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Forord

Pilotprojektet "Insekticiders effekt pa de terrestriske stadier af vandinsekter — en overset faktor
af betydning for makroinvertebratsamfundene i danske vandlgb?” er finansieret af Miljgstyrel-
sens program for Bekaempelsesmiddelforskning (J. nr. MST-667-00200). Projektet er udfart
ved Aarhus Universitet (AU), Institut for Bioscience.

Projektet har modtaget kommentarer fra:

Bjarne W. Strobel, KU

Niels Lindemark, Dansk Plantevaern

Poul Lggstrup Bjerg, DTU

Tanja Hansen, MST

Vi vil gerne takke for kommentarer og konstruktive input til projektet.

Vi vil ogsa gerne takke laboranterne Lise Lauridsen, Tanja Quottrup, Johnny Nielsen, for hjeelp
med indsamling af dyr, dyrehold og forsegsgennemfgrelse og Charlotte Kler for hjzelp med op-
saetning af rapporten. Endelig en stor tak til de biologistuderende Emma Louise Laursen,
Claus Hindberg, Lisa Bjerregaard Jgrgensen, Laura Balslev, som bidrog til adfaerdsforsggene
med Agapetus ochripes ikke mindst observation af effekter pa adfaerd og reproduktion.

Silkeborg Maj, 2018, pa vegne af forfattergruppen: Morten Strandberg
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1. Sammenfatning

Mange sleegter af insekter, der lever i ferskvand, lever deres voksenliv pa land. Det geelder
kendte insektgrupper som guldsmede, vandnymfer, degnfluer, varfluer og myg, samt andre
mere eller mindre velkendte grupper som netvinger og dovenfluer. Nogle af grupperne har en
stor falsomhed for insekticider i de tidlige akvatiske livsstadier. Til gengeeld er der stort set in-
gen viden om deres fglsomhed, nar de er blevet voksne og landlevende, dvs. i den vigtige
kansmodne fase, hvor de skal sikre neeste generation. Der er heller ingen viden om, hvilke
konsekvenser det pa lsengere sigt kan have for bestandene af vandinsekter, at en del af popu-
lationen bliver pavirket af insekticider, nar de er voksne. Ligeledes er der heller ingen viden
om, hvilken betydning eksponering af voksne vandinsekter kan have for de dyr, fugle og fisk,
som spiser voksne vandinsekter - en effekt, der enten kan veere forarsaget af, at de pageael-
dende arter spiser forgiftede insekter, eller ved at maengden af voksne insekter bliver mindre.

Risikovurderingen af insekticider i forhold til vandlevende insekter har alene fokus pa, hvad
der sker, hvis insekticiderne ender i vandmiljget, og test omfatter kun effekter pa larvestadier.

Formalet med dette pilotprojekt har veeret at undersgge, om voksne, landlevende vandinsekter
er falsomme for insekticider, og at vurdere om, og i givet fald under hvilke forhold, eksponering
potentielt kan udggre en risiko for vandinsekter pa populationsniveau. Det er altsa alene po-
tentialet i form af falsomhed og sandsynlighed for eksponering af de voksne insekter, der er
vurderet. Der indgar saledes ikke malinger pa bestande i felten. Effekter pa dyr, der spiser
voksne vandinsekter, har heller ikke vaeret en del af projektets formal og bliver derfor alene
berart i perspektiveringen.

Vi valgte at teste to insektmidler tilhgrende forskellige grupper - Karate, som indeholder py-
rethroidet lambda-cyhalothrin, og Confidor, som indeholder neonicotinoidet imidacloprid - pa
seks arter af vandinsekter fra tre forskellige grupper. Der er i alle forsgg anvendt de to oven-
naevnte formulerede produkter. Listen over de insektarter, der indgik i forsggene, og udferel-
sen af forsggene gennemgik aendringer undervejs, dels fordi de dyr, vi have planlagt at bruge,
ikke var til at finde i tilstraekkeligt antal, dels fordi observationerne af dyrene var vanskeligere
end forudset, hvorfor vi var ngdt til at bruge mindre arenaer og feerre dyr per arena end plan-
lagt. De arter, der blev gennemfgrt forsag med, fremgar af Tabel 1.

TABEL 1. Oversigt over testdyr og insekticider, der indgik i de gennemfarte forsgg. Test med
oral eksponering af Leuctra fusca kunne gennemfgres pga. insektets komplicerede fadesag-
ningsadfeerd; dette markeret med (x).

Art Gruppe Akutte effekter Akutte effekter Adfards og repro-
Karate Confidor duktionseffekter

Karate og Confidor

Agapetus ochripes varflue X X X
Ephemera danica  degnflue X X

Hydropsyche an-  Varflue X X

gustipennis

Leuctra fusca Slarvinge X X (x)
Nemoura cinerea  Slgrvinge X X

Anabolia nervosa  Varflue X X
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1.1 Hovedkonklusioner

Akut test

Pilotprojektet har vist, at LDso for de terrestriske voksenstadier varierer mellem arter af vandin-
sekter, og fglsomheden hos voksendyr over for de to insekticider fulgte ikke samme raekke-
folge (Tabel 2). Hvis man tager hgjde for forskellene i dyrenes vaegt, skal der mere end 50
gange sa meget lambda-cyhalothrin og 200 gange sa& meget imidacloprid til at sla den mindst
felsomme art ihjel sammenlignet med den mest falsomme.

TABEL 2. Sammenfattet oversigt over LDso-vaerdier hos de testede voksenstadier af vandle-
vende insekter malt som indhold af aktivstoffet i de to sprajtemidler Confidor (imidacloprid) og
Karate (lambda-cyhalothrin).

Art LDso — Confidor (imidacloprid) LDs, — Karate (lambda-cyhalothrin)
Mg a.s./individ Mg a.s./g torvaegt  pg a.s./individ Hg a.s./g tervaegt
E. danica 0,1 10 0,006 0,5
L. fusca 0,01 18 0,0001 0,2
N. cinerea 0,001 1 0,00003 0,02
A. ochripes 0,006 12 0,000008 0,02
H. angustipennis 0,007 1,5 0,0004 0,1
A. nervosa 0,002 0,09 0,0002 0,009

Rangordning

Det er endvidere vist, at felsomheden for Karate (lambda-cyhalothrin) hos voksendyr ikke fal-

ger samme reekkefglge som hos juvenile (Tabel 3). For Confidor (imidacloprid) har vi ikke fun-
det data pa felsomhed af juvenile stadier for de arter, vi har arbejdet med. Resultaterne peger
pa, at det pa baggrund af standard toksicitetstest pa juvenile dyr ikke er muligt at forudsige fal-
somheden hos voksendyr.

TABEL 3. . Rangordning af falsomheden malt som akut dedelighed for adulte og juvenile sta-
dier af de seks arter af vandlgbsinsekter for insekticiderne Karate (lambda-cyhalothrin) og
Confidor (imidacloprid). Rang 1: mest falsom.

Art Karate Confidor
Rang, adulte Rang, juvenile’ Rang, adulte
Dosis Dosis pr. tarvaegt Koncentration i vand Dosis  Dosis pr. tervaegt
E. danica 6 6 4 6 4
L. fusca 3 5 3 5 6
N. cinerea 2 3 2 1 2
A. ochripes 1 2 (1) A. fuscipes 3 5
H. angustipennis 5 4 6 4 3
A. nervosa 4 1 - (ikke testet) 2 1

1 Wiberg-Larsen et al 2016
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Adfardsforsog

Undersggelserne af pavirkning af varfluen Agapetus ochripes, der ikke indtager fade som vok-
sen og derfor udelukkende blev eksponeret topikalt, viste, at der var signifikante effekter af
subletale doser af bade Confidor og Karate pa parringsadfaerd og reproduktiv succes malt som
aglaegning. | gvrigt viste undersagelsen ogsa, at doser, der pa baggrund af den korte ekspo-
neringstid ved akut test antages at vaere subletale, medferte signifikant hgjere dgdelighed hos
eksponerede dyr sammenlignet med kontroldyr.

Forsggene med eksponering via fgdeindtag af slervingen Leuctra fusca gav seerlige udfordrin-
ger, idet dyrene kun indtager fade (alger), safremt de er fasthaeftet til underlaget (grene), og
dermed var det vanskeligt at kende fedemaengden og doseringen. Eksponerede dyr dede me-
get kort efter fadeindtagelsen. Da kleekning af dyrene var meget uregelmaessig, var det ikke
muligt at gennemfare yderligere test. Vi har derfor ikke mulighed for at drage anden konklu-
sion, end at eksponering via fedeindtag ogsa ber tages i betragtning ved yderligere undersga-
gelser. Der udestar desuden fortsat metodemaessige udfordringer i forbindelse med denne ek-
sponeringsvej.

Flyvetider og sprojtetidspunkt

Data for flyvetider for 76 arter af vandinsekter med landlevende voksenstadier og sprajtetids-
punkter viser, at der er en hgj grad af sammenfald mellem det tidsrum, hvor mange voksne dyr
har deres maksimale forekomst, og det tidsrum, hvor der anvendes flest insekticider. Dette
sammenfald peger pa, at eksponeringen af voksenstadiet er relevant og en problemstilling,
som ikke er daekket af den nuveerende risikohandtering af akvatiske insekter, som udeluk-
kende sigter mod at reducere kritiske koncentrationer af pesticider i vandmiljget.

Risikomodel

Der er udarbejdet en model, der samler risikofaktorer omkring voksenstadiernes flyvetid,
spredning og fedes@gning, dets felsomhed over for et aktivstof og sprajtetidspunkt. Risikomo-
dellen estimerer forholdet mellem en mulig eksponering og artens fglsomhed for denne ekspo-
nering. Dette bygger pa samme grundleeggende princip, som det der anvendes i risikovurde-
ringen af kemikalier. Vaerdier omkring 1 og derover indikerer en risiko for pavirkning, mens en
veerdi under 1 indikerer en mindre risiko. Meget lave vaerdier indikerer lille eller slet ingen ri-
siko for pavirkning. Pavirkningen beregnes ud fra: (1) Felsomhed for det pagaeldende sprgjte-
middel; (2) Den fysiske starrelse af dyret; (3) Sandsynligheden for at dyret opholder sig, hvor
det kan eksponeres fra sprgjtning; (4) Sandsynligheden for at dyret flyver pa det tidspunkt, der
sprojtes.
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2. Summary

Many taxonomic groups of freshwater insects, such as caddisflies, stoneflies, mayflies, drag-
onflies and damselflies, have a reproductive terrestrial life stage. Some of these are known to
be extremely sensitive to insecticides in the aquatic environment. However, their sensitivity
during the terrestrial adult stage, when they also reproduce, is literally unknown. Conse-
quently, it is also unknown to which extent they are exposed to pesticides during the adult
stage and what effects this may have on population size and structure, both in the short and
long term. So far, risk assessment and management have only focused on avoiding risks to
insect macroinvertebrates in the aquatic environment, and exposure during the terrestrial
stage has been completely neglected. Possible cascading effects on food webs, including ef-
fects on fish and birds, also lack in the risk assessment, regardless of whether these result
from pesticide remnants in exposed food or from reduced food sources.

The main objective of the present pilot project has been to investigate whether adult stages of
aquatic insects are sensitive to two insecticides tested in the lab and, if so, to calculate to what
extent realistic exposure may lead to population level effects. The project does not include any
field measurements or investigations of cascade effects on food webs.

For the purpose of investigations, we chose to study the effects of two insecticides on the ter-
restrial stage of six aquatic insects. The two insecticides were Karate and Confidor, with the
active ingredients lambda-cyhalothrin and imidacloprid, respectively. Listed in Table 4 are the
species we succeeded doing experiments with. Table 4 also gives a summary of experiments
carried out.

TABLE 4. Overview of test animals and experiments carried out. A test of effects on the be-
havior of Leuctra fusca was abandoned because of difficulties with exposure through feed; this
is indicated by (x).

Species Group Acute effects Acute effects Effects on behav-
lambda-cyhalo- Imidacloprid iour and repro-
thrin (Confidor) duction
(Karate) Karate & Confidor

Agapetus ochripes Caddisflies X X X

Ephemera danica  Mayflies X X

Hydropsyche angu- Caddisflies X X

stipennis

Leuctra fusca Stoneflies X X (x)

Nemoura cinerea Stoneflies X X

Anabolia nervosa  Caddisflies X X

10 Miljgstyrelsen / Pilotprojekt: Insekticiders effekt pa de terrestriske stadier af vandinsekter



21 Main conclusions

Acute toxicity test

The pilot project has shown that LDso for the adult terrestrial stages varies between species of
aquatic insects (Table 5). Taking into account the differences in the weight of the animals, it
takes more than 50 times as much lambda cyhalothrin and 200 times as much imidacloprid to
kill the least sensitive species as compared to the most sensitive.

TABLE 5. Overview of LDso-for the adult stages of species tested measured per animal and
on dry weight basis for the active ingredients of Confidor (imidacloprid) and Karate (lambda-
cyhalothrin).

Art LDs, - Imidacloprid LDso - Lambda-cyhalothrin
Mg a.i./animal Mg a.i./g dry Mg a.i./animal Mg a.i./g dry weight
weight
E. danica 0.1 10 0.006 0.5
L. fusca 0.01 18 0.0001 0.2
N. cinerea 0.001 1 0.00003 0.02
A. ochripes 0.006 12 0.000008 0.02
H. angustipennis 0.007 1.5 0.0004 0.1
A. nervosa 0.002 0.09 0.0002 0.009
Ranking

Ranking of the sensitivity of adults to lambda-cyhalothrin was different from the ranking of ju-
veniles (Table 6). The ranking of the sensitivity of the adults was also different between the
two insecticides (Table 6). These observations indicate that the sensitivity of the adults cannot
be predicted from the sensitivity of the juveniles, and that the sensitivity of a species to a spe-
cific insecticide cannot be predicted from its sensitivity to another insecticide (Table 6)

TABLE 6. Ranking of the sensitivity of the test animals to Karate (lambda-cyhalothrin) and
Confidor (imidacloprid). For lambda-cyhalothrin, juvenile sensitivity is included based on a liter-
ature search. Rank 1 = most sensitive.

Species Karate Confidor
Rank, adults Rank, juveniles Rank, adults
Doselind Dose per dw Concentration H,O Doselind Dose per dw
E. danica 6 6 4 6 4
L. fusca 3 5 3 5 6
N. cinerea 2 3 2 1 2
A. ochripes 1 2 (1) A. fuscipes 3 5
H. angustipennis 5 4 6 4 3
A. nervosa 4 1 - (not tested) 2 1

Effects on behaviour and reproduction

Sublethal tests applying topical exposure with the caddisfly Agapetus ochripes, a species with
a short-lived adult stage (1 week) that does not feed as adult, showed significant effects of
both insecticides on behavior and reproduction. The sublethal doses applied were shown to be
lethal compared to non-exposed control animals when the testing time was longer than the 24
hours used in the acute test.

Feeding experiments with the stone fly Leuctra fusca failed because the insects would not
feed on the algae scraped off the branches. They would only feed on algae directly from the
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branches, but this meant that we could not control the dose received. Before we solved this
problem, we ran out of animals. Therefore, the conclusion is that problems remain to be solved
before it is possible to perform tests including exposure through food.

Flight period and time of spraying

Combining flight periods of 76 aquatic species with the time of insecticide spraying showed a
high degree of coincidence between flight period and spraying. This indicates that there may
be a risk to aquatic insects in the adult stage, a risk that is not covered by current guidelines
for risk assessment of aquatic insects.

Risk model

A model that predicts the risk of insecticide exposure in terrestrial stages of aquatic insects
was developed. The model combines information on flight period, timing of insecticide applica-
tion and sensitivity to insecticides in to a risk factor. If this risk factor is 1 or above, then the
species is at risk. Higher values mean higher risk, lower values lower risk.
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3. Baggrund og formal

Vandlgb spiller en central rolle i naturen, dels som levested for en stor del af den samlede bio-
logiske mangfoldighed, dels som transportgr af vand og uorganiske/organiske stoffer til sger,
havet og tilstedende arealer. De er som gkosystemer energimaessigt drevet af egen produk-
tion via alger, mosser og hgjere vandplanter, men modtager ogsa et vaesentligt tilskud af dedt
organisk stof fra omgivelserne (bl.a. dede blade og dgdt ved). Omsaetningen af dette stof sker
via sakaldte greessere og nedbrydere, hvoriblandt invertebrater indtager en central rolle, samti-
dig med at de er den vigtigste fadekilde for fisk. Blandt invertebraterne er insekterne mht. arts-
antal den helt dominerende gruppe, med varfluer og tovinger som szerligt artsrige ordener.
Med en stor artsrigdom samt gkologisk/funktionel diversitet er invertebraterne og ikke mindst
insekterne egnede som indikatorer for menneskeskabte pavirkninger, sasom forurening med
husholdningsspildevand (Skriver et el. 2000, Friberg et al. 2010), @deleeggelse af de naturlige
hydromorfologiske forhold (Extence et al. 1999, Wiberg-Larsen et al. 2010) samt tilfarsel af gif-
tige stoffer som pesticider (Liess & von der Ohe 2005, Schéfer et al. 2007, Liess et al. 2008).

Globalt set bliver pesticider og andre giftstoffer betragtet som én af de tre mest betydende ar-
sager (sammen med klimaforandringer og habitatgdelaeggelse) til den globale biodiversitets-
krise (Schwarzenbach et al., 2006, Kohler & Triebskorn, 2013). Dette afspejles ogsa i en ek-
sponentiel stigning i antallet af forskningsartikler, der omhandler gkologiske effekter af de for-
venteligt mest toksiske stoffer for eksempelvis pollinatorer og akvatiske insekter (Kéhler & Tri-
ebskorn, 2013).

