB: Neg effekt af lav koncentration

3.4 Interaktion: naering og pesticider (del 4)

3.4.1 Pesticidkoncentrationer

Ved forste udtagning (15. oktober) var de mélte koncentrationer af bentazon i gennemsnit teet pa de
nominelle (4,9 — 5,9; gens. 5,3 ug L1), mens de for propiconazol (igen) 14 pa ca. det halve (1,9 — 3,5;
gens. 2,4 ug L 7). Nogenlunde det samme blev fundet ved anden udtagning (20. november), to uger

far forsegets afslutning, (bentazon 4,0 — 4,4; gens. 4,2 ug Li* og propiconazol 1,8 — 2,2; gens. 2,0 ug
L). Der blev pé intet tidspunkt fundet pesticider i kontroller eller tegn pd krydskontaminering.
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3.4.2 Neaeringssaltkoncentrationer og vandkemi

Ved slutningen af eksperimentet (20. november) blev vandpraver til analyse af en reekke
vandkemiske parametre udtaget. Alkalinitet og pH var henholdsvist 0,52 meq L (+0,16 SD) og 7,13
(+0,43 SD), og der var ikke systematisk forskel mellem behandlinger.

Koncentrationen af total-N var 6,42 mg L* (+2,63 SD) i de berigede spande, og 0,22 mg L* (+0,08
SD) i spande uden gedningspiller. Helt si markant en forskel var der ikke for total-P, hvor
koncentrationen var 88 ug L1 (+57 SD) i de berigede spande, mod 16 pug L (+17 SD) i spande uden
tilsat naering, men altsd med ganske stor intern variation i de to grupper af spande. Disse forskelle i

neringssaltkoncentration kunne tydeligt ses pd mikrokosmossamfundene (Billede 7)

BILLEDE 7
TYDELIG FORSKEL PA NARINGSFATTIG BEHANDLING (TIL VENSTRE) OG NARINGSBERIGET BEHANDLING (TIL
HOJRE) I DEL 4.

3.4.3 Algevaekst pa kakler

Den gennemsnitlige maengde bentiske mikroalger pa kakler var ved forsegets afslutning 1,35 ug Klo.
a cm™ (+1,18 SD) i spande med hgj naering, og 0,21 pug Klo. a cm2 (+0,07 SD) i spande med lav
nearing. Neaeringseffekten var signifikant (Fi4; = 66,27; P < 0,001). Der ikke var nogen effekt af
pesticidbehandling (Fs,4; = 1,09; P = 0,365), heller ikke ved hgj naering (Fs23 = 2,61; P = 0,080). Der
var dog en effekt af pesticidbehandlingen pa responset pa neeringsniveauet (interaktionseffek, Fs 47
= 4,41; P = 0,009), idet forskellen i klorofylkoncentration mellem lav og hgj nering var konsekvent

(og markant) mindre ved tilstedeverelse af de to pesticider, bade hver for sig og sammen (Tabel 7).

TABEL 7
KONCENTRATION AF KLOROFYL A (uG CM-2) PA KAKLER I DEL 4.

Lav Signifikans Hoj Forhold
Behandling naering niveau naering hej:lav
Kontrol (uden pesticid) 0,15 <0,001 2,31 15,4
Propiconazol (fungicid) 0,24 <0,05 1,34 5,6
Bentazon (herbicid) 0,25 <0,05 0,82 3,3
Propiconazol + Bentazon 0,21 <0,05 0,95 4,5
Total 0,21 <0,001 1,35 6,4
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3.4.4 Morfologiske parametre og mortalitet hos planterne

Der var ingen dgdelighed hos vandpest, strandbo og lobelie. Derimod var den anseelig hos tykbladet
@renpris og kruset vandaks, mens nzsten alle individer af vandmynte dede under forseget. Data for
de tre sidstnaevnte arter er sdledes for spinkel til komplet resultatanalyse (vandmynte udgar helt).
Dadeligheden var generelt en smule hgjere ved hgj naeringsniveau, men var ikke relateret til

pesticidbehandling.

Ogsa for sa vidt angdr veekst var der meget stor forskel pa hvor godt planterne klarede sig under
eksperimentet (Tabel 8). Arenpris var typisk den art der kom til at dominere, og voksede langt op
af de fleste spande, i andre tilfzelde overtog vandpest helt biomassen under vandet, mens fx. lobelie

generelt klarede sig darligt og havde negativ vaekst.

TABEL 8
GENNEMSNITSVARDIER FOR VADVAGT, VAKSTRATE OG D@DELIGHED HOS DE 6 PLANTEARTER I
DELEKSPERIMENT 4.

Vadvaegt (g) Vaekstrate (d) Doadelighed

Start Slut

Gens. SD Gens. SD Gens. SD Planter %
Vandpest 0,781 0,226 2,279 1,515 0,009 0,005 o} o}
Strandbo 0,282 0,130 0,325 0,159 0,001 0,004 o o
Lobelie 1,826 0,882 0,970 0,484 -0,006 0,003 o o
ZErenpris 0,832 0,311 7,252 10,862 0,015 0,011 13 27
Vandaks 0,167 0,086 0,277 0,266 0,006 0,006 11 23
Mynte 0,731 0,198 0,033 0,087 -0,012 0,002 41 85

Den samlede biomasse af planter per spand var signifikant sterre ved hgj (30,79 gVV +23,47 SD)
end ved lav nering (7,61 gVV 2,25 SD) (F1,47 = 27,44; P < 0,001). Der var dog ingen effekt pa

samlet biomasse af pesticidbehandlinger eller interaktion med naeringsniveau.

Der var signifikant positiv effekt af naeringsstofberigelse pé vaekstrater hos vandpest (F1,47 = 21,17; P
< 0,001), &renpris (Fi33 = 7,36; P < 0,001) og strandbo (F147 = 14,95; P < 0,001), men ikke hos
vandaks og lobelie (Tabel 9). Der var ogsa positiv effekt af neeringsstofberigelse pa
skud:rodvaegtsforhold hos vandpest (F14; = 14,14; P < 0,001), strandbo (F1,4; = 20,25; P < 0,001) 0og

lobelie (Fi47 = 6,44; P = 0,015).
Der var tillige effekt af pesticidbehandlingerne ved hgj neering pa skud:rodveagtsforholdet hos

lobelie (F3,47 = 4,26; P = 0,011), som var lavere ved behandlingerne med propiconazol samt

propiconazol & bentazon.
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TABEL 9
GENNEMSNITLIGE VAKSTRATER (d*) VED DE 4 PESTICIDBEHANDLINGER MED LAV OG H@J
NAERINGSKONCENTRATION I DELEKSPERIMENT 4.