Nyere internationale undersggelser har desuden dokumenteret, at samfundsstruktur og biodi-
versitet af makroinvertebrater i vandlgb pavirkes signifikant ved pesticidkoncentrationer, der er
flere starrelsesordener under de koncentrationer, der giver effekter i meso- og mikrokosmsos-
forsag (Schéfer et al. 2012, Beketov et al. 2013). Denne store falsomhed i naturlige vandigb
afspejler formentlig, at vandlagb ud over pesticider ofte er pavirket af andre samtidigt virkende
stressorer i form af mange artiers kontinuerlige menneskeskabte pavirkninger og sparsomme
muligheder for rekolonisering.

3.1 Akvatisk risikovurdering af pesticider

Risikovurdering af pesticider for det akvatiske miljg er baseret pa korttidsforsag med enkelt-
stoffer pa dafnier, alger og fisk. For de mest toksiske stoffer suppleres disse med laengereva-
rende forsag, der integrerer subletale parametre (fx veekst og reproduktion) og evt. yderligere
forsggsorganismer. Feelles for alle forsgg, der indgar i den akvatiske risikovurdering, er, at ek-
sponeringen med pesticider foregar i vand eller bundsediment og udelukkende pa organismer-
nes vandlevende stadier. Akvatiske organismer, der i Igbet af deres livscyklus skifter milja, og
som risikerer eksponering af pesticider i begge miljger (fx akvatiske insekter med terrestriske
voksenstadier, Figur 1), er derfor ufuldstaendigt deekket af de test, der danner grundlaget for
den nuveerende risikovurdering. Der eksisterer kun ganske fa internationale undersggelser,
der indeholder effektparametre malt pa voksenstadier af vandlgbsinsekter (fx Schulz & Liess
2001), og disse falger hovedsageligt det traditionelle scenarium med eksponering af dyrenes
vandlevende larve- eller nymfestadier. Der er imidlertid begyndende fokus pa at integrere en
livscyklusmaessig holistisk tilgang i gkotoksikologisk forskning og risikovurdering (Nienstedt et
al. 2012). Denne tilgang er netop det centrale fokus for naerveerende projekt.
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FIGUR 1. Akvatiske insekters livscyklus (skematisk og generaliseret)

3.2 Dokumenteret effekt af pesticider pa voksne
vand(lgbs)insekter
Der eksisterer kun fa undersggelser af voksne vandinsekters fglsomhed over for insekticider,
og disse omfatter udelukkende arter fra damme: sygdomsbeerende stikmyg (Ludvik 1953, Jef-
fery 1956, Georghiou & Metcalf 1961) og "non-target”-arter som vandnymfen Ischnura vertica-
lis (Estenik & Federle 1974) og vandkeaeren Hydrophilus sp. (Siegfried 1993). Dertil kommer
undersggelser udfert med henblik pa effektiv bekeempelse af eksempelvis Hydropsyche-arter
(varfluer), som historisk har optradt i direkte generende meengder langs store floder, som gen-
nemstrgmmer storbyer (Peterson 1952, Fremling 1960). Disse undersggelser beror péa for Eu-
ropa uaktuelle insekticider (fx DDT) og belyser kun arternes falsomhed under forhold, som
ikke er sammenlignelige med, hvad voksne vandlgbsinsekter udseettes for i forbindelse med
marksprgjtning. Den aktuelle viden far dette projekt om voksne vandlgbsinsekters falsomhed
over for insekticider er derfor stort set ikke-eksisterende.

3.3 Eksponeringsscenarier af insekticider for voksne
vandlgbsinsekter
Det er en rimelig antagelse, at voksne vandlgbsinsekter, som optraeder pa land i de perioder,
hvor der sprgjtes med insekticider pa marker langs vandlgb, er i risiko for at blive pavirket. Nar
de bevaeger sig bort fra vandlgbene i forbindelse med fadesggning og/eller parring, kan de
blive eksponeret for insekticider. Selvom de voksne vandinsekter ikke dgr som fglge af denne
kontakt, kan negative effekter pa deres fgdesagning, svaermning, parring, spredning og seg-
leegning, og dermed pa populationer, ikke udelukkes, da sadanne effekter er set for andre in-
sekter (fx Blacquiere et al. 2012, Whitehorn et al. 2012). Pavirkningen af de voksne vil i givet
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fald — afheengigt af hvor langt de fierner sig fra vandlgbene - finde sted inden for den "sprgjte-
frie” zone (som fremgar af sikkerhedsforskrifterne for det enkelte middel) og/eller pa selve de
sprojtede marker. Risikoen for pavirkning afhaenger af en lang raekke faktorer:

e timing af voksenstadiet (dvs. deres flyveperiode),

e levetid i det terrestriske milja,

e hvorvidt der indtages fgde og i sa fald hvilken,

e hvor langt de voksne spredes bort fra vandlgbene (og hvordan vegetationen ser ud
her),

e adfeerd i forhold til fx fedesg@gning,

e parringsadfeerd, spredning og seglaegning,

e insekticidfslsomheden hos de voksne vandinsekter.

Voksenstadiet er for vandinsekter helt afggrende for formering og grundlaeggelse af naeste ge-
neration. Desuden er voksenstadiet vigtigt for arternes mulighed for at kunne kolonisere nye
levesteder eller opretholde betydende metapopulationer, hvilket ligeledes kan vaere afggrende
for en arts fortsatte overlevelse (Sand-Jensen 2013). Viden om de ovennaevnte forhold af be-
tydning for den potentielle eksponering for insekticider er gennemgaet i det falgende.

Voksne vandinsekter forekommer fra januar til december, men tidspunkt og leengde af den sa-
kaldte flyveperiode — dvs. den periode, hvor de voksne af en given art optreeder - varierer be-
tydeligt fra art til art. Nogle arter af d@gnfluer og varfluer har korte synkroniserede flyveperio-
der (fa dage eller uger), mens flyveperioden hos andre arter af varfluer kan streekke sig over
flere maneder (Wiberg-Larsen 2004).

Varigheden af det terrestriske livsstadie, som er vaesentlig kortere end flyveperioden, varierer
ligeledes meget imellem de enkelte arter fra fa timer (visse degnfluer) til 4-6 maneder (visse
varfluer) (se Bilag 1).

Varigheden af det terrestriske voksenstadie er afhaengig af, om dyrene indtager fode. For ek-
sempel har voksenstadiet af de meget kort-levende dggnfluer intet tarmsystem og indtager
derfor hverken vand eller fede, mens slgrvinger, guldsmede, varfluer og tovinger (fx
kvaegmyg) med leengere levende terrestriske voksenstadier indtager fade, hvilket har betyd-
ning for opnaelse af maksimal frugtbarhed (Crichton 1957, Beer-Stiller & Zwick 1995, Armitage
1995).

Langt hovedparten af voksne slgrvinger og varfluer vil befinde sig inden for en snaever vand-
lgbsnaer zone (Figur 2) pa 20-30 m (Collier & Smith 1998, Petersen et al. 2004), der endog
kan veere endnu smallere (Sode & Wiberg-Larsen 1993, Petersen et al. 2004, Winterbourn
2005, Wiberg-Larsen 2006), og generelt aftager individtaetheden hos en art eksponentielt med
stigende afstand til vandlgbet (Mendl & Miiller 1974, Kovats et al. 1996, Stettmer 1996, Con-
rad et al. 1999, Briers et al. 2004). Arter blandt segte guldsmede og tovinger (fx kvaegmyg) hg-
rer til blandt de mest mobile vandlgbsinsekter og falger ikke ngdvendigvis samme mgnster
som slgrvinger og varfluer. Strukturen af den vandlgbsneere zone har derudover en vaesentlig
gkologisk betydning for de voksne insekter som spredningsvej (Petersen et al. 2004), skjul og
egnet mikroklima (Jackson 1986, Chen et al. 1993, Smith & Collier 2000), svaermesteder og
fedemuligheder (Sweeny 1993, Smith & Collier 2000). Det ma saledes antages at vaere af vee-
sentlig betydning, i hvilket omfang komponenter som treeer, buske, hgje urter, greesset vegeta-
tion og afgrgder indgar i den sprgjtefri zone. Der er dog meget lidt konkret viden om disse for-
hold.
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FIGUR 2. Den ripariske zone, eller den vandlgbsnaere zone, som udger overgangen mellem
vandlgbet og omgivelserne, som ofte er opdyrkede mark.

Indtagelse af fede har ud over indflydelsen pa livslaengde ogséa betydning for reproduktionen.
Fodeindtagelse bidrager derved til en ekstra "eksponeringsvej” for insekticider, fx via pestici-
der i blomsters nektar, honningdug eller alge og lichenvaekst pa overfladen af treeer. Der fore-
ligger imidlertid ingen undersggelser, der belyser betydningen af dette for voksne vandinsek-
ter, men for terrestriske insekter kan eksponering via faden have betydelige effekter (fx Gill et
al 2012) og endog veere den vigtigste eksponeringsvej (Mommaerts & Smagghe 2011). Sale-
des adresserer guidelines for test af pesticiders giftighed for bier eksempelvis bade oral (opta-
gelse gennem munden) og topikal (direkte kontakt) eksponering (OECD 1998a,b).

Det ma formodes, at forskellige arter af voksne vandlgbsinsekter har forskellig felsomhed over
for insekticider, ligesom det er tilfeeldet for deres akvatiske stadier (Wiberg-Larsen et al.
2013a), men der er ingen viden herom. De akvatiske stadier sgges beskyttet af de differentie-
rede afstandskrav, sprgjtefrie zoner langs vandlgb og s@er, som baserer sig pa viden om stof-
fernes giftighed samt deres spredning til vandlgbene ved afdrift (Rautmann et al. 2001). Afdrif-
ten til de habitater langs vandlgbene, hvor de voksne stadier af vandlgbsinsekterne feerdes, vil
bl.a. afheenge af vegetationens hgjde og struktur, fx om der er en breemme traeer eller hgje ur-
ter af varierende bredde nsermest vandlgbet og en breemme af usprgjtede afgrader fiernest
dette (fx Bruus et al 2008, de Snoo & de Wit 1998).
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Under alle omsteendigheder ma insekter, der faerdes i randzonerne mellem marker og vand-
lgb, forventes at veere i risiko for at blive eksponeret med lave, men formentlig ikke ubetyde-
lige pesticidkoncentrationer. Til illustration af dette har Schmitz et al. (2013, 2014) rapporteret
eksponeringer for markkanter med kornafgrgder som 30% af markdosis umiddelbart uden for
marken, 76 cm vaek fra markkanten er eksponeringen 15% af markdosis, 1 m fra markkanten
er eksponeringen 2,8% af markdosis. Anbefalede doser for lambda-cyhalothrin varierer mel-
lem 7 og 15 g/ha. Dette svarer med en antagelse om en eksponering pa 2,5% af markdosis til
en afsaetning pa 0.002 — 0.004 ug a.s./cm?. Overfladearealet af majflue Ephemera danica er
cirka 1,3 cm?, og dens tarvaegt er cirka 12 mg. Under antagelse af at afdrift af sprajtemiddel
rammer kropsoverfladen ensartet, betyder det, at én voksen majflue modtager en dosis pa
0,005 pg a.s. Dette svarer igen til 0,4 ug a.s./g. Der er her set bort fra eksponering via vinger
og ben. Derudover kan nogle arter af voksne vandlgbsinsekter forventes at beveege sig ind i
markerne, hvor pesticideksponeringen selvsagt vil vaere vaesentligt hgjere.

3.4 Formal
Baseret pa ovenstdende er det formalet at undersage fglgende hypoteser:

1. Falsomheden over for insekticider hos voksne vandlgbsinsekter varierer (kan rang-
ordnes), og variationen er den samme som for arternes akvatiske stadier.

2. lkke-dgdelige doser kan via direkte (topikal) eksponering medfgre veesentlige effekter
pa de voksne vandinsekters reproduktion.

3. Indtagelse af pesticideksponeret fade medfarer vaesentlige effekter pa voksne vand-
insekter, og arter med fgdes@gning i det voksne stadium har derfor ekstra hgj risiko
for pesticidpavirkning.

4. En veesentlig del af vandlgbsinsekterne er — set i forhold til biodiversitet eller funktio-
nel betydning i vandlgbsgkosystemerne - potentielt i risiko for at blive alvorligt pavir-
ket af insekticider i forbindelse med marksprajtning og efterfglgende vinddrift.

3.5 Valg af insekticider
De valgte insekticider til forsagene er Confidor, som indeholder aktivstoffet imidacloprid, og
Karate, som indeholder aktivstoffet lambda-cyhalothrin.

Imidacloprid er et neonikotinoid, som igen er en videreudvikling af nikotin, der er et naturligt
stof, som blandt andet dannes i tobaksplanten Nicotiana virginiana. Begrundelsen for valget af
et middel, der indeholder neonikotinoidet imidacloprid, er dels, at neonikotinoider er blandt de
mest brugte insekticider pa verdensplan, dels den debat der er om brugen af dem, hvor nogle
mener, at de er medvirkende arsag til den globale tilbagegang for insekter.

Lambda-cyhalothrin er et pyrethroid, som igen er en videreudvikling af pyrethrin, der er et na-
turligt stof, som kan udvindes fra to arter af krysantemum - rosenkrave og aegte pyrethrum.
Begrundelsen for valget af et middel, der indeholder et pyrethroid, i det her tilfeelde lambda-
cyhalothrin, er dels, at der er et stort kendskab til stoffets virkning pa de juvenile vandinsekter,
dels at pyrethroiderne er blandt de mest anvendte pesticider globalt set.
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4. Folsomheden for
insekticider hos voksne
vandlgbsinsekter — akutte
test

4.1 Materiale og metode

Det overordnede princip for alle arter var at eksponere nykleekkede voksne dyr topikalt ved at
applikere en 1ul drébe pa thorax, hvorefter dedeligheden blev opgjort. Der blev farst kart
range-findingtest med 5 dyr i hver beholder (petriskal eller lakglas, alt efter starrelse), bortset
fra Ephemera danica, som pga. af sin betydelige starrelse og skrgbelighed blev undersagt
med 1 dyr i hvert glas. Derefter blev de egentlige test udfert, med 1 dyr pr. glas/petriskal. Ide-
elt set ville vi teste lige mange hunner og hanner, men i de fleste tilfaelde var der ikke nok dyr
til at gennemfare dette. Alle forsggsdyr, der skulle klaekkes, blev opbevaret i klimarum ved

15 °C og 16 t lys/8 t merke i testperioden (dog justeret til 12 t lys/12 t for de arter som forst
klaekkede omkring september). Disse dyr placeredes i 25 liters plastikkasser med rigelig be-
luftning. Dyr indsamlet som voksne blev placeret i kgleskab (4 °C og merkt), indtil de blev an-
vendt i testene.

For at kunne sammenligne fglsomheden pa veegtbasis blev udvalgte individer tarret ved 60 °C
og vejet. Hvor det var muligt, blev tgrvaegt for hhv. hanner og hunner bestemt, idet der for
nogle af arterne er store starrelsesforskelle.

Det var ngdvendigt at foretage en del @ndringer i artsvalg mv. i forhold til den oprindelige plan
pga. problemer med indfangning eller klaekning.

Alle pesticiddoser blev beregnet ud fra indholdet af aktivstofferne i hhv. Karate 2,5 WG (Syn-
genta Nordics A/S, 25 g lambda-cyhalothrin pr. kg) og Confidor WG 50 (Bayer CropScience,
700 g imidacloprid pr. kg). De anvendte pesticiddoseringer i de egentlige test blev baseret pa
resultaterne af range-findingtestene. Alle Karate-opl@sninger indeholdt 10 % for at optimere
oplgseligheden, mens Confidor-oplgsningerne blev lavet i rent vand. De anvendte doser er
vist i Tabel 8.
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TABEL 7. Liste over planlagte forsggsarter og endeligt valg af arter.