Lav naring Hoj naering

Fung. Fung.

Kontrol Fung. Herb. & Herb. Kontrol Fung. Herb. & Herb.

Vandpest 0,007 0,008 0,005 0,006 0,011 0,016 0,010 0,010
Strandbo -0,001 -0,002 0,001 0,001 0,003 0,004 0,002 0,004
Lobelia -0,006 -0,007 -0,006 -0,007 -0,004 -0,005 -0,006 -0,006
Arenpris 0,004 0,009 0,008 0,008 0,024 0,025 0,026 0,025
Vandaks 0,006 0,009 0,002 0,004 0,004 0,011 0,002 0,003

Et NMDS ordinationsplot (Non-metric Multi-Dimentional Scaling) baseret pa Bray-Curtis
similariteter af standardiserede slut-vadveegte (for at fjerne effekten af den systematisk hgjere
samlede biomasse ved hgj neringssaltniveau) viser ligheder mellem samfundenes sammensatning
(relative fordeling af biomasse pa de 6 plantearter) i spandene (Figur 16). ANOSIM analyser
(Analysis of Similarity) tester om variationen i artsfordeling mellem samfund (her enkeltspande)
imellem pé forhand definerede grupper (her fx hgj versus lav naringstilforsel) er storre end
indenfor disse grupper. Der var significant forskel pa samfundene ved de to neringsniveauer
(Global R = 0,232; P = 0,001), men ikke for de forskellige pesticidbehandlinger, hverken ved lav
(Global R = -0,012; P = 0,491) eller ved hgj naring (Global R = -0,011; P = 0,491). De bl4 trekanter
til hgjre pa diagrammet er spande domineret af &erenpris, mens de blé trekanter til venstre er
spande uden dominans af arenpris, men typisk domineret af vandpest. Resultaterne for del 4 er

opsummeret i Tabel 10.
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FIGUR 16

NMDS ORDINATION AF PLANTESAMFUNDENE I DE 48 ENHEDER. GRONNE SYMBOLER ANGIVER DE
NARINGSFATTIGE BEHANDLINGER, OG BLA DE NARINGSBERIGEDE. AFSTANDEN MELLEM PUNKTERNE
ANGIVER DE RELATIVE LIGHEDER (SIMILARITETER) I DE SEKS PLANTEARTERS RELATIVE BIDRAG TIL DEN
SAMLEDE PLANTEBIOMASSE. SALEDES ER TO NART PLACEREDE PUNKTER FORHOLDSVIS ENS, MENS TO
FJERTLIGGENDE PUNKTER HAR MERE FORSKELLIG PLANTESAMMENSATNING. AKSEENHEDER ER UDEN
BETYDNING, OG ER BLOT RELATIVE.
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TABEL 10
RESUME AF RESULTATERNE FUNDET I DEL 4. NA = IKKE ANALYSERET.

Ja Nej Nej

Ja Nej na

Ja Nej Nej

Ja Nej Nej Hoj neering positiv effekt
Nej na na

Nej na na

Ja na na

Nej na na

Ja Nej Nej

Ja Nej Nej Hgj naering positiv effekt
Nej Nej Nej

Ja Ja Nej Hgj naering positiv effekt
Ja Nej Ja
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4. Diskussion

4.1 Grundskudsplanter og smadyr fra sg (del 1)

Formalet med dette deleksperiment var at undersege effekter af langtidseksponering over for
pesticider pa vaekst og stofomsetning i samfund af grundskudsplanter og udvalgte arter af smadyr
fra en neringsfattig se@. Vi forventede stor folsomhed hos disse undervandsplanter, der vokser
langsomt og er afthengige af rod-symbiose med mykorrhiza-svampe for at kunne skaffe sig
neringsstoffer, isaer fosfat (Mgller & Sand-Jensen 2013). Eksperimentet byggede pa naturlige
plantesamfund, hjemtaget i uforstyrrede sedimenter-torv, og forleb over 6 méneder. Vi ved at
brugen af uforstyrrede sedimenter i eksperimenter med naturlige plantesamfund er vigtig for at
undga stress og oget mortalitet af planterne. Ved udplantning er planterne ngdt til at producere et
nyt rodnet, hvilket er saerlig "ressourcekravende”, nr rodnettet er stort og planterne skal bruge det
til at optage kuldioxid til fotosyntesen, som tilfzldet er for grundskudsplanterne. Vi ved ogs4, at
lange forsegstider er ngdvendige, da planterne vokser langsomt og det derfor kraever lang tid, for vi

kan se eventuelle effekter.

Der blev mélt mange responsparametre pd bade organisme- og gkosystemniveau. Variationen i flere
af de studerede responsparametre var betydelig, og dette forhold i kombination med det relativt
lave antal af replikater per behandling (n = 3) gjorde det vanskeligt at vurdere effekter af de tre
pesticider, serligt kombinationseffekter. Der var imidlertid signifikant effekt af de 15
pesticidbehandlinger pa slutkoncentrationen af ammonium og DIC i sedimentet, men ingen effekt
af hvert af de tre pesticider testet saerskilt. Det er kendt fra tidligere studier (Sand-Jensen et al.
2005, Mgller & Sand-Jensen 2012), at reduktion af iltudskillelsen fra redderne hos
grundskudsplanter, som folge af h&emning af fotosyntesen og/eller reduktion af rodnettet, meget
hurtigt giver anledning til ophobning af ammonium og reduceret jern (ferrojern). Behandlingerne
med pesticider pavirkede dog ikke fotosyntesen (i hgjere grad end i kontroller), og vi har saledes
ingen forklaring pé pesticideffekten pé slutkoncentrationen af ammonium. Det er ogsa kendt, at
den samlede sedimentnedbrydning kan vurderes vha. maling af indholdet af uorganisk kulstof i
sedimentet og ved respirationen i morke, som giver anledning til iltforbrug eller CO- frigivelse. Men

heller ikke her konstaterede vi signifikante pesticideffekter.