Art Akut toksicitet Adfaerdsforsog Fadeoptagelse Kommentar
Ephemera danica  Gennemfert Ikke mulig at un- Nej Alternativ til Prodia-
(DYGNFLUE) dersgge realistisk mesa olivacea,
under laboratorie- som ikke kunne
forhold fremskaffes til for-
sag
Leuctra fusca Delvist gennemfert: Kun delvist gen- Ja Supplement til for-
(SLORVINGE) Reduceret test nemfgrt pga. for fa s@g med Nemoura
med Karate og dyr mv. cinerea
Confidor
Nemoura cinerea Delvist gennemfert: lkke mulig pga. for Ja Der blev ikke fan-
(SLORVINGE) Akut test med Ka-  f& forsggsdyr get dyr nok til at
rate gennemfare test
med Confidor
Isoperla gramma-  Delvist gennemfart: lkke mulig pga. for  Muligvis For langstrakt
tica Range-finding med fa fors@gsdyr klaekning til at fa
(SL@RVINGE) Confidor dyr nok til alle for-
sag
Agapetus fuscipes |kke gennemfart Nej Opgivet pga.
(VARFLUE) manglende lokalite-
ter med stor be-
standsteethed
Agapetus ochripes Gennemfort Gennemfert Nej Erstatning for Aga-
(VARFLUE) petus fuscipes
Hydropsyche angu- Gennemfart Ikke planlagt Ja Indsamling af for-
stipennis modet nykleekkede
(VARFLUE) voksne (ikke som
planlagt klaekning
af pupper)
Tinodes waeneri Fravalgt Ja Opgivet af logisti-
(VARFLUE) ske arsager; erstat-
tet med A. nervosa
Anabolia nervosa  Gennemfort Ikke mulig pga. for Ja Indsamling af lar-
(VARFLUE) fa forsggsdyr ver til kleekning
suppleret med ind-
samling af voksne
Prodiamesa oli- Opgivet Nej Der var ikke muligt

vacea
(DANSEMYG)

at fremskaffe det

ngdvendige antal

dyr. Arten blev er-
stattet med Ephe-
mera danica
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Ephemera danica (maijflue), dagnflue

Sammen med E. vulgata, vores storste dognflue
(kropslaengde 18-22 mm). Nymfen lever i mellem-
store-store vandlgb nedgravet i sandet-siltet bund.
Vaeksten tager 2-3 ar indtil klaekning som voksen.
Har to voksenstadier: subimago og imago. De voks-
nes samlede levetid er kun 2-3 dage. Som andre
degnfluer mangler arten helt tarmsystem. Voksne
hanner sveermer i 10-15m’s hajde i naerheden af
vandlgbet for at tiltraekke hunnerne, som gribes og
fastholdes under den efterfglgende parring med de
lange forben (se foto). Efter parring laegger hun-
nerne straks aeg (op til 8000) pa vandoverfladen.

Foto: Fugle og Natur, UIf Bjerre

Store nymfer (med tydelige marke vingedaekker som tegn pa at de var klar til klaekning) blev
indsamlet 24/5 2016 i Gudenden v. Klostermgllevej. Der blev anvendt standard-sparkeketsjer,
og egnede nymfer blev forsigtigt overfort til kelekasser med egnet sediment, vand fra vandig-
bet og beluftning. De indsamlede dyr (ca. 730 individer) blev inden for % time transporteret
nedkglet og placeret i klimarum i standard plastkasser med beluftning og overdaekning med
“insektnet”. Klaekkede voksne individer blev opsamlet kontinuert og overfert til beholdere i kli-
marummet med henblik pa de efterfalgende toksicitetsforsag. Kun individer i det afsluttende
imago-stadium blev anvendt til forsggene.

Testene med Karate og Confidor blev udfert i to omgange for at udnytte antallet af dyr bedst
muligt (Tabel 8). Efter eksponering blev dyrene placeret i lakglas og ikke i petriskale pga. de-
res stgrrelse (og fordi de holder de store vinger i lodret position). Dadeligheden blev opgjort 2,
4, og 24 timer efter eksponering. Pa grund af denne arts korte liv som voksen, blev dedelighe-
den ikke opgjort efter 48 timer.

TABEL 8. . Anvendte doser, antal replikater pr. dosis og antal dyr pr. replikat i testene af den
akut dedelige virkning af insekticiderne Karate og Confidor.

Pesticid Art Forseg Nominelle doser, Replikater pr. do-
Mg a.s./individ sis

Karate E. danica 1 0-0,00001 - 5
0,00005 - 0,0001 -
0,0005 - 0,001 -
0,005 -0,01-0,05
-0,1

2 0-0,00001 - 5
0,0001 - 0,001 -
0,01-0,1

L. fusca 1 0-0,00001 - 2
0,0001 - 0,001 —
0,01

N. cinerea 1 0 -0,00001 - 10
0,00005 - 0,0001 -
0,0005 - 0,001 -
0,005 - 0,01
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A. ochripes

0-0,000005 - 10
0,00005 - 0,0001 -
0,0005 - 0,005 -

0,01

0-0,000001 - 10
0,00001 - 0,001

H. angustipennis

0-0,00001 - 10
0,00005 - 0,0001 -
0,0005 - 0,001 -

0,005 -0,01-0,05

-0,1

A. nervosa

0-0,00005 - 5
0,0001 - 0,0005 —
0,001 - 0,005 -0,01
-0,05-0,1

Confidor

E. danica

0-0,00001 - 5
0,00005 - 0,001 -
0,005 -0,01-0,05
-01-1-2

0-0,0001-0,0005- 5
0,001-0,005-0,01-
0,05-0,1-1-2

L. fusca

0-0,001-0,01- 1 (2 kontroller)
0,1-1,0

0-0,0001-0,001 1 (2 kontroller)
-0,01-01

0-0,0001-0,0005 1
-0,001 - 0,005 -
0,01-0,05-0,1

N. cinerea

0-0,00001-0,001 1
-1

I. grammaticus

0-0,0001-0,001 1
-0,01-0,056-0,1
-1

A. ochripes

0-0,0001-0,0005 10
-0,001 - 0,005 -
0,01-0,05-0,1—

1-2

H. angustipennis

0-0,00001 - 10
0,0001 - 0,0005 -

0,001 - 0,005 -
0,01-0,05-0,1—

1

A. nervosa

0-0,00001 - 5
0,00005 - 0,0001 -
0,0005 - 0,001 —
0,005-0,01-0,05
-01
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Leuctra fusca, slgrvinge

Kropsleengde 5-8 mm. Nymfen findes i stgrre og mindre
vandlgb, typisk pa stenet-gruset bund. En-arig livscyklus.
Voksne lever formodentlig 2-3 uger. Indtager fade i form af
alger pa grene, samt formodentlig fint detritus/svampehy-
fer. Hanner og hunner kommunikerer via bankesignaler
ifm. parring. A ggene (ca. 600) leegges pa vandoverfla-
den.

Foto: Fugle og Natur

Nymfer blev indsamlet fra Kongshgj A, Lundebro, 1/9 2016. Der blev anvendt standard-spar-
keketsjer, og egnede nymfer blev forsigtigt overfart til kalekasser med egnet sediment, ganske
lidt vand fra vandigbet og diverse groft detritus og vandplantedele beregnet som gemmeste-
der. Der blev ikke beluftet, men dyrene blot holdt fugtige. De indsamlede dyr (ca. 1200 indivi-
der) blev inden for 2 timer transporteret nedkglet og placeret i klimarum i standard plastkasser
med beluftning og overdaekning med “insektnet”. Kleekkede voksne individer blev opsamlet
kontinuert og overfart til beholdere i klimarummet med henblik pa de efterfalgende toksicitets-
forseg. Det lykkedes kun at opna kleekning af fa voksne individer, hvorfor der kun blev gen-
nemfart begraensede forsgg.

Idet det ikke lykkedes at indsamle dyr nok til at gennemfgre bade range-finding og de fulde
test, blev der udfart en range-finding test med Karate (lambda-cyhalothrin) (Tabel 8). De ek-
sponerede dyr blev placeret i en petriskal med fugtigt filterpapir. Dedeligheden blev opgjort ef-
ter 1, 24 og 48 timer. Med Confidor (imidacloprid) blev der udfgrt tre runder range-finding med
forskellige koncentrations-ranges i et fors@g pa at ramme LDso bedst muligt.

Nemoura cinerea, slgrvinge

- e AT\ Dl R a el B B
Kropsleengde 5-11 mm. Nymfen findes i stgrre og mindre
vandlab, sger og damme. En-arig livscyklus. Voksne lever
formodentlig 2-3 uger, hvorunder de sgger fade i vegetation
eller pa jordbunden (alger, fint detritus). Hanner og hunner
kommunikerer via bankesignaler ifm. parring. AEggene (ca.
1400) leegges pa vandoverfladen.

Foto: Peter Wiberg-Larsen (tv) & Fugle og Natur, Mo-
gens Holmen (th)

Voksne individer blev indsamlet gennem ca. 2 uger fra i alt 8 Malaise-feelder opstillet ved Sig
Groft (nedstrems vejen Tarring-Breedstrup) — se foto. Nykleekkede voksne individer blev ind-
samlet (typisk dagligt) fra feelderne i perioden 17/5-8/6 2016. De blev overfgrt til og opbevaret i
frostposer (og nedkglet) under transport til klimarummet. Der blev generelt ikke opsamlet sa
mange individer som forventet, ligesom indsamlingen af arten blev vanskeliggjort ved, at der
samtidig forekom voksne Amphinemura standfussi og Brachyptera risi.
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Karate (lambda-cyhalothrin) blev testet i 8 doser i 10 replikater med et dyr i hvert (Tabel 8).
Mod forventning kunne det ikke lade sig gare at fange dyr nok til en fuld test med Confidor
(imidacloprid), som derfor kun blev testet til range-finding. Efter eksponering blev dyrene pla-
ceret i petriskale med fugtigt filterpapir.

Isoperla grammatica, slgrvinge

Kropsleengde 8-12 mm. Nymfen findes i starre og mindre
vandlab, typisk pa stenet-gruset bund. En-arig livscyklus.
Voksne lever formodentlig 2-3 uger. Levetid kan forlaenges
ved indtagelse af nektar. Hanner og hunner kommunikerer
blandt andet via bankesignaler i forbindelse med parring.
AEggene (ca. 150) lsegges pa vandoverfladen.

Foto: Biopix (med tilladelse)

Nymfer blev indsamlet fra Villestrup A den 17/5 2016. Der blev anvendt standard-sparkeket-
sjer, og egnede nymfer blev forsigtigt overfart til kglekasser med egnet sediment, ganske lidt
vand fra vandlgbet og diverse groft detritus og vandplantedele beregnet som gemmesteder.
Der blev ikke beluftet, men dyrene blot holdt fugtige. De indsamlede dyr (ca. 1000 stk.) blev
inden for 2 timer transporteret nedkglet og placeret i klimarum i standard plastkasser med be-
luftning og overdaekning med "insektnet”. Der blev forsggt fodret med chironomider (larverne
af Isoperla er rovdyr). Klaekkede voksne individer blev opsamlet kontinuert og overfart til be-
holdere i klimarummet med henblik pa de efterfalgende toksicitetsfors@g. Det lykkedes kun at
opna kleekning af fa voksne individer, hvorfor der kun blev gennemfgrt range-finding med ét
insekticid.

Imidacloprid, som Confidor, blev saledes testet i et replikat per koncentration, med 5 dyr i hvert
replikat (Tabel 8). Efter eksponering blev dyrene placeret i petriskale med fugtigt filterpapir.

Agapetus ochripes, varflue

Kropsleengde 4 mm. Larven findes i stgrre og mindre
vandlab, typisk pa stenet-gruset bund. En-arig livscy-
klus. Voksne lever i mindre end 1 uge og tager ikke
fade til sig. Hanner og hunner kommunikerer via ban-
kesignaler ifm. parring. /Eggene (ca. 1560) leegges pa
sten under vandoverfladen, idet hunnen kryber/svem-
mer frem til foretrukne position.

Foto: Claus Hindberg
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Forpuppede individer blev indsamlet i Stavis A (opstrems for Rugaardsvej) 10/5 2016 (Figur
3). Der blev indsamlet et stort antal sten, hvorpa pupperne var placeret. Sten med pupper pla-
ceredes lagvis (pa tradhylder) i kalekasser, uden at stenene skurede imod hinanden. Desuden
placeredes vade stykker kgkkenrulle imellem stenene for at holde sten og pupper fugtige.

FIGUR 3. Indsamling af Agapetus ochripes i Stavis A 10. maj 2016. Foto Beate Strandberg.

Indholdet i kasserne blev holdt afkglet under transport, der tog ca. 2 timer. Sten med pupper
blev overfart til plastkasser med vand fra Stavis A (vanddybde 5-10 cm séledes at flere sten
ikke var vanddeekket) med beluftning og endelig overdaekket med "insektnet” (pyramide-formet
overdel, forsynet i toppen med fangstbeholder til opsamling af klaekkede voksne, se Figur 4).
Kasserne blev stillet i klimarum (15 °C) og iagttaget for klaekkede voksne. Kleekningen startede
omkring 3 uger efter indsamling. Kleekkede voksne overfgrtes til beholdere i klimarummet med
henblik pa de efterfalgende toksicitetsforsag (Figur 4)
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FIGUR 4. Klaekning af Agapetus ochripes fra pupper pa sten indsamlet i Stavis A. De nykleek-
kede varfluer sgger opad mod lyset og kan saledes "hgstes” i de monterede plasticbeholdere
vha. sugeflasker (t.h.). Foto: Claus Hindberg.

Confidor, der indeholder aktivstoffet imidacloprid, blev testet i doserne praesenteret i Tabel 8.

Karate, der indeholder aktivstoffet lambda-cyhalothrin, blev testet to gange. Efter eksponering
blev dyrene placeret i petriskale med fugtigt filterpapir.

Hydropsyche angustipennis, varflue

Kropsleengde 10 mm. Larven findes i starre og mindre vandlgb, iseer sadanne som er aflgb fra sger, og typisk pa
stenet bund. En-arig livscyklus. Voksne lever i 2-3 uger og tager formodentlig fade til sig i form af nektar. Hannerne
svaermer over "markgrer” i landskabet og tiltraekker derved hunnerne til parring. ££ggene (ca. 700) leegges pa sten
under vandoverfladen, idet hunnen svemmer frem til foretrukne position.

Foto: Henrik Stenholt

Voksne individer blev indsamlet 17-18/5 2016 ved Mattrup A (Vingum Bro). Der blev dels ind-
samlet ved brug af batteridrevet lysfeelde, dels anvendt ketsjer. De voksne blev forsigtigt an-
bragt i store frostposer, der placeredes i kalekasser under transport. Poserne blev anbragt i
keleskab (4 grader), inden dyrene blev anvendt til forsag.
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Karate (lambda-cyhalothrin) og Confidor (imidacloprid) blev testet i 10 doser hver (Tabel 8).
Testene blev udfart i 10 replikater med et dyr i hvert; dog blev der kart ekstra replikater af uek-
sponerede dyr (kontroller). Efter eksponering blev dyrene placeret i petriskale med fugtigt fil-
terpapir.

Anabolia nervosa, varflue

Kropslaengde 11-12 mm. Larven findes i stgrre og min-
dre vandlgb samt storre sger og damme. Forekommer
typisk pa sandet bund, og hvor der er ansamlinger af
groft detritus. En-arig livscyklus. Voksne lever i ca. 1
uge og tager gerne fade til sig i form af nektar/honning-
dug. Hunnerne udsender feromomer, som tiltraekker
hannerne. Hannerne ses ofte svaerme i forbindelse
med treeer/buske, formodentlig for at lokalisere hun-
nerne. Aggene (ca. 100) placeres pa planter umiddel-
bart over vandoverfladen.

Foto: Henrik Stenholt

Der blev indsamlet larver (ca. 1000) fra bredzonen af Rerbaek Sg (sydsiden) den 22/6 2016.
Larverne blev placeret i kalekasser med plantemateriale og holdt fugtige og afkelede under
transport til klimarummet. Her blev larverne fordelt i standard plastkasser med beluftning, tilfar-
sel af detritus, og overdaekning med "insektnet”. | september klaekkedes de farste voksne
(som forventet), men alt for fa til at deekke behovet i de planlagte test. Der blev derfor hhv.
4/10 og 12/10 2016 foretaget supplerende indsamling af voksne individer ved Rarbaek Sas
sydside. De voksne individer blev ketsjet fra luften (flyvende) eller nedbanket fra urtevegeta-
tion eller treeer/buske. De fangne dyr placeredes i frostposer, der blev anbragt i kalekasser
med henblik p& hjemtransport. Ved hjemkomsten blev individerne anbragt i keleskab indtil an-
vendelse i testene.

De akutte test blev gennemfart med fem replikater af hver koncentration med ét dyr i hver,
fordi det ikke lykkedes at fange dyr nok til 10 replikater (Tabel 8). Efter eksponering blev dy-
rene placeret i petriskale med fugtigt filterpapir.

4.2 Statistiske analyser

For hver art blev andelen af overlevende dyr efter 24 eller 48 timer analyseret vha. en genera-
liseret lineaer model ud fra en binomialfordeling og logit-linkfunktionen. Effekten af dosis pa an-
del overlevende blev testet, og de forskellige doser blev sammenlignet med kontrollen vha.
parvise test programmeret som kontraster. Dosis-responssammenhange blev beregnet med
dosis som regressionsvariabel under antagelse af en sigmoid sammenhaeng,

e(a+B><dosage)

P = 1+ e(a+pBxdosage)

hvor P er sandsynligheden for respons (overlevelse), a er den estimerede skeering med y-ak-
sen, og B er den estimerede haldning fra den tilsvarende generaliserede model, hvor dosis
indgar som en regressionsvariabel. | nogle tilfeelde beskrev en model baseret pa log1o af dosis
data bedst.

4.3 Resultater - akut test

| det folgende beskrives effekten af de to insekticider pa overlevelsen af de enkelte arter, ar-
ternes relative felsomhed rankes. | kapitel 5 sammenlignes de estimerede LDso-vaerdier med
de tilsvarende for de vandlevende ungdomsstadier.
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Ephemera danica (majflue)

| Figur 5 er vist overlevelsen af de oprindeligt fem dyr pr. dosis 24 h efter eksponering. Der er
en tydelig sammenhaeng mellem dosis og overlevelse. Overlevelsen er pavirket ved doser
over 0.01 pg a.s./dyr for Confidor og over 0,0001 pg a.s./dyr for Karate.
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FIGUR 5. Effekt af Confidor (imidacloprid) (t.v.) og Karate (lambda-cyhalothrin) pa overlevel-
sen af E. danica 24 timer efter eksponering af 5 dyr pr. koncentration. Dosis 1-10"° svarer til
den ubehandlede kontrol. Hvert punkt repreesenterer en prgve, og linjen viser den estimerede
dosis-responssammenhang.