Parallelle studier har vist, at vi nok generelt har overvurderet folsomheden for fysiologiske stress
hos grundskudsplanter. Det har faktisk vist sig, at deres lave stofskifte og vaekst gor dem mindre
folsomme for eksempelvis iltsvind end hurtigere voksende planter som fx dlegraes (Pulido & Borum
2006, Sand-Jensen, unpublicerede data). Iltfrie forhold draber séledes alegres pa 1 dogn, mens
tvepibet lobelie overlever 5 dogn. Derimod er reaktioner overfor eutrofiering fortsat voldsomme hos

grundskudsplanterne (Sand-Jensen et al. 2005).
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Nedbrydning af bladpladerne i mikrokosmos var hverken pavirket af behandling eller posetype,
hvilket betyder at ituriverne ikke har bidraget naevneverdigt til nedbrydning af blade i
mikrokosmoskamrene, formentlig pga. en for lav teethed af dyr, og en for hgj tilstedevaerelse af
andre, mere attraktive fedeemner. Vi vurderer derimod ikke at det skyldes dedeligheden hos
smadyrene, idet en betragtelig andel af disse overlevede i stor dele af den periode
bladnedbrydningen blev fulgt. Alt i alt kan vi ikke pavise nogle utvetydige effekter af pesticiderne i
dette deleksperiment.

4.2 Amfibiske planter fra vandleb (del 2)

Formélet og den eksperimentelle opstilling i dette deleksperiment var den samme som i del 1, blot
med den forskel, at del 2 undersggte samfund af amfibiske/akvatiske planter fra vandlgb.
Forventningen var, at planterne ville vaere relativt robuste over for pesticiderne, fordi de dels er i
stand til at vokse ud af vandet (og dermed er eksponerede for pesticiderne pa en mindre overflade),
dels ikke er athengige af rod-symbiose med mykorrhiza-svampe. Pa den anden side kunne vi
forvente, at hurtigt voksende planters vaekst og overlevelse pévirkes kraftigere af det fysiologiske
stress, som pesticider kan udlgse, hvis den betydelige falsomhed, der er pavist over for iltsvind hos
alegraes (Pulido & Borum 2006), ogsé eksisterer hos andre hurtigtvoksende planter, s som de

amfibiske arter/vandskudsplanter som vi har undersogt.

Den eneste signifikante effekt pa de amfibiske planter i dette eksperiment var, at lav koncentration
af propiconazol stimulerede skudveegten hos vandmynte, mens en hgj koncentration virkede
hemmende. Det er velkendt, at lave koncentrationer af stressende stoffer kan stimulere aktiviteten
hos de pavirkede organismer, en sakaldt hormetisk effekt (Stebbing 1982). Der er meget, der tyder
p4, at sddanne resultater ikke blot skyldes et eksperimentelt artefakt eller omfordeling af ressourcer
internt i planten. Det er heller ikke alle pesticider der forarsager hormesis, sa der er nappe tale om
en universel og triviel stressrespons (Cedergreen 2008). Effekten athanger igvrigt af den
undersggte responsparameter, hvor en af de mest falsomme er leengdevaekst, mens vaekstraten for
torveegt er mindre tydelig (Cedergreen et al. 2007). Det kunne tyde p& en hormonal effekt, da
straekningsvaekst er kendt for at vaere kraftig hormonalt styret. Vi fandt en positiv effekt af lave
koncentrationer af propiconazol pa skudvaegten hos de amfibiske planter. Tebuconazol, som er et
andet triazol (ligesom propiconazol), er godkendt som vaekstregulerende middel (ud over som

fungicid) (Efsa 2014). Muligvis har propiconazol samme virkning i lave doser.

Der var significant effekt p& bladnedbrydning af de 15 pesticidbehandlinger ved forste indsamling,
hvilket skyldtes en effekt af propiconazol og pirimicarb, men nedbrydningen steg overraskende med
koncentrationen af begge disse stoffer. Serligt for fungicidet propiconazol var forventningen, at
stoffet ville have en heemmende effekt pd den mikrobielle bladnedbrydning (se nedenfor).

4.3 Planter og dyr i hydroponisk kultur (del 3)

Dette eksperiment blev udfert med henblik at undga sorption af pesticiderne til sedimenter, og for

at undersgge om den manglende effekt af pesticider i del 1 og 2 kunne skyldes en evt. naturlig
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afgiftende effekt af det mineralske og/eller organiske sediment. I dette eksperiment blev der ikke
etableret gennemstremning, men istedet blev der foretaget hyppige vandudskiftning med nominel
koncentration af de anskede pesticidbehandlinger med henblik pé at "matte” de eksperimentelle
spandes overflader og derved sikre, at koncentrationen af pesticider i vandet ikke blev kunstigt
reduceret, fordi de var blevet adsorberet pé overfladerne. Analysen af propiconazol i hvad der skulle
have varet den hgje behandling var under detektionsgraensen. Dette er meget svaert at forklare, og
da det kun er baseret pa to stikprever kan vi ikke vide om behandlingerne generelt har vaeret
fejlbehaeftede; det er svaert at tro. Dette besynderlige resultat kan ogsé skyldes en maerknings- eller

skrivefejl et sted i processen med preveudtag, forsendelse og analyse.

Faunaen udviste en generelt hgj mortalitet i alle behandlinger — ogsé i kontrollerne. Det mé vere
relateret til forsogsbetingelserne, men vi har vi ingen plausible forklaringer pa det, og har sledes
ikke praesenteret resultaterne Det beted imidlertid, at vi sa bort fra, om der var dyr til stede eller
ikke og puljede de @vrige analyser af effekten af pesticidbehandlinger, som derfor kunne testes med

10 replikater.

Der blev fundet enkelte signifikante effekter af pesticidbehandlingerne pa nogle af de morfologiske
planteparametre. For tvepibet lobelie var der en negativ effekt af pirimicarb pa rodleengden og pa
rod-tgrveegten. Imidlertid er vi ikke bekendt med at insekticider skulle kunne pavirke disse
parametre. P4 strandbo var der en generel behandlingseffekt pa bladantallet, og en stimulerende
effekt af lave pesticidkoncentrationer, serligt bentazon, altsé igen et tegn pa hormesis. Vi kender
ikke til studier der har pavist hormetisk effekt af bentazon, men lave koncentrationer (typisk < 1 ug
L1) af mange herbicider er kendt for at kunne stimulere alge- og plantevaekst (Cedergreen et al.

2007; Cedergreen 2008).

For sa vidt angar vaekst af mikroalger pa kakler og nedbrydning af bogeblade var der ingen
signifikante forskelle mellem nogen af behandlingerne og kontroller. Imidlertid var der enkelte
forskelle mellem behandlingerne indbyrdes, hvilket antyder at ssmmenhangen mellem effekter af
forskellige pesticider i forskellige koncentrationer kunne vare sardeles komplekse. Vi kan pa
baggrund af denne undersogelse ikke forklare disse ssmmenhaenge, og idet vi i tilgift anser

muligheden for at resultaterne skyldes tilfzeldigheder, vil vi ikke fortolke yderligere.

De fd/manglende effekter af pesticiderne bekreftede altsé de tidligere eksperimenter i de
sedimentfyldte mikrokosmos i del 1 og 2. Vi konkluderer derfor, at de manglende effekter ikke
skyldes en afgiftende effekt af sedimentet. Det indebzrer pé den anden side, at de fa og sm4, og
saedvanligvis manglende, effekter af pesticiderne pa de undersggte organismer (planter og dyr),

processer og gkologiske systemer er reelle.

4.4 Interaktion: nzering og pesticider (del 4)
Dette deleksperiment blev udfert med henblik pé at undersoge en eventuel interaktion mellem

effekten af naeringssaltberigelse og af herbicid/fungicid pé overlevelse, vakst og udvikling af

etablerede samfund af grundskuds-, vandskuds- og amfibiske planter. Man kunne forvente at
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pesticider ville pavirke de hurtigtvoksende planters mulighed for at udnytte god naeringstilgang, og

samtidig ville oge stresset af eutrofiering pa de langsomme grundskudsplanter.

Béde algeveekst og plantevakst reagerede som forventet kraftigt pé tilseetning af ekstra naering, men
der var stort set ingen malbar effekt af behandlingerne med bentazon og propiconazol, der i dette
eksperiment begge blev tilfort i hgj koncentration (5,0 pg L*). Imidlertid var der visse tegn pa en
interaktionseffekt af pesticider pa responset til naeringssaltberigelse. Der var ingen effekt pa veekst
af alger af pesticidbehandling i sig selv, men derimod pé responset ved naringsberigelsen, idet
tilstedeveerelsen af bade propiconazol og bentazon heemmede dette respons. Ligeledes hemmede
behandlingerne med propiconazol samt propiconazol+bentazon skud:rodveegtsforholdet hos

tvepibet lobelie, men kun ved hgj neering.

Neringsberigelse ogede succesen hos de hurtigtvoksende amfibiske planter og vandskudsplanterne,
men heemmede de langsomtvoksende grundskudsplanterns udvikling yderligere. Variation i
tilgeengelighed af neringsstoffer gav derfor anledning til markant sterre forandringer end de
generelt ikke malbare effekter ved tilseetning af pesticider. Resultatet er vigtigt, fordi det
understreger, at de undersggte biologiske systemer giver anledning til markante respons, nér der
foreligger en reel kraftig pavirkning. Pesticiderne i de anvendte miljorealistiske koncentrationer
tilhgrer ikke denne katagori, mens nzeringsstofferne gor. Vi har altsa ikke valgt biologiske systemer,

som generelt er upévirkelige, tveertimod.

4.5 Overordnet vurdering af de anvendte pesticiders effekter

Bentazon havde kun i ganske fa tilfaelde effekt. I et enkelt tilfzelde var der en hormetisk effekt pa
bladantallet hos strandbo, og i kombination med propiconazol en interaktionseffekt med

nearingssaltniveau pé vaeksten af alger og skud:rodvaegtsforhold hos tvepibet lobelie.

Vi kender ikke til studier der specifikt har pavist hormetisk effekt af bentazon. Fa herbicider er
toxiske for alger og vandplanter ved koncentrationer < pé 1 ug L* (ECso), og medianveaerdien for
effekter pé fotosystem II inhibitorer som bentazon er 100 pug L, (ECs0) (Cedergreen & Streibig
2005). Ejrnaes et al. (2014) fandt ECso = 2,56 mg L for ferskvandsplanten liden andemad (Lemna
minor). Nielsen & Dahll6f (2007) fandt, at en koncentration pd 240 ug L* ingen effekt havde pa
tilvaeksten hos alegrees (Zostera marina), og der skulle 24 pg L til for en effekt pa
klorofylindholdet kunne males. Macedo et al. (2008) undersggte bentazons effekt pa den marine
kiselalge Skeletonema costatum og fandt ECso = 13 mg L~ bestemt ved PAM malinger, og ECso =
24 mg L pa basis af vacksteksperimenter (hvilket igvrigt understreger PAM metodikkens hgje
folsomhed). Men her drejer det sig om effekter, der forst optraeder ved meget, meget hgjere

koncentration end dem, vi anvendte.

Bentazon synes séledes at veere et af de mindst toxiske herbicider for "non-target” akvatiske
mikroalger og vandplanter (Cedergreen & Streibig 2005). Derfor forekommer effektkoncentrationer
af bentazon pa akvatiske organismer at vere vasentlig hgjere end de "miljorealistiske niveauer”, vi

anvendte. P4 baggrund af denne sammenligning er det pé trods af den lange eksponeringstid
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forventeligt, at vi stort set ikke fandt specifikke effekter af bentazon pa hverken alger eller

vandplanter.

Propiconazol var det stof, der viste de fleste effekter. Det var ganske vist ingen effekt pa hverken
udviklingen af mykorrhiza i del 1, eller bladnedbrydning i del 1 og 3, mens der faktisk var positiv
effekt pd bladnedbrydning i del 2. Den fravaerende heemning af den mikrobielle nedbrydning af
blade (der i ferskvand generelt varetages af svampe) var umiddelbart overraskende, fordi et fungicid
burde heemme nedbrydningen via svampe. Rasmussen et al. (2012a) fandt, at begeblade der havde
veret udsat for kortvarige, men hgje koncentrationer af propiconazol (50 - 500 pg L) efterfolgende
havde signifikant nedsat mikrobiel nedbrydning. Imidlertid er sa hgje koncentrationer nappe
relevante for sa vidt angar mere permanente belastninger, og den manglende effekt i vores studium
skyldes formentlig de lave, men mere miljorealistiske koncentrationer. Imidlertid er det blevet
pavist ved feltundersogelser, at den samlede effekt af tilstedeveerende blandinger af flere forskellige
fungicider og insekticider har en effekt pa omsatningshastigheder af blade (Rasmussen et al.

2012b).