Leuctra fusca
Dadeligheden 24 timer efter eksponering for de to insekticider er vist i Figur 6. Der er en tyde-

lig dosis-responssammenhaeng for begge stoffer, selv om kontroldgdeligheden er starre end
gnskeligt.
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FIGUR 6. Effekt af Confidor (imidacloprid) (t.v.) og Karate (lambda-cyhalothrin) pa overlevel-
sen af L. fusca 24 timer efter eksponering af 5 dyr pr. koncentration. Dosis 1-10-'° svarer til
den ubehandlede kontrol. Hvert punkt repreesenterer en prgve, og linjen viser den estimerede
dosis-responssammenhaeng.

Nemoura cinerea
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Dadeligheden 24 timer efter eksponering for de to insekticider fremgar af Figur 7. Der er tyde-
lig effekt af begge stoffer, selv om der er meget fa datapunkter for Confidor (imidacloprid) og
hgj kontroldgdelighed for Karate (lambda-cyhalothrin).
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FIGUR 7. Effekt af Confidor (imidacloprid) (t.v.) og Karate (lambda-cyhalothrin) pa overlevel-
sen af N. cinerea 24 timer efter eksponering af hhv.5 og 10 dyr pr. koncentration. Dosis 1-10-°
svarer til den ubehandlede kontrol. Hvert punkt repraesenterer en prave, og linjen viser den
estimerede dosis-responssammenhaeng.

Isoperla grammatica

Efter 48 timer var der ingen effekt af de testede doser, idet hhv. 5, 4, 4, 5, 4, 4, og 5 af de ek-
sponerede 5 dyr fortsat var i live.

Agapetus ochripes

Overlevelsen efter 48 timer er vist i Figur 8. For begge insekticider er der en tydelig dosis-re-
sponssammenhaeng, selvom kontroldadeligheden er ret hgj i testen med lambda-cyhalothrin.
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FIGUR 8. . Effekt af Confidor (imidacloprid) (t.v.) og Karate (lambda-cyhalothrin) pa overlevel-
sen af A. ochripes 48 timer efter eksponering af 10 dyr pr. koncentration. Dosis 1-10-'° er den
ubehandlede kontrol. Hvert punkt repraesenterer en prgve, og linjen viser den estimerede do-
sis-responssammenhaeng.
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Hydropsyche angustipennis

Dgdeligheden 48 h efter eksponering er vist i Figur 9. Der er en tydelig effekt af de to insektici-
der, men kontroldgdeligheden er hgj i forsaget med lambda-cyhalothrin.
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FIGUR 9. Effekt af Confidor (imidacloprid) (t.v.) og Karate (lambda-cyhalothrin) pa overlevel-
sen af H. angustipennis 48 timer efter eksponering af 10 dyr pr. koncentration. Dosis 1-10-1° er
den ubehandlede kontrol. Hvert punkt repraesenterer en prgve, og linjen viser den estimerede
dosis-responssammenhaeng.

Anabolia nervosa
Opggerelsen af overlevelsen 48 h efter eksponering er praesenteret i Fgur 10. For lambda-cy-

halothrin er der en klar dosis-responssammenhang, mens effekten af imidacloprid pa overle-
velsen er mere uklar.
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FIGUR 10. Effekt af Confidor (imidacloprid) (t.v.) og Karate (lambda-cyhalothrin) pa overlevel-
sen af A. nervosa 48 timer efter eksponering af 5 dyr pr. koncentration. Dosis 1-107'° er den
ubehandlede kontrol. Hvert punkt repraesenterer en prgve, og linjen viser den estimerede do-
sis-responssammenhaeng.
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5. Sammenligning af voksen-
og juvenilstadiers
folsomhed over for de to
insekticider

For at kunne sammenligne den relative felsomhed af de seks arters voksenstadier med tidli-
gere opnaede resultater for de samme arters ungdomsstadier blev LD50-vaerdierne for de to
insekticider beregnet for hver af forsggsarterne ud fra den fittede sigmoide dosis-responsmo-
del. De beregnede LD50-veerdier er vist i Tabel 9. Da de testede arter varierer meget i stor-
relse, blev tarvaegten bestemt (se Tabel 10) for ogsa at kunne udregne den tervaegtsbaserede
LD50 for hver art.

TABEL 9. Beregnede LDso-vaerdier med 95 % konfidensintervaller (k.i.) for de terrestriske vok-
senstadier af seks arter af vandlgbsinsekter eksponeret topikalt for hhv. Confidor (imidac-
loprid) og Karate (). LDso pr. g t@rveegt er udregnet vha. vaerdierne for begge kan i Tabel 10.
Negative veerdier indikerer, at tallet ikke har kunnet bestemmes. Veaerdier for honningbi, Apis
mellifera, indsat til sammenligning.

Art Pesticid Timer efter ekspo- LDs, ug a.s. pr. 95 % k.i.,ug a.s.
nering individ pr. individ
E. danica Confidor 24 0,1 0,08-0,3
Karate 24 0,006 0,002-0,02
L. fusca Confidor 24 0,01 0,003-0,1
Karate 24 0,0001 0,000002-(-0,0004)
N. cinerea Confidor 24 0,001 0,00003-(-
0,004570)
Karate 24 0,00003 0,000003-0,00004
A. ochripes Confidor 48 0,0062 0,0057-0,0078
Karate 48 0,000008 0,000004-0,000010
H. angustipennis Confidor 48 0,007 0,006-0,01
Karate 48 0,0004 0,00006-0,003
A. nervosa Confidor 48 0,002 0,0002-0,03
Karate 48 0,0002 -0,00002-0,01
Apis mellifera Confidor 48 0,081
Karate 48 0,038
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TABEL 10. Tervaegt af de seks arter af vandlgbsinsekter gennemsnit af hanner og hunner.

Art Antal dyr vejet Vaegt
mg tervaegt/indi-
vid

E. danica 9 11,7

L. fusca 10 0,65

N. cinerea 9 1,24

A. ochripes 13 0,51

H. angustipennis 22 4,20

A. nervosa 8 17,3

De tilsvarende LCso-vaerdier for ungdomsstadierne af de seks arter over for lambda-cyhaloth-
rin-eksponering i vandfasen blev bestemt af Wiberg-Larsen et al. (2016) og er preesenteret i
Tabel 5.3, idet det dog var en anden art af Agapetus (A. fuscipes), der blev undersggt.

TABEL 11. Beregnede LCso-veerdier for Karate (lambda-cyhalothrin) for de juvenile stadier af
de testede arter (dog en anden art af Agapetus). Data findes ikke for Anabolia nervosa. Kilde:
Wiberg-Larsen et al. (2016).

Art LCs (Mg a.s./l), gen-
E. danica 9,35+ 1,68

L. fusca 1,43 +32,3

N. cinerea 0,48+0,12

I. grammatica 14,49 + 44 44

(A. fuscipes) 0,028 + 0,001

H. angustipennis 1000

For at kunne sammenligne den relative felsomhed af hhv. adulte og juvenile er LDso- og LCso-
veerdierne for de enkelte arter blevet rangordnet for hhv. den totale dosis for adulte, dosis pr.
tervaegt for adulte og (for Karate) koncentrationen i testvandet for de juvenile (Tabel 12). Som
det ses af tabellen, betad hensyntagen til tarvaegten noget for rangordningen af de adulte in-
sekter, iszer for E. danica, L. fusca og A. nervosa. Der var ikke overensstemmelse mellem
rangordningen for adulte og juvenile stadier.

TABEL 12. Rangordning af felsomheden malt som akut dedelighed for adulte og juvenile sta-
dier af de seks arter af vandlgbsinsekter for insekticiderne lambda-cyhalothrin og imidacloprid.
Rank 1: mest fglsom.

Art Lambda-cyhalothrin Imidacloprid
Rang, adulte Rang, juvenile’ Rang, adulte
Dosis Dosis pr. tarvaegt Koncentration i vand Dosis  Dosis pr. tervaegt
E. danica 6 6 4 6 4
L. fusca 3 5 3 5 6
N. cinerea 2 3 2 1 2
A. ochripes 1 2 (1) A. fuscipes 3 5
H. angustipennis 5 4 6 4 3
A. nervosa 4 1 - (ikke testet) 2 1

" Wiberg-Larsen et al. 2016
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5.1 Vurdering af om voksenstadier bor indga i fremtidige test
Sammenligningen af de rangordnede LDso-veerdier for juvenile og adulte individer af de under-
segte arter tyder pa, at der ikke er en klar sammenhaeng mellem fglsomheden af de to livssta-
dier. Da LDso for de adulte er opgjort som dosis per individ, mens data for juvenile er baseret
pa koncentrationen af aktivstof i testmediet (vand), kan man dog ikke umiddelbart sammen-
ligne falsomheden af de to livsstadier, og dermed kan man ikke afgere, om det ene stadium er
mere falsomt end det andet. Dermed synes det oplagt at foresla, at der i den fremtidig risiko-
vurdering ikke kun tages hensyn til eksponering i vandfasen af de juvenile stadier, men ogsa
foretages en undersggelse af, om de adulte stadier kan forventes at blive eksponeret i en
grad, der pavirker deres overlevelse eller reproduktion.
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6. Effekter af ikke dadelige
insekticid-doser pa voksne
vandinsekters
parringsadfaerd og
reproduktion

Formalet med undersggelsen er at undersgge effekten af Karate (lambda-cyhalothrin) og Con-
fidor (imidacloprid) pa formeringsadfeerd og reproduktion hos udvalgte vandlgbsinsekter med
henblik pa at teste hypotese 2 (lkke-dgdelige doser kan via direkte (topikal) eksponering med-
fore vaesentlige effekter pa de voksne vandinsekters adfaerd og reproduktion) og hypotese 3
(Indtagelse af pesticideksponeret fade medfarer vaesentlige effekter pa voksne vandinsekter,
og arter med fedesggning i det voksne stadium har derfor ekstra hgj risiko for pesticidpavirk-

ning).

| projektet var planlagt at gennemfere adfaerds- og reproduktionsundersggelser ved ekspone-
ring over for insekticid med 4 vandlgbsinsekter, men da vi som omtalt i kapitel 9 havde store
vanskeligheder ved at have tilstraekkeligt med dyr udklaekket samtidigt, blev undersggelsen
reduceret til to dyr: varfluen Agapetus ochripes, der er kortlivet og ikke indtager fade som vok-
sen, og slgrvingen Leuctra fusca, der spiser alger, som vokser pa grene og stammer. Med L.
fusca blev kun gennemfart indledende undersggelser med to koncentrationer af Confidor
(imidacloprid) (se nedenfor), da klaekning ophearte, og vi aldrig fik tilstraekkeligt med dyr til at
gennemfare en fuld adfeerdstest.

Parringsadfeerd og eegleegning er ikke beskrevet for disse arter tidligere, men for andre var-
fluearter, bl.a. den naertbesleegtede Agapetus fuscipes, er udskillelse af feromoner, visuelle
signaler som vingeflaps (hurtig blafren med vingerne) og vibrationer i form af trommen (Figur
11) beskrevet (lvanov & Rupprecht 1992, lvanov 1997).
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FIGUR 11. Eksempler pa frekvensen af rytmiske adfeerdsmanstre (trommen, skraben, vinge-
Izft) fremkaldt af varfluer (Trichoptera). Nummer 1-5 er forskellige signaler fremkaldt af Agape-
tus fuscipes, nr. 6-8 signaler hos Goera pilosa, nr. 9 hos Lype phaeopa, nr. 10 og 12 hos Rhy-
acophila nubila, nr. 11 hos Hydropsyke contubernalis, nr. 13 hos Philopotamus ludificatus og
nr. 14 hos Brachycentrus subnubilus. Nummer 5 er hannens rytmiske trommen forud for par-
ring. (Efter Ivanov 1997).

Udskillelsen af feromoner hos hanner kan iagttages som antennebeveegelser hos hunner. Vin-
gelgft kan forekomme bade hos hanner, hvor den er tegn pa intra-seksuel konkurrence, og
hos hunner, hvor det er tegn pa accept af hannen (lvanov og Rupprecht 1992).

Aglaegning hos A. fuscipes foregar ved, at hunnen dykker ned i vandet og laegger aeggene pa
siden af stgrre sten. ££ggene daekkes herefter med sma sten, sakaldte capstones, for at be-
skytte dem mod stremmende vand og praedation (Becker 1991, 2005).

6.1 Eksponering af adulte Agapetus ochripes over for Karate
og Confidor

I denne del af projektet unders@gte vi effekterne af Karate og Confidor, der indeholder hhv.

lambda-cyhalothrin og imidacloprid pa parringsadfaerd og aegleegning hos A. ochripes. Da

denne varflue er relativt lille (kropsleengde ca. 1 cm), blev alle iagttagelser af parringsadfeerd

gennemfart i petriskale, hvorefter dyrene blev overfert til mere naturtro arenaer (miniakvarier

med en stor sten som delvist rager op over vandet), hvor aeglaegning blev undersagt.

Indsamling og klaekning af larver er beskrevet pa side 25-26. Efter kleekning blev dyrene kgns-
bestemt pa baggrund af genitalierne pa bagkroppen (se Figur 12), hvorefter én hun og to han-
ner blev overfart til petriskal med fugtigt filterpapir i bunden for at undga udterring.
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FIGUR 12. Genitalierne (placeret pa bagkropsspidsen) hos hanner (1-5) og hunner (6-8) af
Agapetus ochripes. Genitalier set fra siden (1, 2, 6) og fra undersiden (3, 4, 7, 8). Hannerne
identificeres let ved deres tydelige par vedhaeng, som benyttes til at fastholde hunnerne under
parringen. Bemeerk i gvrigt, at begge ken har et par veludviklede tappe pa hhv. 7. og 8. led
(det 9. led baerer genitalierne). Tappene benyttes til at lave bankesignaler Fotos fra Tobias &
Tobias (se: http://trichoptera.insects-online.de/Trichoptera%20fennoscandinavica-aktu-
ell/index.htm).

Varfluerne blev ved adfeerdsundersagelsen kun udsat for en koncentration af hvert insekticid
bestemt pa baggrund af range-finding og efterfalgende test for akut toksicitet, se Kapitel 4. Ek-
sponering af dyrene foregik ved afsaetning af 1uL insekticidoplasning med mikropipette pa tho-
rax. For Karate (lambda-cyhalothrin) anvendtes koncentrationen 0,0000002 ug a.s. L™ og for
Confidor (imidacloprid) 0,02 pg a.s. pL-!. Karate-oplgsningerne indeholdt 10 % ethanol for at
optimere stoffets oplgselighed. Kontroldyr tilfartes 1uL 10% ethanoloplgsning. Samlet indgik
90 dyr (3 dyr (1 %, 2 & pr. petriskal) x 3 behandlinger (2 insekticider + kontrol) x 10 replikater)

i undersggelsen. Undersggelsen blev igangsat 6. juni 2017 og varede samlet 5 dggn.

lagttagelsen af adfaerd forlgb over 2 dggn og blev startet 15 minutter efter eksponering (t=0
minutter) og blev gentaget efter 20, 22, 40 og 44 timer. lagttagelserne omfattede trommen,
spark, beveegelser med antenner og vinger (vingelaft), gang, samt evne til fasthaeftning (sidde
fast pa undersiden af laget af petriskalen). Under dataindsamlingen blev dyrene tildelt point for
hver aktivitet, 1 point pr. aktivitet. For en given aktivitet kan der tildeles tre point pr. petriskal.
Alle aktiviteter blev ogsa samlet til et aktivitetsindeks, der beregnes pr. individ. Mortalitet blev
noteret og blev givet et minus point.

P& dag 3 blev overlevende dyr overfart til arenaer til undersggelse af segleegning. Da der var
en starre dgdelighed hos dyr eksponeret overfor Confidor (imidacloprid) end for gvrige be-

handlinger, se nedenfor, indgik kun 2 arenaer med imidaclopridbehandlede dyr (2 ¢, 2 & pr.
arena), 3 arenaer med lambda-cyhalothrin (2 ¢, 4 &' pr. arena) og 3 arenaer med kontroldyr
(2 #,4 o pr. arena). Pa dag 5 blev alle sten undersggt for &egmasser, og antal af disse blev

noteret.

6.2 Erfaringer med eksponering af adulte Leuctra fusca over
for Confidor

Slgrvingen L. fusca indtager fade i voksenstadiet primeert i form af alger, som findes pé& grene

pa traeer og buske langs vandlgb (Wiberg-Larsen, pers. com.). Indledningsvis forsggte vi at

skrabe algerne af grenene og blande dem med pesticid, men dyrene spiste ikke dette alge-

skrab — heller ikke alger, der ikke var kontaminerede. Derfor blev grenene med algebelaegning
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i stedet dyppet i Confidor oplgsning (0,05 og 0,005 g a.s. i 100ml vand), hvilket dog gav den
ulempe, at vi ikke kunne méale den indtagne maengde og heller ikke koncentrationen af insekti-
cid i algerne. Nar algerne sad pa grenene, gik slgrvingen i gang med at spise, sa snart den
blev sat pa grenen, og det uanset om grenen var dyppet i insekticid. Ved begge koncentratio-
ner indtog dyrene fede i 1-2 minutter, hvorefter de fik spasmer og dgde efter mindre end 2 mi-
nutter. Da klaekningen af voksne fra laboratoriekulturen desveerre gik i sta, havde vi ikke mulig-
hed for at gentage forsgget ved lavere doseringer. En anbefaling til fremtidige undersggelser
vil veere at sprgjte grenene med insekticid i afdrift-relevante koncentrationer, dvs. max 15-20%
af markdosis, men ogsa betydeligt lavere doser.