Studier pa terrestrisk jord fandt ingen effekt af 0,25 ug propiconazol g jord pa hyfetathed,
fosfatoptagelse eller succinate dehydrogenase aktivitet hos tre Glomus-arter, der laver arbuskulaer
mykorrhiza (Kling og Jakobsen 1997). Kjoller og Rosendahl (2000) péviste effekter af propiconazol
pa phosphataseaktivitet i ekstern mykorrhiza, men i noget hgjere doser (0,21 ug g jord) end dem
der blev anvendt i vores studium, men fandt slet ingen effekt af selv 100 gange hgjere doser pa
intern aktivitet. Calonne et al. (2010) undersogte effekten af propiconazol pé en rakke
responsparametre (fx. spiring af sporer, rodkolonisering, hyfeleengde, phosphatidylcholin indhold)
for den arbuskulaere mykorrhiza svamp Glomus irregulare pa cikorieredder holdt i veekstmedium i
petriskale, og fandt absolut ingen effekter for en koncentration pa 200 pg L. Vores undersggelse er
tilsyneladende den forste af propiconazols effekt pa akvatisk mykorrhiza, men det er pa denne
baggrund ikke overraskende, at vi ikke har fundet klare effekter af stoffet i de lave, men formodet

miljerealistiske koncentrationer, vi har arbejdet med.

Pirimicarb havde ingen effekter pa de tre anvendte arter af smadyr, hverken i del 1, del 3 eller i
eksperimentet i petriskéle, selv ved koncentrationer pé 5,0 pg L%, hvilket tyder pé at stoffet i sig selv
har en lav toxicitet. Der er tilsyneladende ikke lavet mange studier af dette stofs langtidseffekter pa
akvatiske invertebrater, men Mghlenberg et al. (2004) fandt at eksponering til sd hgje
koncentrationer som 5 mg L ingen toksicitet havde hos 5 forskellige arter af makroinvertbrater
(deriblandt Gammarus pulex) fra vandleb, selv efter 14 dage. Disse resultater bekraftes af
Rasmussen et al. (2014). I modsetning hertil star, at kortidseksponeringer (0,5 — 8 t) pé 40 pg L
medferte nedsat mobilitet og oget dodelighed, og eksponeringer pa 100 pg L fremkaldte nedsat

vaekst og fekunditet hos dafnien Daphnia magna (Andersen et al. 2006).

Blandingseffekter (cocktaileffekter”) er blevet undersegt og pavist for en del organismer og for en
rakke kombinationer af pesticider, dels indenfor grupperne af herbicider, fungicider og
insekticider, og dels mellem disse grupper af forskellige virkemader (e.g. Munkegaard et al. 2008;
Relyea 2009; Verbruggen & Van den Brink 2010; Nergaard & Cedergreen 2009). Studier af
stofferne anvendt i denne undersggelse er vi imidlertid ikke bekendte med. Vi mé konstatere, at vi

har fundet sddanne (effekter af blandinger pa DIC og ammonium i sedimentet i del 1; blad:rodvaegt

Langtidsbelastning af miljorealistiske koncentrationer af pesticider pa bundsamfund i ferskvand

53



hos @renpris og vandmynte i del 2; en del effekter pa bladnedbrydning, algevakst, bladantal hos
strandbo og rodleengde hos tvepibet lobelie i del 3; og et enkelt tilfeelde pa skud:rodvaegt hos
tvepibet lobelie i del 4). Som tidligere naevnt er flere af disse effekter svere at forklare, og vi kan
ikke afgere om der kunne vaere tale om egentlige synergistiske effekter, eventuelt ved hgjere

koncentrationer.

4.6 Tvaergaende vurdering af eksperimenter og resultater

Vel vidende at de tidligere fundne effektkoncentrationer af de anvendte pesticider ligger veesentligt
hgjere end de mere “miljorealistiske” koncentrationer vi har anvendt her, kan man sperge, hvorfor
vi da overhovedet har forventet at kunne dokumentere effekter. Her er det helt centralt for
projektets idé, at eksperimenterne har forlgbet over lang tid (4-6 maneder); man kunne altsa
forvente effekter af lave koncentrationer over lange eksponeringstider. Desuden udmaerker
projektet sig ved ikke blot at have undersggt organismerespons, men ogséa inddraget parametre pa
okosystemniveau (fx samlet produktion/respiration, sedimentkoncentrationer af DIC og fyto-
toxiner, samlet plantebiomasse og sammensatning). Over tid kan eventuel pavirkning af gkosystem

parametre nemlig dreje det i en ny retning og frem til en ny situation.

Vores resultater viser samstemmende, at der med fa undtagelser ikke var signifikante effekter af de
anvendte pesticider pé de responsparametre, vi undersggte. Det er vigtigt at understrege, at vi
undersggte mange gkologisk relevante responsparametre for savel overlevelse, morfologi og
aktivitet hos planter, dyr, svampe og samlede mikrobielle samfund under forskellige
eksperimentelle betingelser. Analysen daekker saledes bade forventet meget folsomme parametre
som planters fotosynteseaktivitet (elektrontransport malt som PAM i fotosystem II),
fotosyntesekapacitet (iltproduktion) og sedimentkemi, og pa kort sigt mindre folsomme parametre
(pga stor variation mellem individer) sdsom overlevelse og starrelse, samt vaegt af blade og redder.
Sidstnaevnte parametre bar dog ogsa reagere i tilfaelde af negative effekter over den lange forsggstid,
vi har anvendt, og serligt rodlaengde har vist sig at veere en folsom responsparameter ("endpoint”) i
i gko-toxikologi-tests af herbicider pa vandplanter (Arts et al. 2008). Rodleengden bliver ogsé
voldsomt forkortet, hvis grundskudsplanters iltfrigivelse til sedimentet reduceres ved hemning af
deres fotosyntese, eller hvis det potentielle iltforbrug i sedimentet gges — eksempelvis ved tilsetning
af omsetteligt organisk stof (Mgller & Sand-Jensen 2008, 2012). Det er sldende, at ingen af de
mange forskellige parametre og fysiologiske og skologiske niveauer vi studerede, gav anledning til
signifikante negative effekter af de tilsatte pesticider ved de miljorealistiske koncentrationer, ikke
engang ved 5 ug/L som er veesentlig over hvad der er miljgrealistisk, i hvert fald som

leengerevarende eller kronisk pavirkning.