6.3 Statistik

Mortalitet blev analyseret ved anvendelse af en generaliseret model, hvor fordelingen er bino-
mial og link funktionen er logit. | denne model analyseres, om mortalitet er forskellig i de for-
skellige behandlinger.

Adfaerd blev analyseret dels for hver adfaerdskomponent szerskilt, dels som den samlede ad-
feerd, dvs. at alle adfeerdsparametre adderedes sammen til en parameter. Den samlede para-
meter analyseredes i en lineaer kovarians model med mortalitet som kovariabel. | den linegere
model er det specifikt effekt af behandling, der analyseres. Den lineaere model antager, at resi-
dualer er normalfordelte.

6.4 Resultater - Eksponering af adulte Agapetus ochripes over
for Karate og Confidor

| forbindelse med kansbestemmelse og handtering af dyr forud for eksponering observerede vi

rytmisk trommen. Denne adfeerd blev dog ikke observeret i selve observationsperioden efter

insekticideksponering, heller ikke for kontroldyr.

Vi fandt, at insekticid-doser, der ved akut test (korttidseksponering) var subletale, kan resultere
i signifikant hgjere dadelighed ved laengere eksponering for isaer Confidor (p=0,0001), men
ogsa for Karate (p=0,0170), sammenlignet med kontrollerne.

Sammenligning af aktivitetsniveau for dyr eksponerede over for Karate og Confidor viste inter-
aktion mellem tid og aktivitetsniveau (Figur 13). Umiddelbart efter eksponering over for insekti-
ciderne sas saledes en forgget aktivitet hos dyr eksponeret overfor Confidor, hvorefter aktivi-
tetsniveauet pr. levende individ faldt (Figur 13). Under den fgrste adfaerdsstimulering hos Con-
fidor-eksponerede dyr Igb dyrene meget i cirkler, et respons, der dog ikke blev kvantificeret, og
foretog krampagtige spark (Figur 14A). Aktivitetsniveauet for Karate-eksponerede dyr og kon-
trol-dyr var fgrst lavere, men steg derefter det farste degn, hvorefter det faldt for savel ekspo-
nerede dyr som kontrol-dyr. Karate-eksponerede dyr havde gennem hele observationsperio-
den en lavere aktivitet end kontrol-dyr (Figur 13). Kun kontroldyr laver vingelgaft i observations-
perioden (Figur 14C).
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FIGUR 13. Aktivitetsindeks, dvs. gennemsnitlig samlet adfaerd (gang, trommen, vingelaft, an-
tennebevaegelse, evne til fasthaeftning) pr. levende individ til et givet tidspunkt hhv. 15 min. ef-
ter eksponering (t=0) og derefter til t=20, 22, 40 og 44 timer efter eksponering for voksne var-
fluer (A. ochripes) eksponeret over for Confidor (imidacloprid) og Karate (lambda-cyhalothrin).
Observationerne forgik i petriskal med 3 dyr (1 @, 2 &) pr. skal og 10 replikater. Observations-
perioden var 15 minutter. Aktivitetsindeks angiver den gennemsnitlige aktivitet pr. levende indi-
vid, idet et individ tildeles 1 point, hvis en given adfeerd gennemfgres inden for observations-
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FIGUR 14. Adfeerdsobservationer hos varfluen A. ochripes eksponeret overfor Confidor
(imidacloprid) og Karate (lambda-cyhalothrin). A: Spark, B: Antenne-vift, C: Vingebeveegelser,
D: Evne til fastheeftning pa undersiden af lag i petriglassene
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For ingen af de undersggte adfeerdsparametre (spark, vingelgft, antennebevaegelse, evne til
fasthaeftning) betragtet enkeltvis var der signifikant pavirkning i forhold til kontrol (Figur 14 A-
D). Hvis man imidlertid ser pa den samlede adfaerd, var adfaerden reduceret for bade Confidor
(imidacloprid)- (p=0,006) og Karate (lambda-cyhalothrin)-eksponerede dyr (p=0,002) (Figur
15). | Figur 15 er adfeerd analyseret som den samlede adfeerd, dvs. at alle adfaerdsparametre
er adderet sammen til en parameter. Den parameter analyseres i en lineaer kovarians model
med mortalitet som kovariabel. | den lineaere model er det specifikt effekt af behandling, der
analyseres for. Den linezere model antager at residualer er normalfordelte.
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| @
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FIGUR 15. . Samlet (adderet)adfeerdsaktivitet hos varfluen A. ochripes eksponeret overfor
Confidor (imidacloprid) (0,02 ug a.s. uL™") og Karate (lambda-cyhalothrin) (0,0000002 ug a.s.

pL").

Produktionen af eegmasser var pavirket af insekticideksponeringen, men ikke signifikant (anta-
gelig pga. af det begreensede datagrundlag). Confidor (imidacloprid) -eksponerede dyr produ-
cerede ikke aeg i fors@get, og der var en tydelig, men ikke signifikant, reduceret seglaegning
hos Karate (lambda-cyhalothrin) -eksponerede dyr (Tabel 13).

TABEL 13. Observerede antal eegmasser pa sten i areaner for Karate (lambda-cyhalothrin)-
eksponerede dyr (3 arenaer), Confidor (imidacloprid)-eksponerede dyr (2 arenaer) og kontrol
(3 arenaer).

Arena Kgnssammensat- Antal aagmasser
ning
Kontrol 22 4 1
Kontrol 22 4 0
Kontrol 224 4
Karate 22 4 1
Karate 2 Q 4N 0
Karate 224 1
Confidor 22 2 0
Confidor 22 2 0
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7. Flyvetider, fodesagning,
spredning hos
repraesentative akvatiske
insekter

71 Makroinvertebrat diversitet i danske vandlgb

Det anslas, at der forekommer mindst 7-800 arter af sakaldte makroinvertebrater i danske
vandlgb (Wiberg-Larsen et al. 2013b). Mere end halvdelen af disse udgeres af insekter, fordelt
pa 10 ordener (Tabel 14). Blandt disse vandlgbsinsekter blev i alt 76 arter udvalgt til beskri-
velse af specifikke biologiske egenskaber hos det voksne stadium. Ved udveelgelsen blev der
taget hensyn til sa vidt muligt at daekke samtlige ordener samt den tilhgrende biodiversitet
(artsrigdom), men der blev ogséa taget hensyn til arternes udbredelse og hyppighed i vandlg-
bene (se nedenfor). Saledes har hensigten isaer veeret at medtage seerligt biologisk vigtige ar-
ter (vidt udbredte, ofte talrige, med vaesentlig funktionel betydning for vandlgbs struktur), men
samtidig ogsa medtage sjaeldne (og evt. radlistede) arter. Ved udvaelgelsen blev der ogsa ta-
get hensyn til, om der fandtes de gnskede biologiske oplysninger om arterne.

TABEL 14. Oversigt over biodiversiteten af insekter i danske vandlgb, samt hvor mange af
disse som ved naerveerende undersggelse blev udvalgt til beskrivelse af forskellige biologiske
egenskaber.

Orden (dansk Orden (latinsk navn) Antal arter i danske Antal udvalgt
navn) vandlgb

Slgrvinger Plecoptera 25 13
Dagnfluer Ephemeroptera ca. 35 12
Guldsmede Odonata ca. 10 2
Teeger Hemiptera ca. 5 0
Dovenfluer Megaloptera 3 2
Netvinger Neuroptera 2 0
Biller Coleoptera ca. 60 3
Arevinger Hymenoptera 1 0
Varfluer Trichoptera ca. 100 32
Myg & fluer Diptera ca. 300 12

Oplysninger om arternes hyppighed (her skaleret som: 1 — vidt udbredt; 2 — relativt vidt ud-
bredt; 3 — sjaelden) er primaert hentet fra NOVANA (databaserne Winbio, ODA) samt med ind-
dragelse af faglig ekspertise i projektgruppen. Ud over som kriterie ved udveelgelsen af arterne
er hyppigheden brugt til test for forskelle i flyvetid, fedeoptagelse og fekunditet.

Af de relevante ordener er kun guldsmede og teeger p.t. officielt radlistet. Derudover foreligger
der forslag til r@dlistning af slgrvinger, degnfluer og varfluer (Peter Wiberg-Larsen, upubliceret
2017). Redlistning af de avrige udvalgte arter er provisorisk foretaget af Peter Wiberg-Larsen
(alle disse arter klassificeret som LC: Least Concern — dvs. ikke truet). Ved rgdlistningen er
anvendt retningslinjer i Moeslund et al. (2015).
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7.2 Forekomst af voksenstadiet i forhold til
insekticidanvendelse
For samtlige arter er "flyveperiode/flyvetid”, dvs. arternes voksne forekomst uden for vandigbs-
miljget, sagt kvantificeret relativt over tid. Dette er gjort med en ngjagtighed pa 2 maned, idet
der er fordelt i alt 10 point over perioden, hvor de voksne optraeder pa land. Hvor der er tale
om mere end én generation pa et ar, er der dog fordelt 10 point for hver generations flyveperi-
ode (for en enkelt art 4 perioder = 40 point). Der er altsa tale om forekomsten af den samlede
population af en given art, ikke de enkelte voksne individers levetid. Oplysninger om flyveperi-
oder er indhentet fra en lang raekke publikationer samt i flere tilfaelde via data beroende pa
projektgruppen (Peter Wiberg-Larsen). Ud fra de enkelte arters relative forekomst igennem fly-
veperioderne er der beregnet en samlet relativ forekomst for alle arter over et givet ar, ligesom
det er beregnet hvor mange arter, der forekommer som voksne pa et givet tidspunkt.

Ligeledes er oplysninger om arternes levetid som voksne, fades@gning, svaermning hos han-
nerne, praeference for ophold i den vandlgbsnaere (ripariske) zone (typisk 10-30 m langs vand-
Izbene), spredning vinkelret bort fra vandlgbet, lang-distance spredning (veesentlig ud over
dem ripariske zone), samt antallet a2eg, som hver hun laegger (fekunditet), indsamlet fra diverse
publikationer samt i flere tilfaelde via data og vurderinger beroende pa projektgruppen (Peter
Wiberg-Larsen).

Oplysninger om de udvalgte arters flyveperioder og relative forekomst inden for disse er sam-
menholdt med tidspunkterne for sprgjtning med insekticider og omfanget af behandlede afgrg-
detyper og dermed anvendt til en relativ vurdering af risikoen for at de enkelte arter pavirkes.
Oplysninger om sprgjtetidspunkter og afgrader er til formalet sammenstillet pa baggrund af
data fra Plantevaern-Online (https://www.landbrugsinfo.dk/planteavl/plantevaern/plantevaern-
online/sider/startside.aspx). Data er aggregeret p4 samme Y2-méaned skala som flyveperio-
derne. Relativ pavirkning er simpelt opgjort ud fra de samlede danske arealer af forventet in-
sekticid-sprajtede afgradetyper. Arealerne er indhentet fra Danmarks statistik (data fra 2016).
Der er ikke herved taget hensyn til de konkrete arealer, som de enkelte afgr@der udger langs
danske vandigb.

Som omtalt tidligere kan voksne individer af visse vandlgbsinsekter, der har et terrestrisk livs-
stadie, blive eksponeret over for pesticider i denne periode. Det kan ske dels ved direkte ek-
sponering ved ophold i omrader, hvor der sprgijtes, eller hvor pesticiderne ved vindafdrift eller
afsaetning af fordampet pesticid afseettes pa dyrenes overflade. Arter, der indtager fade (fx
nektar, alger eller lichener) i voksenstadiet, kan desuden blive eksponeret via fgden. Men med
mindre dyrene bliver udsat for direkte sprgjtning, vil de koncentrationer af insekticider, som in-
sekterne udseettes for, formodentlig generelt kun medfare subletale effekter. For bl.a. bier vi-
des saledes, at sddanne lave koncentrationer af neurotoksiner tilhgrende insekticidgrupperne
pyrethroider (fx lambda-cyhalothrin) og neonicotinoider (fx imidacloprid) kan have signifikante
negative effekter pa blandt andet adfaerd og reproduktion (Blacquiere et al. 2012, Whitehorn et
al. 2012). Lambda-cyhalothrin og imidacloprid er systemiske insekticider, der pavirker insekter-
nes centralnervesystem (Elbert et al. 1991), der typisk medfgrer en overstimulering af nerve-
cellerne, som potentielt kan fare til muskelkramper (fx Wiberg-Larsen et al. 2013a). Effekten af
stofferne kan saledes bade iagttages som hyperaktivitet (Blacquiere et al. 2012) og i form af
reduceret aktivitet. Hos fx asiatisk treebuk (Anoplophora glabripennis) er observeret reduceret
aktivitet (gang, vingelgft, antennelgft, evne til fastheeftning) efter eksponering overfor imidac-
loprid (Russell et al. 2010).

Flyvetiderne for de udvalgte arter varierer fra farste halvdel af februar til slutningen af novem-
ber. Langt de fleste arter forekommer dog fra farste halvdel af ma;j til farste halvdel af oktober
med maksimum i sidste halvdel af juni (Figur 16A). | forhold til den kvantitative relative forde-
ling af arternes flyvetider ligger tyngdepunktet fra april til slutningen af september med maksi-
mum i fgrste halvdel af juni (Figur 16B).
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Pavirkningen med insekticider er primzert koncentreret til perioden farste halvdel af maj til far-
ste halvdel af juli, idet der ogsa forekommer en mindre pavirkning i september/oktober (Figur
16C).

Den primeere pavirkning af insekticider er overvejende sammenfaldende med maksimum for
tilstedevaerelsen af arter og deres relative hyppighed. Saledes er, hvad angar artsantal og den
relative hyppighed, 53-55% af arterne i seerlig risiko for at blive pavirket af insekticider i den
primeere sprgjteperiode. | den sekundeere sprgjteperiode om efteraret er tilsvarende 9-11% af
arterne i seerlig risiko for at blive pavirket.

Samlet set er omkring 2/3 af de udvalgte arter i potentiel risiko for at blive pavirket af insekti-
cidsprgijtning.

Blandt de udvalgte arter kan de 45 betragtes som vidt udbredte, 18 som relativt vidt udbredte
og de resterende 13 som sjeeldne, mens 66 kan klassificeres som ikke-truede (rgdlistekategori
LC) og kun 10 som truede: kategorierne EN ("endangered”), VU ("vulnerable”) og NT ("near
threatened”).

Flyvetiderne (opgjort som relativ hyppighed) var ikke signifikant forskellige mellem grupperne
af hhv. vidt udbredte, relativt vidt udbredte og sjeeldne arter (Wilcoxon Signed Rank test,
P>0,50), mens der ligeledes ikke var signifikant forskel i flyvetider mellem grupper af truede og
ikke-truede arter (Wilcoxon Signed Rank test, P=0,76).
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FIGUR 16. Oversigt over tilstedeveerelse (A) og relativ hyppighed (B) af voksne af 76 udvalgte
vandlgbsinsekter samt den relative insekticidbehandling af markafgre@der inden for en periode
af et ar (C). Perioden er opdelt manedsvis i hhv. farste (1) og anden (Il) halvdel af disse. Tilste-
deveerelse og relativ hyppighed af de udvalgte arter af vandlgbsinsekter er et generaliseret
"billede” pa tveers af danske vandlgb. Ligeledes er den relative behandling med insekticider et
generaliseret "billede” for det samlede danske markareal — og altsa ikke behandling af marker
der specifikt stgder op til vandigb.

Selvom flyvetiderne er lange, lever de enkelte individer som hovedregel vaesentlig kortere tid.
Levetiden som voksen hos de undersggte vandlgbsinsekter varierede fra fa timer til 1-3 dage
hos dagnfluer til 8 uger hos visse varfluer (Figur 17). Levetiden var i gennemsnit 1,5 uge og i
median 1 uge.

Omkring 43% af arterne vurderes at indtage fade, mens dette ikke er tilfaeldet hos 46%; for de
resterende 11% mangler der viden om fgdeoptagelsen. Arter som indtager fade lever ikke
overraskende laengere (i median 2 uger) end arter, der ikke indtager fgde (i median 1 uge)
(Mann Whitney U-test, P<0,001). Der er ikke fundet vaesentlige forskelle i flyvetider mellem ud-
bredte, relativt udbredte og sjeeldne arter, eller mellem truede og ikke-truede arter.
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Fekunditeten hos de udvalgte arter varierer betydeligt fra omkring 10 aeg pr. hun hos enkelte
klobiller til omkring 8000 2eg hos enkelte dagnfluer (Figur 17). Der blev fundet en signifikant,
om end ikke seerlig steerk positiv, sammenhaeng mellem fekunditet og levetid (r?=0,18,
P<0,001). Til gengaeld synes der ikke at veere nogen sammenhaeng mellem fadeoptagelse og
fekunditet pa tvaers af de taksonomiske grupper (ordener). Ligeledes er der ingen forskel i fe-
kunditet mellem udbredte, relativt udbredte og sjeeldne arter, eller mellem truede og ikke-tru-
ede arter.

40

A B

35 -

30 .

= 25 -
:% 5

?5 20 —

=z 15 - -

10 -

5 — -

<1 1-2 2-4 4-8 <20 20-100  100-500 500-1000 >1000
Levetid (uger) Antal sg pr. hun

FIGUR 17. Gennemsnitlig levetid for de udvalgte voksne vandlgbsinsekter (tv.) og gennem-
snitligt antal seg (fekunditet) pr. hun (th.).