Man kan derfor sparge, er der er noget i forsggsdesignet, som har givet en kunstig lav falsomhed i
vores analyse? Svaret har bade et forsggspraktisk og statistisk element. De store forsggskamre,
anvendelse af uforstyrrede planteterv (i del 1) med naturligt sediment, fortsat vandudskiftning og
den lange forsegstid er optimale for at opné en gkologisk relevant vurdering af de tilsatte stoffer.
Hvor planterne blev omplantet (del 2, 3 og 4) anvendte vi en lang akklimatiseringsperiode inden
forsgget begyndte med pesticidtilseetning. Omvendt mé vi konstatere, at plantedgdeligheden var

anseelig i alle fire deleksperimenter, selvom pesticiderne ingen signifikante effekter havde pé
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dedelighed, som forekom i bade kontroller og pesticidbehandlingerne. Imidlertid er dedeligheden
dog et udtryk for at mange af planterne, sarligt nogle arter i nogle deleksperimenter, ikke har haft
optimale vaekstbetingelserne. Vi kan saledes ikke afvise at effekten af pesticiderne har veeret
maskeret pé de svage planter, og at den havde veeret anderledes pa sunde og voksende planter, men
det er sveert at sige til hvilken side. En relativ storre effekt pa sunde planter kunne forventes hvis
vaeksten reduceres af pesticiderne, mens en storre effekt ogsa kan tenkes pa i forvejen svage
planter. Det er dog vigtigt at understrege at ogsa i naturen er der perioder og habitater hvor nogle
planterarter vokser bedre end andre, og naturlig mortalitet kan vere betydelig, men er sjeldent

undersogt bortset fra hos kimplanter og planter efter kimplante-stadiet.

Starrelsesordnen af de mélte pesticidkoncentrationer i eksperimenterne fulgte generelt de
tilsigtede, omend de malte, i badde indlgbs- og udlgbsvandet (del 1 og 2), typisk var noget lavere end
de nominelle. For sa vidt angar indlebsvandet, s& kan en vis sorption til udstyret (plast) i de
eksperimentelle opstillinger veere en del af forklaringen, ihvertfald for de lidt mere hydrophobe
pesticider (propiconazol og pirimicarb). Den lange opholdstid (14 dage) i reservoir-dunkene antager
vi ikke har betydet veesentlig omsatning, idet forholdene der mé sidestilles med

laboratoriebetingelser, hvor DTs, for de tre stoffer er 45-90 dage.

Den konsekvent lavere udlgbskoncentration i forhold til indlebskoncentration fra samme
maleperiode kunne skyldes sorption til mineralske og/eller organiske sorbenter i de anvendte
naturlige sedimenter. Derudover kan den relativt lange opholdstid i kamrene (5 - 8 dage) ogsa have
medfert en vis omsatning, saerligt hvad angér bentazon og pirimicarb, idet de begge er non-
persistente under feltbetingelser (hvilket vores kamre med sediment ma formodes at reprasentere),
med DTs, veerdier pa henholdsvist 14 og 9 dage (men dog ved 20 °C). Desuden nedbrydes begge
disse stoffer ret hurtigt fotokemisk, og kamrene var udsat for ret kraftigt lys. Disse over vejelser er

slet ikke relevante for propiconazol, der er meget mere stabilt.

Det er dog vigtigt at sl fast, at der var pesticider i udlgbsvandet, og selvom koncentrationerne i
eksperimenterne ofte var lavere end tilsigtet, s3 mener vi ikke det er afgarende for projektets
overordnede resultater og konklusioner. Hvorvidt de "hgje” behandlingskoncentrationer har veeret
fx 1 eller 5 pg L er formentlig ikke s afgarende, idet selv 1 pug L vil vaere en relativ hej

koncentration i grundvand, og kun ganske fa effekter blev pavist.

Der blev ikke i noget tilfeelde konstateret krydskontaminering (et pesticid i en kombination hvor det
ikke burde veere). I en del tilfaelde blev der dog mélt pesticider i stikpreverne af bade indslgbs- og
udlgbsvand fra kontrolkamre. Dette er selvsagt temmelig uheldigt og ikke serlig hensigtsmeessig for
tolkningen af resultaterne. Vi kan ikke afgare om det skyldes en procedurefejl i forbindelse med
proveudtagning og analyse, eller om der reelt er tale om, at mikrokosmos var udsat for utilsigtede
kontamineringer. Noget der taler for at, i hvert fald nogle af tilfzeldene, drejer sig om procedurefe;jl
ved udtagning/analyse af praver er, at der ikke er sammenfald i kammer nummer mellem
kontaninering i ind- og udlgbsvand i de tilfzelde hvor begge blev udtaget. Hvorom alting er, s& kan
dette naturligvis have pavirket detektionen af eventuelle forskelle i effekter mellem kontroller og de
lave koncentrationer, men nappe analysen af effekten af de hgje koncentrationer. Og da selv ikke de
hgje koncentrationer medferte klare effekter vurderer vi at disse "kontamineringer” ikke har

pavirket vores overordnede konklusioner af projektet.
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Et andet aspekt er pesticidernes biologiske tilgengelighed. Selvom de tre anvendte stoffer er
moderat til meget letoploselige, s kan vi ikke afvise at noget har veret bundet til suspenderede
organiske partikler som fx alger, bakterier og detritus. Idet vandpreverne ikke blev filtreret inden
analyse af pesticider, er den bundne fraktion inkluderet i de angivne koncentrationer, selvom den
muligvis ikke har veret fuldt biotilgeengelig. Vi har ikke mulighed for at vurdere betydningen af
dette forhold.

Den store variabilitet i de fleste responsparametre og det relativt lave antal replikater af hver
behandling i del 1 og 2 (n = 3) gjorde det vanskeligt at detektere blandingsseffekter af pesticider.
Antallet af replikater blev dog haevet i den efterfolgende del 3 (n = 10) og del 4 (n = 6), men ogsa i
disse eksperimenter fandtes fé effekter af kombinationer. I alle eksperimenter var antallet af
replikater hgjt for kontroller og enkeltstoffer, men igen uden konsistente resultater. Der er siledes
ikke grundlag for at forklare de manglende og/eller sporadiske resultater med lav statistisk

folsomhed.

Omvendt fandt vi enkelte resultater, der ikke umiddelbart er logiske (fx positiv effekt af fungicid og
insekticid pa nedbrydning af blade i del 2, og negativ effekt af insekticid pa rodudvikling hos
tvepibet lobelie i del 3). P4 samme made var der f4 signifikante resultater, der var inkonsistente
med gvrige resultater; som fx effekten af de 15 pesticidbehandlinger pa sedimentets koncentration
af ammonium og DIC i del 1, der ikke kunne forklares ud fra en effekt pa fotosyntese og respiration
eller rodudvikling hos planterne, og igvrigt ikke optradte i del 2. I del 3 fandt vi en stimulerende
effekt af bentazon ved lav koncentration pa bladantallet hos strandbo, mens der ikke blev fundet
tegn pa dette hverken i del 1 eller del 4, hvor strandbo ogsé indgik. Ligeledes var det sddan i del 2, at
skudvagten hos vandmynte stimuleredes af lav koncentration af propiconazol og heemmedes ved
hgj koncentration, men disse resultater kunne ikke genfindes, hverken i del 3 eller del 4. Vi kan ikke
udelukke at sddanne resultater skyldes at tilfeeldige variationer optraeder som signifikante i 5

procent af tilfzeldene (type 1 fejl).
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5. Konklusion

Dette projekts formal var at undersege mulige effekter af konstant langtidseksponering til pesticider
pé arter og processer tilknyttet bunden i ferskvand. Dette kan taenkes at finde sted i

kildevandsbaserede systemer i et scenarium med kontaminering af det gvre grundvand.

Projektet undersggte effekter af lave "miljorealistiske” (0,05 pg L) savel som hgje (5 ug L)
koncentrationer af herbicidet bentazon, fungicidet propiconazol og insekticidet pirimicarb, bade
hver for sig, og som blandinger. Den eksperimentelle tilgang var "naturlignende” mikrokosmos-
opstillinger, der forleb over 4 — 6 maneder, udfert i laboratoriet. Eksperimenterne inkluderede
alger, svampe, smadyr samt flere arter af vandplanter med varierende vakststrategier. Der blev
malt pa adskillige fysiologiske og skologiske responsparametre pa bade organisme- og

systemniveau.

Eksperimenterne gav ikke anledning til konsistente mélebare &ndringer hos de undersggte arter,
samfund og processer. Projektets formél ma i det det store og hele anses for veerende opfyldt, idet vi

pa baggrund af vores pa forhénd opstillede hypoteser kan konkludere at:

e Grundskudsplanter med langsom vakst, fra naringsfattige seer, blev tkke kraftigere pavirkede i
deres fysiologi, vaekst og overlevelse af pesticider end amfibiske planter/vandskudsplanter med

hurtig veekst.

e Herbicider, fungicider og insekticider i kombination og efter lange pavirkningstider udlgste ikke
et saerligt stress pa nogle af de undersggte organismer eller processer, og vi kunne siledes ikke

péavise “cocktail-effekter”.

e Langsomtvoksende rundskudsplanter som er afthangig af veludviklet svampemykorrhiza var

tkke seerligt folsomme for nogen af de tre anvendte pesticidgrupper.

e DPesticider pavirkede ikke den samlede omsztning i sedimentet, og fremkaldte ikke déarligere
forhold for grundskudsplanternes redder ved foreget iltsvind og ophobning af fytotoxiner (fx

ferrojern, ammonium).

e DPesticider pavirkede effekten af naringssaltberigelse pa vaeksten af fastsidende mikroalger, men
interagerede ikke med naeringssalte ved at pavirke “resultatet” af konkurrenceforholdet mellem
langsomt voksende grundskudsplanter og hurtigt voksende vandskuds- og amfibiske planter.

e Nedbrydning af groft detritus samt opbygning af algebiomasse pévirkedes ikke af pesticider,

hverken direkte eller indirekte via effekt pé ituvivere og greaessere blandt sméadyrene.
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6. Perspektivering

6.1 Forskning

Der er fundamentalt set tre forskellige méder, hvorpé eventuelle effekter af pesticider pa
bundlevende ferskvandssamfund kan undersgges: 1) deskriptive feltundersggelser af
sammenhange mellem koncentrationer af pesticider og udvalgte samfundsparametre ved
inddragelser af mange lokaliteter, der deekker en bred gradient i pesticidpévirkning, 2)
eksperimentelle studier, hvor pesticidpévirkningen manipuleres i felten, og 3) eksperimentelle

studier, hvor pesticidpévirkningen manipuleres i laboratoriet.

Deskriptive feltscreeninger af ssmmenhange mellem pesticider og samfundsparametre giver
potentielt den bedste dokumentation for om der reelt eksisterer sammenhaenge, men kraever at der
tilvejebringes tilstraekkelig brede gradienter i pavirkning. Ulempen er, at mekanismen bag
eventuelle ssmmenhange ikke vil kunne fastlaegges. For sa vidt angar eksperimenter i felten, sa er
det logistisk serdeles udfordrende at udfere sidanne over lengere tid. Risikoen for at noget "gar
galt” er altid hgj. Desuden er der sneaevre grenser for hvilke typer af pesticidbehandlinger, der kan

tillades under naturlige forhold i felten.

I modsaetning hertil har laboratorieeksperimenter den fordel, at forsegsbetingelserne, i hvert fald i
teorien, er lettere at styre, hvilket reducerer utilsigtet variation i andre parametre. Det er derfor
generelt lettere at pavise effekter i kontrollerede laboratorieeksperimenter end i felten. Omvendt er
der ogsé en fare for at pavise effekter under laboratorieforhold, der reelt ingen betydning har i den
“virkelige natur”. Det kan vaere enten fordi effekterne ikke er til stede i felten, eller fordi de ikke kan
péavises, eventuelt fordi de overskygges af andre mere betydende faktorer, eller fordi den naturlige
variation er for stor. Eksempelvis er naringsstofeffekter pé alger og planter sa store, at de let

overskygger eventuelle pesticideffekter.

Her er det at mikro/mesokosmosopstillinger har deres styrke, nemlig ved at kombinere de
kontrollerede forsggsbetingelser, med en hgjere grad af naturlig kompleksitet og variation. De er
séledes den bedste mulighed for at vurdere effekten af miljgfremmede stoffer i komplekse
okosystemer pa et hgjt organisationsniveau (Boyle & Fairchild 1997). Ved at inkludere flere arter pa
samme tid, er der ogsa sterre chance for at detektere indirekte effekter forérsaget af biologiske
interaktioner, dvs. samspil mellem arter (Taub 1997). Mikro/mesokosmosopstillinger er ogsé
anvendt i undersggelser af pesticideeffekter, og en del har vist pavirkninger af alger og
makroinvertebrater, men ikke alle af disse studier vurderes til at veere af “god kvalitet” (Mghlenberg
et al. 2001). Kun ganske fa har forlgbet over lang tid (Vervliet-Scheebaum et al. 2010). Ofte har
formalet vaeret at teste om langtidsesponering til fx en faktor 0,1 ("safety factor”) af kendte L(E)Cso
koncentrationer af udvalgte pesticider er en rimelig greense med henblik pé at sikre mod
langtidseffekter pa organismer og gkosystemprocesser, og typisk har denne ”safety factor” vaeret

tilstraekkelig til at forhindre sddanne (fx. Leeuwangh et al. 1994; Cuppen et al. 2000; Van den Brink
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2009). Dog har mikro/mesokosmosstudier den svaghed (ligesom det er tilfeldet for enhver anden
eksperimentel tilgang), at de opnaede resultater til en vis grad athaenger af den konkrete opstilling
(Boyle & Fairchild 1997). Derfor er det vigtigt at understrege, at selv de bedste
mikro/mesokosmossystemer formentlig aldrig pé fuldt tilstraekkelig vis vil vaere i stand til at
afspejle de reelle og meget komplekse forhold i et naturligt milje. Ekstrapolering af resultater fra
disse eksperimenter til naturlige miljoer skal derfor tages med forbehold. Imidlertid mener vi, at de

er anvendelige i vurdering af pesticidskader af gkologisk relevans.