Langt de fleste af de udvalgte arter (>85%) vurderes at vaere knyttet til den ripariske zone, in-
den for hvilken de (baseret pa en dokumenteret adfeerd hos en raekke arter af slgrvinger,
dggnfluer og varfluer) antages at fordele sig efter en negativ eksponentiel kurve vinkelret pa
og bort fra vandlgbet. Hos hannerne af omkring en 1/3 af arterne (primaert inden for degnfluer,
varfluer og dansemyg) er der fundet sveermning, der har til formal at tiltraekke hunnerne med
henblik pa parring. Sveermningen foregar hos en del arter teet pa vandlgbet og inden for den
ripariske zone, men hos en del andre arter foregar sveermningen typisk relativt langt fra vand-
Igbet, fx i tilknytning til sdkaldte sveermemarkgarer i landskabet (treeer, buske). Ligeledes fore-
gar der hos ca. halvdelen af arterne en aktiv eller passiv (med vinden) lang-distancespredning
— dvs. spredning vaesentlig uden for den ripariske zone. Denne type spredning omfatter dog
typisk kun en meget lille del af en given population. Der synes med hensyn til spredning og
svaermning ikke at veere forskel mellem udbredte, relativt udbredte og sjeeldne arter, eller mel-
lem truede og ikke-truede arter.

For detaljerede oplysninger om de udvalgte arters flyvetider, levetid, svaermning, spredning,
fekunditet og @vrige "traits” (egenskaber/karakteristika) henvises til bilag 1-4.

Miljgstyrelsen / Pilotprojekt: Insekticiders effekt pa de terrestriske stadier af vandinsekter 43



8. Risikomodel baseret pa
viden om flyvetider,
spredning og akut toksicitet

Der er udarbejdet en model, der generaliserer information omkring adfaerd i forhold til sprgjte-
middelanvendelse (kapitel 7) og falsomhed (kapitel 8). Modellen samler séledes risikofaktorer
omkring dyrets adfeerd, dets felsomhed over for et aktivstof og sprgjtetidspunkt. Risikomodel-
len estimerer forholdet mellem en mulig eksponering og artens fglsomhed for denne ekspone-
ring. Dette bygger pa samme grundleeggende princip, som det der anvendes i risikovurderin-
gen af kemikalier. Veerdier omkring 1 og derover indikerer en risiko for pavirkning, mens en
veerdi under 1 indikerer en mindre risiko. Meget lave vaerdier indikerer lille eller slet ingen ri-
siko for pavirkning. Pavirkningen beregnes ud fra: (1) Det iboende toksiske effektpotentiale for
behandlingen; (2) Den fysiske stgrrelse af dyret; (3) Sandsynligheden for at dyret opholder sig,
hvor det kan eksponeres fra sprgjtning; (4) Sandsynligheden for at dyret flyver pa det tids-
punkt, der sprgjtes.

Modellen beregner den relative risiko for insekticidpavirkning af vandlgbsinsekter med et terre-
strisk voksenstadie pa individniveau, der samler risikofaktorer omkring dyrets adfeerd og fol-
somhed over for et aktivstof i én model.

At modellen er relativ betyder, at den estimerer risikoen som veerende hgjere eller lavere for
en art sammenlignet med en anden art. Den relative risiko bestemmes ved fglgende udtryk:

Rinaivia = Tox - Dose - FracDep - FracOphold )

hvor Tox udtrykker fglsomheden for pesticidet ved en bestemt eksponering, Dose udtrykker
den eksponering, som kan forekomme, hvis dyret eksponeres og FracDep udtrykker den andel
af en sprgjtning, som kan ramme dyret, der opholder sig i afstanden x fra brinken.

Tox beregnes som akut toksicitet, men der kunne dog ogsa veelges andre mal:
1

Tox=—— )
LD50-InsectWeight

hvor den letale dose (LD50) er i enheden ng stof per g insekt (ng/g). Udbringning af pesticidet
har en tidslig variation, s& Dose kan deles op efter:

Dose = Dy - p(udbringning|maned) (3)

hvor p(udbringning|Maned) svarere til sandsynligheden for udbringning inden for en bestemt
maned. Modellen forudseettes at gaelde for et individ, der opholder sig pa og omkring en mark,
som sprgjtes pa et eller andet tidspunkt gennem aret, saledes at

p(udbringning|alle maneder) = 1. D, er standard dosen af det pageeldende middel.

Den maengde pesticid, der deponer pa dyret, FracDep, afhaenger af insekters effektive over-
flade areal, der er disponeret for at modtage pesticid ved deposition. Det er en relativ usikker
starrelse, og pesticidet kan ogsa komme til insektet via damp transport, hvilket ikke er med i
denne simple model. Men for at fastleegge en sterrelsesorden i realistisk pavirkning indfgres
dette overfladeareal. Det betyder, at en indikatorveerdi over 1 estimerer, at der er risiko for ef-
fekter. Det giver fglgende ligning:
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FracDep = InsectArea - FracDrift (4)

FracOphold udtrykker sandsynligheden for, at dyret opholder sig i afstanden x til tiden f og er
beregnet som:

FracOphold = p(tilstede|flyver) - p(flyver|/maned) (5)

hvor p(tilstede|flyver) er sandsynligheden for, at et dyr er i afstand x, og givet at det flyver
(altsa er levende og adult). p(flyver|Maned) er sandsynligheden for, at dyret flyver og givet
en bestemt maned. Begrebet "maned” bruges her som tids-interval, men det kan vaere et hvil-
ket som helst tidsrum, fx dage eller uger, alt afhaengig af de data, der indgar og den viden man
i gvrigt har. Det forudsaettes, at p(tilstede|flyver) kan regnes for uafhaengig af
p(flyver|méned), altsé at den afstand, dyret flyver fra vandigbsbrinken, ikke afhaenger af,
hvornar pa aret dyret flyver. Med disse tilfgjelser kan indikatorer skrives op som:

Dy-InsectArea
LC50'InsectWeight

p(tilstede|flyver) (6)

Rindivia = - p(udbringning|maned) - p(flyver|méaned) - FracDrift -

Denne faktor kan opdeles i fire faktorer, som bestemmer dyrets samlede risiko: (1) LIC);O: be-

InsectArea .
————— beskri-

skriver pesticidet potentielle pavirkning, eller “iboende” pavirkning af dyret, TsectWeight

ver dyrets fysiske fglsomhed ud fra areal/veegt forholdet, overfor en pavirkning. (2)
p(udbringning|méned) - p(flyver|maned): beskriver sammenfald mellem det tidspunkt dyret
flyver og det tidspunkter, der sprgjtes. (3) FracDrift - p(tilstede|flyver) beskriver sammenfal-
det mellem hvor dyret opholder sig, og hvor der sprgjtes.

Sandsynligheden for at veere tilstede inden for en meter (taetheden) og i en given afstand er
defineret gennem fglgende to udtryk:

p(tilstede |flyver) = py ,for x = x, (7)
p(tilstede |flyver) = ae F@*=%0) forx > x, (8)
Her defineres et omrade omkring vandlgbsbrinken ud til afstanden x,, hvor sandsynligheden
regnes for konstant (Ligning 7), mens sandsynligheden regnes for aftagende eksponentielt i

starre afstande (Ligning 8).

Andelen af udsprgjtet maengde, der kan ramme dyret er beskrevet ved falgende udtryk:

FracDrift = et Jfor x < xg 9)

FracDrift =1, for x = x; (10)

Her indgar en mulig sprejtefri randzone med bredden x,. Nar dyret er leengere vaek end af-
standen, vil det kunne pavirkes af fuld markdosis, svarende til FracDrift = 1.

Ligningerne 7-10 er vist grafisk i Figur 18.
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p(tilstede/flyver) = ae0

p(tilstede/flyver)

(brink) x, ‘Afstand fra brink

FracDrift

Ikke-sprajtet omridde ' %; Potentielt sprgjtet omride

FIGUR 18. lllustration af den rummelige variatiorl i tilstedevaerelsen (overst, Ligning 7 og 8) og
afsaetning af pesticid (nederst, Ligning 9 og 10).

Relationen mellem « og g fas pa felgende made: Den samlede sandsynlighed for, at en tilste-
deveerelse under flyvning i en hvilken som helst afstand er 1, kan beskrives som:

1—poxg = af:: e BE=xddy <=> a=B(1-pyxy) (11)

Bade afstanden x, og x, er kritiske parametre i modellen, som kan indtage forskellige vaerdier.
Derfor skal modellen opstilles for alle kombinationer af hhv x; og x,, hvilket geres i det fgl-
gende:

For xs = x,

FracDrift - p(tilstede |flyver)|o_x, = Do -fx";dx =Py (&) (12)

0 1+a(xs—x) a 1+a-(xs—xq)
. i s e B (x=xo) s 1-B-(x—x0)
FracDrift - p(tilstede |flyver)|y _x, = - f;: ersz_x)dx ~a- f;: %}Z_’%d}r
=280 01+ a(x, — x0)) + 2 (xs — X + %5 (1 4 axg — xo))) (13)

I Ligning 13 er der brugt en Taylor reekke tilneermelse af farste orden for at Igse integralet, og
baseret p4 en numerisk analyse har denne tilnaermelse vist sig tilstreekkelig ngjagtig for g -

(xg — xg) < 1.

FracDrift - p(tilstede |flyver)|y — = fxoo ae Fla—xdgy = % . e~ Bxs—x0) (14)
Forxs < xq

FracDrift - p(tilstede |flyver)|o_x, = po f;csmdx = % “In(1 + axy) (15)
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FracDrift - p(tilstede |flyver)|y,—x, = Po (16)

FracDrift - p(tilstede |flyver)|y,—o = af;:e_ﬁ("_xo)dx = % 17)

Nu er det muligt at beregne en relativ risiko, hvis de ngdvendige oplysninger forligger om et
dyrs felsomhed for en udbringning af pesticidet (Dose og Toksicitet) samt om dyrets adfeerd
med at flyve i forskellige afstande fra brinken (p,, 8, (@)) samt om afdrift funktionen for pestici-
det (a).

| Tabel 15 vises et eksempel pa en beregning. Her er brugt veerdier for Ephemera danica og
lambda-cyhalothrin. LD50 veerdien er fra dette projekt, mens oplysninger om dosering er taget
fra Vejledning i Planteveern. De anslaede veerdier er taget som kvalificerede estimater ud fra
forskellige kilder. Det ses i dette eksempel, at insekter, der opholder sig, hvor der sprgjtes, er
udsat for reel risiko med en veerdi pa 2.25, men risikoen falder, nar der tages hensyn til, at en
del insekter slet ikke opholder sig pa markfladen under sprgjtning Den samlede risikofaktor pa
0,46 er dog stadig i "neerheden” af 1 og derfor en indikation for en vis risiko. Dertil kommer, at
veerdien for dggnfluens overfladeareal er det effektive areal, det vil sige skyggearealet, og ikke
det totale. Formalet med denne tabel er at vise opbygningen af indikatoren med brug af reali-
stiske veerdier.
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TABEL 15. Eksempel pa en beregning

Art: Ephemera danica
Vaegt: 0,012 d (Anslaet)
Effektivt areal: 0,4 cm? (Anslaet)
Middel: Lambda-cyhalothrin
Standard Dose: 150 ng/cm? 0.015 kg/ha
LD50 2 ngl/g
a: 10 anslaet
X 2 m
Anslaet, ud fra forudsat brinkvegatations bredde pa
Xo: 1 m Tm
Po: 0,5 Anslaet
B: 0,1 Anslaet
a: 0,05 Beregnet ud fra , x, og p, (Ligning 11)
*p|0-x0: 0,032331 Ligning 12
f*p|x0-xs: 0,26437 Ligning 13
f*p|xs-infint: 0,452419 Ligning 14
p(flyv)
Maned p(udbr) p(flyv)*p(udbr)
Majb 0,3 0,2 0,06
Junia 0,4 0,3 0,12
JUnib 0,3 0,3 0,09
Julia 0 0,15 0
Julib 0 0,05 0
Do
LD50 75 glcm? Potentiel belastning fra pesticidet (iboende belasting)
InsectArea
InsectWeight 33 cm?/g Dyrets fysiske sarbarhed

D, InsectArea
LD50 InsectWeight 2,25 Risikofaktor for insekt, der oversprgijtes, da den er over 1 indikere det en reel risiko.

p(udbringning|maned)

- p(flyver|maned) 0,27 Sammenfald mellem flyvetid og udbringning af pesticid
FracDrift - p(tilstede|flyver) 0,75 Sammenfald mellem dyrets ophold og hvorhenne der sprgjtes
Rindivia 0,46 Samlet risikofaktor
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9. Erfaringer fra pilotprojektet

9.1 Tilvejebringelse af voksne forsggsdyr

Indsamling af voksne insekter blev foretaget ved lysfeelder, Malaisefaelder eller ketsjer. Meto-
derne er velafprgvede og fungerede i princippet udmeerket. Der er dog en raekke ulemper.
Farst og fremmest kan det veere vanskeligt at indsamle tilstraekkeligt antal. Dernzest kan der
veere en betydelig dedelighed i forbindelse med isser Malaisefeelderne, hvor de opsamlede dyr
dor eller skades i opsamlingsbeholderne, inden disse tammes. Dette problem kan utvivisomt
lgses ved at anvende netbure i stedet for beholdere. Endelig er det et problem, at alderen pa
de indsamlede individer ikke er kendt. Dette har uheldig indflydelse pa dyrenes anvendelse i
forsggene, farst og fremmest i form af @get dedelighed.

Samlet set viste det sig vanskeligt at fremskaffe de forudsatte og nadvendige antal forsggsdyr.
Det var saledes ngdvendigt at udelade enkelte arter og s@ge disse erstattet med andre. Det
var overordnet forudsat, at langt de fleste arter skulle indsamles som enten nymfer/larver eller
pupper, og de voksne sgges klaekket under laboratorieforhold. Kun enkelte skulle alene ind-
samles som voksne, fordi det vurderes vanskeligt at opna tilstreekkelig succes ved at klaekke
de voksne under de givne laboratorieforhold.

Vanskelighederne kan kort sammenfattes saledes:

e Arten var ikke til stede pa de formodet egnede lokaliteter pa det gnskede tidspunkter
(eksempel: Prodiamesa olivacea).

e Arternes juvenile alder var sa fremskreden, at det ikke var muligt at indsamle juvenile
individer til klaekning, hvorfor der i stedet blev indsamlet voksne (eksempel: Nemoura
cinerea).

o Det lykkedes at indsamle det gnskede antal juvenile individer (nymfer/larver), men
selve "produktionen” af voksne lykkedes kun i meget begraenset omfang. Arsagen
vurderes at veere ringe overlevelse af nymfer/larver pga. for stor taethed i de an-
vendte containere (eksempler: Leuctra fusca, Isoperla grammatica, Anabolia ner-
vosa) med deraf felgende mulig indbyrdes preedation og/eller for ringe meengde byt-
tedyr (eksempel: Isoperla grammatica). Den ringe overlevelse blev formodentlig yder-
ligere forstaerket for de arter, som skulle opholde sig relativt lang tid i containerne og
evt. yderligere skulle forpuppe sig (Anabolia nervosa).

e ’Timingen” af tilvejebringelsen af forsggsdyrene (dvs. at det ngdvendige antal var til
stede, preecis nar det planlagte forsgg skulle gennemfares) var i flere tilfaelde et pro-
blem.

Starst succes mht. produktion af voksne blev opnaet for Ephemera danica, som blev indsam-
let umiddelbart inden de under naturlige forhold skulle kleekkes, og Agapetus ochripes, der
blev indsamlet som pupper.

Selve klaekningen fra nymfer/pupper til voksne kan desuden have veeret et problem, men vur-
deres generelt ikke at have veeret det.

9.2 Handtering og eksponering

Som det altid er tilfeeldet, nar man arbejder med "nye” fors@gsdyr, kreevede de testede arter
lidt treening af dem, der udferte forsggene. Det lykkedes at handtere og eksponere alle arter
pa forsvarlig vis, men iseer for nogle af de mindste arter (A. ochripes, H. angustipennis og N.
cinerea) var der et vist spild i form af dyr, der blev skadet af "fejlhandtering”.
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9.3 Forsogsperiodens laangde

Pa trods af en forventning om at nogle arter, specielt E. danica og i nogen grad A. ochripes,
ville vaere meget kortlivede og derfor blev tilset ogsa i de farste timer efter pesticideksponerin-
gen, viste det sig i vore set-up muligt at kere testene for alle arter i min. 24 timer, uden at va-
righeden pavirkede kontroldgdeligheden. De preesenterede data stammer fra observationer fra
den forsa@gsperiode, der tydeligst viste effekten af pesticiderne.

94 Vurdering af de undersggte arters anvendelighed som
testorganismer

Denne vurdering adresserer dels muligheden for at indfange voksne individer eller klaekning af

disse i laboratoriet, dels hvor nemme dyrene var at handtere i forbindelse med udfgrelsen af

testene og kontroldyrenes dgdelighed.

E. danica blev som beskrevet indsamlet som store nymfer. Klaekningsraten var lidt mindre end
forventet, men vi opnaede dog dyr nok til at gennemfgre de planlagte test af den akutte toksi-
citet. Det kraever lidt gvelse at skelne sub-imago fra imago, men til gengeeld er arten sa stor og
forholdsvis robust, at den er let at handtere i forsagsgjemed. Vi havde forventet at matte op-
gere overlevelsen efter 4 timer pa grund af den korte livslaengde, men det viste sig muligt ogsa
at méle overlevelsen 24 timer efter eksponering, uden at kontroldgdeligheden var for stor.
LDso kunne bestemmes med et forholdsvist smalt konfidensinterval, idet forskellen mellem
gvre og nedre graense i 95 % konfidensintervaller var < en faktor 10.