I naturen forekommer typisk flere end tre pesticider pd samme tid. Vores studium afdaekker ikke
den mulige cocktaileffekt af mange stoffer, der matte forekomme pa samme tid. Vi finder det
relevant at teste for sddanne mulige effekter, men vil gare opmarksom p4, at tolkningen af
eventuelle resultater, hvor der forekommer effekter, bliver vanskelige, fordi de specifikke
virkningsmader ikke er kendte. Man vil eksempelvis kunne konkludere, at signifikante negative
effekter optreeder og vurdere alvoren af disse, men man kan i sagens natur ikke vide, om det er ét,

nogle fi, eller de mange stoffer ssmmen, som fremkalder resultatet.

Selvom dette projekt forsagte at afdeekke effekter af "kronisk” eksponering til pesticider, og selv
med eksperimentelle forlgb pa 4-6 méneder ikke formaede at vise tydelige effekter, sa kan vi ikke
afvise pavirkning af responsparametre, som vi ikke har mélt, men som dog alligevel kan medfere
langsigtede effekter. Hvis fx makrofytternes formeringsegenskaber som blomstersatning,
freproduktion og/eller setning af turioner ("hvileknopper”) og udlgbere i forbindelse med ukennet
formering pavirkes, s kan det medfere nedsat spredning og etablering pa en helt anden tidsskale
end vi har undersggt. Disse reaktioner er kendt i forbindelse med stressende forhold hos planter.
Det samme gor sig geldende for vaekst og formering af smadyrene, hvor sddanne effekter er
beskrevet (Schulz & Liess 2001; Cold & Forbes 2004; Wiberg-Larsen & Ngrum 2009; Wiberg-
Larsen et al. 2012). Sddanne mere "subtile” langtidseffekter kan vere vanskelige at pavise
eksperimentelt, men kan ikke desto mindre vaere gkologisk sardeles vaesentlige, og vi kan derfor
kun anspore til mere forskning pa dette omréde. Generelt peger vi pa at opfelgende undersagelser,
béde eksperimentelle og feltscreeninger, vil vaere ngdvendige for at gge vores viden om den

potentielle effekt af kronisk eksponering med pesticider.

6.2 Miljeforvaltning

I dette projekt arbejdede vi med lave og konstante pesticidkoncentrationer, som med den
gjeblikkelige viden og behandlingsintensitet, anses for miljorealistiske i grundvand og
overfladevand. Vi fandt ganske fa og sma effekter af de tre undersggte pesticider, hver for sig, savel
som sammen. Denne konklusion kan selvfalgelig ikke udstrakkes til hgjere koncentrationer, eller til
situationer hvor stofferne optraeder i andre sammenhenge end dem, vi her har belyst, fx sammen

med andre stoffer.

I naturen bliver organismer og gkosystemer dog primert udsat for kortvarige pulse af til tider
temmeligt hgje koncentrationer af pesticider i overfladeafstremning forarsaget af fx regnepisoder
og/eller vinddrift. Naturlige samfund, der allerede er stressede af kronisk eksponering til relativt

lave koncentrationer (uden at denne stresstilstand nedvendigvis kan pavises), kan taenkes at
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reagere kraftigere end ellers overfor pulseksponeringer. Med andre ord, effekten af kronisk

pavirkning og pulseksponering er ikke ngdvendigvis additiv.

Det er dyrt at registrere og male pulse af pesticider i overfladevand, og datagrundlaget er seerdeles
sparsomt. Af de tre pesticider undersogt i dette projekt ingr fx kun bentazon i Novana
overvagningsprogrammet, mens ingen fungicider overhovedet bliver analyseret for (Naturstyrelsen
2011). Vived sdledes meget lidt om dels varigheden og koncentrationer af pulse i overfladevand,
dels i hvilken type grundvandsdominerede eller ikke grundvandsdominerede miljger og i hvilke
koncentrationer pesticider forekommer mere konstant. Det gar det svert at vurdere sagens
potentielle gkologiske betydning, og vi kan opfordre til en opgradering af overvigning af pesticider i

miljoet, sammenholdt med overvagningen af de naturlige samfund.

Men vi finder altsa, pa dette konkrete grundlag, ikke anledning til at neere bekymringer for
skadelige effekter af langvaring ("kronisk”) eksponering til disse tre stoffer pa de undersggte arter
og okosystemer, sddan som det kan teenkes at finde sted i samfund der er betinget af

grundvandstilstremning
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Resumé

Formalet med forskningsprojektet var at opna viden om fysiologiske og gkologiske effekter pa planter,
alger, mykorrizasvampe, smédyr og stofomsetning i bundsamfund i ferskvande udsat for langvarig
eksponering til pesticider, som det kan taenkes at finde sted i kildevandsbaserede systemer i et scenarium

med kontaminering af det gvre grundvand.

Projektet bestod af fire eksperimentelle mikrokosmosstudier udfert i laboratorium. Langtidseffekten af

forskellige kombinationer af herbicidet bentazon, fungicidet propiconazol og insekticidet pirimicarb i

“grundvandsrealistiske” (0,05 pg L-1) sével som hgje (5 ug L-1) koncentrationer undersogtes pa en lang

reekke gkologiske processer og fysiologiske parametre hos fire forskellige udvalgte plantesamfund:
langsomt voksende grundskudsplanter i naturlige, uforstyrrede sedimentkerner og smadyr fra
neeringsfattige sger (delprojekt 1), samplantede amfibiske planter (vandmynte, tykbladet serenpris og
vandstjerne) fra vandleb (delprojekt 2), en kombination af ovennaevnte plantegrupper uden sediment
(delprojekt 3) og en kombination af samplantede grundskuds-, vandskuds- og amfibiske planter ved

forskellig naeringstilforsel og med og uden pesticideksponering (delprojekt 4).

Der blev fundet en betydelig variation i flere af de mélte parametre. Det gor det generelt vanskeligt at

vurdere kombinationseffekter af de tre undersegte stoffer, men vores resultater viser samstemmende, at
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