L. fusca blev indsamlet som nymfer i stort antal, men klaekningssuccessen var meget begraen-
set, hvorfor vi ikke kunne gennemfare de planlagte test i fuldt omfang. Arten er forholdsvis let
at handtere, men kontroldgdeligheden i vore fors@g var for hgj, og sammen med det lave antal
dyr beted det, at usikkerheden pa bestemmelsen af LDso var meget stor.

N. cinerea blev indsamlet som voksne individer, men det viste sig, at indsamlingsperiodens
laengde var kortere end forventet, sa vi ikke fik dyr nok til testen med Confidor (imidacloprid).
Det var tidskreevende at skille arten fra de to andre arter, som blev fanget samtidig, og selvom
N. cinerea var nogenlunde handterbar trods sit blgde ydre, var kontroldadeligheden for hgj. Pa
grund af disse forhold blev bestemmelsen af LDso meget usikker.

I. grammatica blev indsamlet som nymfer, og kleekningsraten af voksne var meget lav, sa kun
range-finding med Confidor (imidacloprid) blev gennemfart.

A. ochripes blev indsamlet i puppestadiet, og der klaekkede et stort antal voksne. P& grund af
deres stgrrelse og skrgbelighed kraevede det nogen gvelse og tilpasning af metoder at hand-
tere dyrene, og dette kan have haft betydning for kontroldgdeligheden i de forste test med Ka-
rate. Bestemmelsen af LDso var behaeftet med en ret hgj usikkerhed, idet forskellen mellem
gvre og nedre greense i 95 % konfidensintervaller i nogle test var en faktor 500.

H. angustipennis blev indsamlet som voksne individer i tilstraekkeligt antal til at gennemfare de
planlagte test. Kontroldedeligheden var dog for hgj, iseer i testen med Karate, hvilket maske
haenger sammen med, at det kreever gvelse at handtere de forholdsvis sma og blgde dyr.
Dette giver sig ogsa udslag i et stort konfidensinterval for LDso-vaerdien. Der blev indsamlet
med to metoder (lysfeelder, ketsjer), begge fuldt anvendelige.

A. nervosa blev i farste omgang indsamlet pa larvestadiet, men da klaekningssuccessen i labo-
ratoriet var alt for ringe, matte vi indsamle voksne individer til testene. Der kunne dog ikke ind-
samles individer nok til de gnskede 10 dyr pr. koncentration. Dette afspejler sig sammen med
en lidt hgj dedelighed af kontroldyr i en stor usikkerhed pa bestemmelsen af dosis-respons-
sammenhaengen.
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9.5 Potentielle arter til brug for fremtidige toksikologiske test
med voksne
Fremtidige standardtest kreever frem for alt reproducerbarhed. Dette forudsaetter ideelt set, at
en art kan holdes i kultur, saledes at det kan sikres, at det ngdvendige antal testdyr er til stede
pa et givet tidspunkt. For at dette skal kunne lykkes, er det en fordel, hvis artens generations-
tid er kort. Desuden skal det vaere muligt at holde den under relativt simple laboratorieforhold
og ikke mindst i passende store taetheder, uden at dette resulterer i stor dgdelighed. | forbin-
delse med handteringen af de voksne individer under de egentlige toksikologiske test, skal dy-
rene veere passende robuste, ligesom det skal veere nemt at identificere hanner og hunner.
Livslaengden for det enkelte individ skal veere vaesentligt leengere end den gnskede testperi-
ode for at hindre kontroldgdelighed.

Arterne anvendt i naervaerende pilotundersggelse er enten ét-arige eller kraever 2-3 ar til at
gennemfare fuld udvikling. Sidstnaevnte vurderes umiddelbart for vanskelige at anvende i kul-
tur, idet det dog er gjort for en amerikansk art af degnfluer (Lawrence 1981). Derimod burde
samtlige én-arige arter, hvis juvenile stadier enten er graessere eller detrituseedere, vaere rela-
tivt enkle at holde i kultur, hvorimod rovdyr bgr undgas. Det vurderes dog som en forudsaet-
ning, at opdraetsanleeggene skal veaere sa store, at individtaetheden ikke bliver s stor, at det
medfgrer overdedelighed. Dette var langt fra tilfaeldet i pilotforsagene.

Samtlige anvendte arter kunne relativt enkelt kensbestemmes, forudsat at de forinden blev be-
devet. Brug af CO:z til bedgvelse synes at veere en god lgsning.

Voksne slgrvinger og varfluer vurderes som udgangspunkt som relativt robuste, nar de skal
handteres. Sma arter er dog helt klart vanskeligere at handtere sammenlignet med starre arter
(Tabel 16).

Vi skal umiddelbart pege pa to arter, som har potentiale som testarter:

e Nemoura cinerea: Vurderes som relativt nem at holde, fordi nymferne stiller relativt
sma krav til stram- og iltforhold, er detritusaedere (som vil kunne opfostres pa kunstigt
foder), samt relativt robust som voksen. Der kan dog muligvis vaere et problem med
at fodre de voksne, saledes at de overlever laenge nok til at laegge aeg.

e Agapetus ochripes/fuscipes: Er muligvis relativt nem at holde, forudsat at der skabes
gode ilt- og streamforhold. De voksne er relativt robuste, ligesom de ikke kraever fade
for at overleve til segleegning.

Imidlertid vurderes det mere optimalt at anvende arter, som allerede med succes har veeret
anvendt i kultur, ogsé selvom de ikke er "typiske” repraesentanter for saerligt stramkreevende
vandlgbsinsekter. Det geelder saledes dansemyggene Chironomus riparius (McCahon & Pas-
coe, 1988) og Prodiamesa olivacea (Mghlenberg et al. 2004). Isaer fgrstnaevnte anvendes som
standardorganisme, fordi den er nem at holde i kultur og gennemfarer en generation pa relativt
kort tid (maneder). Den vurderes ogsa, trods sin relative spinkelhed, som relativt robust og
handterbar. Desuden kan kgnnene let adskilles. Dette forudsaetter dog kendskab til deres fal-
somhed relativt til de andre grupper af akvatiske insekters voksenstadier, og ideelt at deres
felsomhed ligger fornuftigt midt i falsomhedsfordelingen for de gvrige.
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TABEL 16. Vurdering af de undersggte vandinsekters egenskaber med hensyn til egnethed
som forsggsdyr ved undersggelser af voksenstadiers pesticidfglsomhed.

Art Indsamling Laboratorie op- Handter-barhed Kensbestem- Kontrol dode-
draet melse lighed

Ephemera danica Relativt enkel Relativt enkel Relativt nem Relativt nem Relativt lille
(juv.)

Isoperla grammatica Relativt enkel Sveer Relativt nem Relativt nem Relativt lille
(uv.)

Leuctra fusca Relativt enkel Sveer Relativt nem Relativt nem Uacceptabelt
(juv.) stor

Nemoura cinerea Vanskelig (ad.) Relativt enkel Relativt vans- Relativt nem Uacceptabelt

kelig stor

Agapetus ochripes Nem (pup.) Relativt enkel Relativt vans- Relativt nem Relativt stor
kelig

Hydropsyche an- Relativt nem Relativt vans- Relativt stor

gustipennis (ad.) kelig

Anabolia nervosa

Relativt nem

Relativt stor
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10. Samlet diskussion

Projektets formal var at undersage falgende hypoteser:

1. Felsomheden over for insekticider hos voksne vandlgbsinsekter varierer (kan rang-
ordnes), og variationen er den samme som for arternes akvatiske stadier.

2. lkke-dedelige doser kan via direkte (topikal) eksponering medfgre veesentlige effekter
pa de voksne vandinsekters reproduktion.

3. Indtagelse af pesticideksponeret fade medferer veesentlige effekter pa voksne vand-
insekter, og arter med fades@gning i det voksne stadium har derfor ekstra hgj risiko
for pesticidpavirkning.

4. En veesentlig del af vandlgbsinsekterne er — set i forhold til biodiversitet eller funktio-
nel betydning i vandlgbsgkosystemerne - potentielt i risiko for at blive alvorligt pavir-
ket af insekticider i forbindelse med marksprgijtning og efterfglgende vinddrift.

Folsomheden over for insekticider hos voksne vandlgbsinsekter varierer (kan rangord-
nes), og variationen er den samme som for arternes akvatiske stadier.

Studiet af seks arters fglsomhed for Confidor og Karate viste, at der var stor variation i dyre-
nes falsomhed for de to insekticider. Det samme ser man hos voksenstadier af rent terrestri-
ske insekter, hvor Hardstone og Scott (2010) i et review fandt at LD50 for imidacloprid varie-
rede mellem 0,001-133 ug g™'. Ligeledes var der ingen tendens til, at man ud fra kendskab til
felsomheden for det ene insekticid kunne sige noget om samme arts fglsomhed for det andet
insekticid. Der var med baggrund i de relativt fa testede arter ikke tendens til, at nogle af in-
sektfamilierne generelt var mere falsomme end andre, hverken pa individ niveau eller med ud-
gangspunkt i deres biomasse. Der blev heller ikke fundet nogen sammenhzeng mellem fal-
somheden for lambda-cyhalothrin hos juvenile og voksne.

Alt i alt betyder det, at der ikke er nogen oplagte genveje uden om mere viden til at gennem-
fare risikovurdering af effekter af insekticider pa voksne stadier af akvatiske insekter.

Den anbefalede dosering for lambda-cyhalothrin ligger mellem 7 og 15 g a.s./ha. Ved en afdrift
pa 2,5% svarer det til en afsaetning pa 0,002 — 0,004 ug a.s./cm?. De to 2,5% afdrift stemmer
godt overens med resultater fra det netop afsluttede PENTA forsag (Strandberg et al. subm),
der anvendte afdriftsreducerende dyser og bestemte afsaetningen i naboarealet til 2,8% af
markdosis (Strandberg et al. subm). Dggnfluen Ephemera danica’s overfladeareal og vaegt
kan estimeres til henholdsvis 1,3 cm? og 12 mg tar veegt. Dette svarer til, at et individ af denne
art, der udsaettes for 2,5% afdrift, modtager en dosis pa 0.005 ug a.s. ved den hgjeste mark-
dosis. | vores forsgg fandt vi, at LD50 for Ephemera danica var 0,006 pg a.s./individ. Dette in-
dikerer, at anerkendte storrelsesordner af afdrift neer marker (Schmitz et al 2013, 2014) kan
have betydning for nogle akvatiske arters voksenstadier, der befinder sig i den ripariske zone,
hvor denne graenser op til marker der sprgjtes.

Ikke-dedelige doser kan via direkte (topikal) eksponering medfere vasentlige effekter
pa de voksne vandinsekters reproduktion

Da det kun lykkedes at unders@gge denne problemstilling for en enkelt art, er det begreenset, i
hvilken grad dette projekt kan bruges til at generalisere om effekter af subletale doser pa ad-
feerd og reproduktion. Observationerne af varfluen Agapetus ochripes viste imidlertid, at doser,
der pa baggrund af korttidseksponeringer (akut toksicitet) betegnes som subletale, ved ekspo-
nering over laengere tid (samlet observationsperiode 5 dage) resulterede i signifikant gget do-
delighed og reduceret reproduktiv adfaerd, ligesom der var en tendens til lavere aagproduktion.
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Umiddelbart efter eksponering over for imidacloprid observerede vi hyperaktivitet, hvor dyrene
Iab i cirkler og sparkede krampagtigt. Lignende effekt af imidacloprid er tidligere observeret
hos humlebier (Desneux et al 2007, Blacquiére et al. 2012), men samlet var der for bade
imidacloprid og lambda-cyhalotrin signifikant reduceret parringsadfaerd sammenlignet med
kontroldyr. Tilsvarende reduceret aktivitet er ogsd dokumenteret for bier (Blagcquiére et al.
2012) og for asiatisk treebuk (Russell et al. 2010).

Reduceret aktivitet kan have negativ indflydelse pa succesfuld parring og aegleegning og desu-
den gge risikoen for praedation (Lima 1998). | projektet fandt vi hos Agapetus ochripes en ten-
dens til reduceret aeglaegning, men der var ingen signifikant forskel mellem aglaegning hos
kontroldyr og eksponerede dyr; dog lagde imidacloprid-eksponerede dyr ingen aeg.

Samlet set indikerer denne del af undersggelsen, at eksponering af det terrestriske voksensta-
die hos vandlgbsinsekter med subletale insekticiddoser kan have signifikant negativ effekt pa
adfaerd og reproduktion og dermed vil kunne medfare reducerede populationssterrelser hos
disse insekter.

Potentiel risiko

Vi udvalgte et relativt stort antal arter af vandlgbsinsekter til belysning af, hvordan den sam-
lede biodiversitet af denne gruppe ved danske vandlgb er relateret til arternes biologi i form af
for insekticidpavirkning relevante egenskaber, de sakaldte "biological traits”. Spgrgsmalet er
derfor, i hvor hgj grad de udvalgte arter er repraesentative for den samlede artspulje af danske
vandlgbsinsekter.

Dette spargsmal er ikke let at besvare. Farst og fremmest mangler der abenlyst biologiske
data for de mange arter, som findes i danske vandlgb, ligesom problemstillingen sa vidt vi ved
ikke er unders@gt overhovedet, hverken i Danmark eller udlandet.

For flyvetider er der dog enkelte upublicerede data at sammenligne med. Grgn (1980) under-
sogte saledes bl.a. voksne slgrvingers "faenologi” (tidslige forekomst) ved hhv. en lille skov-
bzek og tre kildebeekke i Dstjylland. Samlet set forekom der 11 arter, som optradte som
voksne fra primo marts til primo juli (10 arter) og medio august til ultimo september (1 art).
Omkring 80% af arterne og 98% af individerne forekom i perioden primo maj til ultimo juni. Til-
svarende undersggelse af feenologien hos voksne varfluer ved en anden primaert kildefadt gst-
jysk beek viste, at 60% af populationerne af de 16 dominerende arter forekom i perioden ultimo
juni til primo august, men ogsa yderligere 10% af disse populationer i perioden ultimo septem-
ber til primo oktober (P. Wiberg-Larsen, upublicerede data). Tilsvarende var ca. 60% af ar-
terne til stede fra ultimo april til ultimo november. De naevnte undersagelser er naturligvis kun
sma "stikpraver”, som blot repreesenterer to om end vigtige insektordener. Undersagelserne
antyder imidlertid, at de udvalgte arter fra disse grupper med en vis sandsynlighed er rimelig
repraesentative for danske slgrvinger og varfluer, som lever i vandlgb. Om artsudvalget for de
gvrige insektgrupper ligeledes er repraesentativt vides ikke, men vi vurderer, at det er sand-
synligt. Vi vurderer derfor, at de primeere sprgjteperioder med insekticider tidsmaessigt ma an-
tages at udgere en potentiel og veesentlig trussel for de voksne stadier af danske vandlgbsin-
sekter.

For de gvrige biologiske egenskaber m.v. (levetid, hyppighed, rgdliste-status, fadeoptagelse,
fekunditet og ophold i riparisk zone) har det ikke — som for flyvetiderne - veeret muligt at fore-
tage i det mindste forsigtige test af, om de udvalgte arter er repreesentative. Vi vurderer dog,
som for de voksnes forekomst, at de udvalgte arter pa rimelig vis afspejler forholdene for dan-
ske vandlgbsinsekter generelt.

Levetiden hos de voksne varierede betydeligt. Kort levetid skennes umiddelbart at betyde en
relativt mindre risiko for at blive pavirket af insekticid-tilfarsel, mens laengere levetid ager
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denne risiko. Kun en relativt lille del af populationerne af arter med lang flyvetid og kort levetid
vil séledes veere i risiko i forbindelse med fa, kortvarige sprajtninger, mens relativt lang levetid
gger risikoen.

For fedeoptagelse hos de voksne vurderes det, at denne medfgrer en @get potentiel risiko for
at blive pavirket af insekticider via kontaminering af faden, en risiko som er stgrre end for arter
uden fgdeoptagelse.

For at en population skal kunne opretholdes over lang tid, kraeves det — i gennemsnit - at hver
hun efterlader sig to reproducerende efterkommere. Fekunditeten (antal seg/afkom pr. hun) er
overordnet relateret til den naturlige dedelighed hos de efterfglgende stadier (de lagte aeg,
nymfe- og larvestadiet, det evt. puppestadium og voksenstadiet). De relativt fa undersggelser
af dedelighed tyder pa, at denne er hgj. Saledes er dadeligheden hos voksne Baetis vernus
og B. rhodani (inden aegleegningen er udfgrt) vaesentlig over 90% (Werneke & Zwick 1992), og
noget tilsvarende ma formodes at veere tilfaeldet under ungdomsstadierne. Det ma derudover
antages, at der er en positiv sammenhaeng mellem aegantallet og starrelsen af den efterfal-
gende dadelighed. De naevnte Baetis-arter lsegger saledes 1000-4000 sg og har gjensynlig
generelt en hgj dedelighed. Voksendgdeligheden er ogséa over 90% hos visse varfluer (Enders
& Wagner 1996, Jackson & Fisher 1986), mens dgdeligheden var vaesentlig lavere (30%) hos
slgrvingen Leuctra nigra (Petersen et al. 2006), der lzegger ca. 240 ag (Elliott 1987). Muligvis
er dgdeligheden samlet set ogsa markant lav hos de sakaldte klobiller, som kun lzegger ca. 10
2&g. Spergsmalet er sa bare, i hvor hgj grad en "overdadelighed” i forbindelse med insekticid-
pavirkning har indflydelse pa arter med hhv. hgj og lav fekunditet og hgj og lav naturlig dede-
lighed. Umiddelbart skannes betydningen at veere stgrst for arter med lav fekunditet og natur-
lig lav dgdelighed.

Risikoen for at blive pavirket af insekticider afhaenger af arternes levesteder. Arter, som er vidt
udbredte, dvs. forekommer i mange vandlgb, har overordnet set stor risiko for at blive "ramt”.
Til gengeeld er de netop vidt udbredte og dermed formodentlig over tid i stand til at genop-
bygge deres tidligere udbredelse, forudsat at de ikke alt for hyppigt rammes igen. Sjeeldne ar-
ter vil til sammenligning have meget vanskeligere ved at tackle en pavirkning. Til gengeeld le-
ver de muligvis pa steder, hvor risikoen for pavirkning er lille. Det sidste gaelder formodentlig
ogsa for arter, som er radliste-vurderet til kategorierne "near threatened” og ikke mindst "vul-
nerable” (hhv. relativt sjeeldne og sjaeldne arter, som ikke umiddelbart er vurderet at vaere i ak-
tuel tilbagegang). Formodningerne er dog ikke sggt efterprgvet, hvilket i givet fald er vanske-
ligt.

Den ripariske zone synes at vaere helt essentiel for det store flertal af voksne vandlgbsinsekter
(Collier & Smith 1998, Petersen et al. 2004). Her foregar de fleste af arternes aktiviteter, som
"sggen skjul” for at undga preedation, fadesagning, sveermning og parring. Karakteren af den
ripariske zone er uden tvivl meget essentiel for disse aktiviteter, selvom der kun findes fa un-
dersggelser af dette. Teet skov skaber et relativt kgligt klima med hgj luftfugtighed, hvilket gger
overlevelsen for mange arter (Jackson 1988; Chen et al. 1993; Collier & Smith 2000). Taet ve-
getation vides at heemme spredningen hos dansemyg, dagnfluer og varfluer (Larsen 1999,
Delettre & Morvan 2000), mens dette tilsyneladende ikke er tilfeeldet hos visse arter af slgrvin-
ger og andre varfluer (Petersen et al. 1999, Briers et al. 2002, Petersen et al. 2004). Teet ve-
getation kan desuden direkte og indirekte betyde starre fadeudbud for visse slarvinger og var-
fluer (Sweeny 1993, Smith & Collier 2000), men vil samtidig gavne potentielle preedatorer som
fx edderkopper og smafugle (Briers et al. 2004). Den ripariske korridors udseende kan saledes
have betydning for de voksne insekters laterale spredningsmuligheder, om end samspillet mel-
lem de betydende faktorer er yderst kompliceret. Kun relativt fa individer bevaeger sig dog
samlet set uden for denne zone. Og den ripariske zone er derfor vigtig i forhold til insekticidpa-
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virkning via vinddrift fra sprejtning af afgr@der pa de tilstedende marker. Men nogle arter be-
vaeger sig veesentligt laengere bort fra vandlgbet og er derfor potentielt i risiko for kontamine-
ring med stgrre doser af insekticid, hvis de bevaeger sig ind over markerne.

Risikomodel

Risikomodellen estimerer forholdet mellem en mulig eksponering og en falsomhed over for
denne eksponering, hvilket bygger pa samme grundlaeggende princip som det, der anvendes i
risikovurderingen af kemikalier. En vaerdi over 1 indikerer en risiko for pavirkning, mens en
veerdi under 1 indikerer en mindre eller slet ingen risiko for pavirkning. Pavirkningen beregnes
ud fra: (1) Det iboende toksiske effektpotentiale for behandlingen; (2) Den fysiske storrelse af
dyret; (3) Sandsynligheden for at dyret opholder sig, hvor det kan eksponeres fra sprgjtning;
(4) Sandsynligheden for at dyret flyver pa det tidspunkt, der sprgjtes. Det er et simpelt indeks,
der tager udgangspunkt i et standardscenarie, der primaert skal ses som et relativt indeks, som
kan udpege de mest udsatte dyr og de mest problematiske pesticider. Eksemplet i kapitel 8
viser beregningen for Ephemera danica, men modellen kan anvendes pa andre arter.

Der kan dog veere stor usikkerhed om arters spredning fra vandlgbet samt deres fglsomhed,
sa modellen kunne evt. primaert konsekvensregne forskellige mulige kombinationer af funktio-
nelle egenskaber (traits) i form af spredning og falsomhed. Dette vil sa efterfelgende kunne
bruges til at vurdere, hvilke funktionelle egenskaber ved insekterne, der giver hgjst risiko. Man
vil ogsa kunne bruge modellen til at vurdere effekter af sprajtefrie randzoner med forskellig
bredde.
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11. Konklusioner

Pilotprojektet har vist:
LDso hos de terrestriske voksenstadier varierer mellem arter af voksenstadiet af de forskellige
arter af vandinsekter (Kapitel 4).

Rangordningen af falsomheden for de to insekticider er forskellig hos de seks testede arter
(Kapitel 4 og 5).

Rangordningen for lambda-cyhalothrin er forskellig for voksne og juvenile. Vi fandt ikke data
pa test af imidacloprid pa juvenile stadier af de arter, vi har arbejdet med (Kapitel 5). Forskel-
lene i rangordning tyder pa, at ogsa voksendyrene bgr indga i risikovurderingen af pesticider.
Forsggene med effekter af subletale doser blev kun gennemfgart for en art, Agapetus ochripes.
Disse forsgg viste, at der var effekter pa adfeerd og reproduktion, og at dedeligheden ved de
subletale doser forggedes over tid relativt til kontroldyrene. Det vil sige, at der for arter, der
ikke er fadesagende, godt kan ske en pavirkning som fglge af lave doser, hvis deres voksen-
stadium er sammenfaldende med en periode, hvor der sprgjtes med insekticider (Kapitel 6).

Det var vanskeligere end forventet at gennemfgre forsag med effekter via fedeindtag i form af
alger for slgrvinger og i form af nektar for varfluer. Pilotprojektet viste, at en succesfuld gen-
nemfgrelse af sddanne forsgg som minimum kreever, at man har adgang til kulturer af de pa-
geeldende arter eller til indsamling af et stort antal arter, at man har forhandskendskab til den
dosis, der skal anvendes, og at man har forhandskendskab til de respons, der skal observeres
(Kapitel 6 og 9).

Der er et stort overlap mellem tidsrum for anvendelse af insekticider og perioden, hvor arterne
optraeder som voksne, hvilket peger pa, at der kan veere risiko for voksendyr, hvor deres habi-
tat ligger neer landbrug med pesticidanvendelse (Kapitel 7 og 8). Det er saledes realistisk, at
nogle arters voksenstadier i vaesentligt omfang bliver pavirket i omrader, hvor den ripariske
zone greenser op til landbrug med anvendelse af lambda-cyhalothrin (Kapitel 7 og 8).

Pilotprojektet har endvidere indikeret at:
Eftersom det ikke lykkedes at gennemfgre forsgg med pesticidindtag via feden, er det mere

usikkert, i hvilken grad arterne pavirkes af imidacloprid, som overvejende anvendes til bejds-
ning af frg og i mindre grad udsprgijtes.
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12. Perspektivering

121 Administrative perspektiver

Den manglende overensstemmelse mellem rangordningen af juvenile og voksne insekter vi-
ser, at hvis man vil gennemfgre en mere sikker risikovurdering, ber begge livsstadier inddra-
ges. Pavisningen af, at der er et tidsligt og rumligt sammenfald mellem flyvetid for flertallet af
de akvatiske insekters voksenstadier og hovedsaesonen for sprgjtemiddelanvendelse, viser, at
der er stor sandsynlighed for, at der sker en pavirkning af mange akvatiske insekters voksen-
stadie. Hvis dette skal undgas, vil det veere ngdvendigt at mindske pavirkningen af den ripari-
ske zone, hvor flertallet af disse non-targetinsekter befinder sig. Dette kan geres ved at age
bredden af den sprgijtefri bufferzone eller pabyde brug af afdriftsreducerende dyser omkring
disse dyrs levesteder, hvilket i praksis vil sige sger og vandlgb. Et andet virkemiddel kunne
veere at give ekstra statte til gkologisk omleegning sadanne steder.

12.2 Forskningsmaessige perspektiver

Pilotprojektet har vist, at der potentielt kan ske en pavirkning af det terrestriske voksenstadie
af vandlevende insekter. Dette er dog ikke i sig selv et mal for effekter pa populationsniveau.
Der sker under alle omsteendigheder ofte et stort tab af individer i voksenstadiet, og det er et
abent spgrgsmal, om pesticidpavirkningen gger dette tab i en grad, der medfarer betydende
populationseendringer. Det ma forventes, at det sker for nogle arter og artsgrupper. Faktorer
som flyvetid for art og individ, fedeindtag og sjeeldenhed ma forventes at skulle inddrages i
fremtidige undersggelser af effekter pa populationsniveau.

| dette pilotprojekt lykkedes det ikke at gennemfare de planlagte forsag med fadeindtagelse
hos de akvatiske insekter. Dette aspekt er dog vigtigt, da afsaetning af midler i dyrenes fade
kan pavirke ud over den periode, hvor pesticiderne medfarer direkte eksponering via afsaet-
ning pa dyrene. Pilotprojektet peger pa nogle af de udfordringer, der skal overvindes for at un-
dersgge effekter af fadeoptag pa terrestriske stadier af vandlevende insekter. Det betyder, at
(i) der ideelt set bar etableres kulturer af arter, der er velegnede til studiet af fadeoptag, (ii) ar-
ternes akutte falsomhed for de pagaeldende sprgjtemidler skal veere kendt, da det viste sig
vanskeligt farst at undersgge felsomheden i rangefinding og akut-test og derefter subletale ef-
fekter pa grund af den korte varighed af det stadium, hvor de ville indtage fade, (iii) der skal
udvikles metoder til kontrolleret eksponering af fgden i de tilfeelde, hvor dyrene kun vil indtage
algefade direkte fra grene, og (iv) det vil vaere ngdvendigt at méale den reelle eksponering af
testdyrene.

Sandsynliggerelsen af at voksne vandlgbsinsekter bliver udsat for pesticider og herunder in-
sekticider har betydning for de arter, som spiser disse insekter, fx akvatiske og terrestriske ro-
vinsekter, sma pattedyr, fisk og fugle. Dette er dog ikke meget forskelligt fra den pavirkning,
der i gvrigt sker, nar terrestriske insekter uden akvatisk livsstadie udsaettes for afdrift af herbi-
cider i marknaere habitater. Den vaesentligste forskel er nok, at det for flertallet af de akvatiske
insekter ma forventes, at en starre andel af de pavirkede insekter ender i vandmiljget, alene af
den arsag at voksenstadier af akvatiske insekter af natur for manges vedkommende opholder
sig naer og over vandmiljget. Umiddelbart er en sadan pavirkning af vandlgbsmiljget naeppe
seerlig stor. Dette pilotprojekt havde dog ikke som formal at afdaekke denne problematik. Per-
spektivet er derfor i dette tilfaelde, at det er usikkert, hvor stor betydning sddanne sekundaere
forgiftningsveje har for andre organismer, og at fremtidige undersggelser ma afdaekke denne
problematiks betydning bade i det akvatiske og det terrestriske milja.
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Ordforklaring

Adulte — bruges om insekters voksenstadie, se ogsa imago

Aktivstof — pesticider indeholder et eller flere virksomme stoffer, kaldet aktive stof-
fer eller aktivstoffer, og en reekke hjeaelpestoffer, som kan medvirke til at gge oplgse-
ligheden i vand eller evnen til at fastholde pesticidet pa planters overflade.

Chironomider — dansemyg
Confidor - er et insektmiddel som indeholder aktivstoffet imidacloprid
Detritus - dgdt organisk materiale fra planter og dyr

Fekunditet - en arts potentielle forplantningskapacitet; evnen til at danne afkom el-
ler kgnsceller, fx antal ag pr. hundyr

Feromoner - kemiske substanser, der kan udskilles i det omkringveerende miljg og
pavirke individer af samme art over afstand. Bruges blandt andet til at tiltraekke det
modsatte kgn.

Faenologi - er en videnskabsgren og lzeren om de periodiske faenomeners indtraeden
hos dyr og planter, samt at udforske sammenhangen mellem disse og de klimatiske
faktorer, fx aeglaegning, klaekning, forpupning

Imago — er betegnelsen for voksenstadium hos insekter. Hos dggnfluer findes vok-
senstadiet bade som sub-imago og imago.

Imidacloprid - Imidacloprid er en nervegift. Imidacloprid er en videreudvikling af ni-
kotin, som har veeret benyttet som et insektbekeempelsesmiddel. Imidacloprid fun-
gerer ved at heemme acetyl-cholin receptorer hos insekter, som derved degr.

Juvenile — bruges som samlebetegnelse for de forskellige ungdomsstadier hos insek-
ter, fx larver og nymfer

Karate — er et insektmiddel, som indeholder aktivstoffet lambda-cyhalothrin
Lambda-cyhalothrin — et pyrethroid
Lichen — lav, en symbiotisk organisme dannet af svampe i symbiose med alger

Linkfunktion — Link funktionen er et begreb fra generaliserede lineaere modeller og
forbinder middelvaerdien af responsvariablen med den linezre ligning.

Logit funktion - Logit funktionen er defineret ved logit(p)=In(p/(1-p)), hvor p angiver
en sandsynlighed

Metapopulationer — bestar af adskilte bestande af den samme art som interagerer
pa et eller andet niveau

Neonikotinoid - Neonikotinoider er en klasse af neuro-aktive insektgifte, der kemisk
minder om nikotin og er meget anvendt. Neonikotinoider er en videreudvikling af
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nikotin, som har vaeret benyttet som et insektbekaampelsesmiddel. Neonikotinoider
fungerer ved at heemme acetyl-cholin receptorer hos insekter, som derved dgr.

Nikotin - Nikotin virker som en nervegift i mennesker og andre dyr. Tobaksplanten
producerer nikotin for at beskytte sig mod plantezedende insekter.

PENTA forsgg — Miljgstyrelsesprojekt med titlen “Effekter af pesticider pa non-tar-
get planter pa individ, populations og gkosystemniveau (PENTA)” (2014/MST-667-
00180), gennemfgrt 2014 til 2017 med Beate Strandberg som projektleder. Forven-
tes publiceret som Miljgstyrelsesrapport i 2018 eller 2019.

Pyrethroid - Pyrethroider er en gruppe af insekticider, der virker som nervegift. Stof-
ferne er udviklet pa basis af naturlige insektgifte, pyrethriner, som dannes i be-
stemte arter af Krysanthemum. Pyrethroiderne pavirker nervecellernes elektrisk la-
dede natriumkanaler bade hos hvirveldyr og hvirvellgse dyr ved at forsinke bade ak-
tiverings- og inaktiveringssignaler. Efter fa minutter bliver de ramte dyr ude af stand
til at koordinere bevagelser. Derefter far de kramper, lammelser, og til sidst dgr de.

Ripariske zone - Graenseomradet mellem vandlgbet og det omgivende land

Redlistevurderet - rgdlisten er en vurdering af arters risiko for at uddg. Den danske
rgdliste vurderer risikoen for, at arter uddgr i Danmark. Arter pa den danske rgdli-
ste er derfor ikke ngdvendigvis i risiko for at uddg i vore nabolande

Sigmoid — matematisk funktion med en S-formet kurve
Subimago — se imago

Topikalt — kropsoverfladen; i den aktuelle sammenhang betyder det, at midlet tilfg-
res pa overfladen af dyrene
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Bilag 1.

Bilag 1. Data dispersal

Order Family Species
Coleoptera Elmidae Elmis aenea
Coleoptera Elmidae Limnius volckmari
Coleoptera Scirtidae Elodes minuta
Diptera Chironomidae Brillia bifida
Diptera Chironomidae Conchapelopia menalops
Diptera Chironomidae Micropsectra spp.
Diptera Chi i P
Diptera Chironomidae Rheocricotopus fuscipes
Diptera Chironomidae Tvetenia veralli
Diptera Limoniidae Eloeophila sp.
Diptera Pediciidae Dicranota bimaculata
Diptera Ptychopteridae Ptychoptera paludosa
Diptera simuliidae Odagmia ornata
Diptera Simuliidae Simulium cryophilum
Diptera Simuliidae Simulium vernum
Ametrop borealis
Ephemeroptera  Baetidae Baetis niger
Ephemeroptera  Baetidae Baetis rhodani
Ephemeroptera  Baetidae Baetis vernus
Ephemeroptera  Caenidae Caenis rivulorum
pl p! notata
Ephemeroptera  Ephemerellidae Serratella ignita
Ephemeroptera  Ephemeridae Ephemera danica
i sulphurea
; germanica
L
Ephemeroptera  Siphlonuridae Siphlonurus aestivalis
Megaloptera Sialidae Sialis fuliginosa
Megaloptera  Sialidae Sialis lutaria
Odonata Calopterygidae Calopteryx virgo
Odonata Gomphidae Ophiogomphus cecilia
Plecoptera Capnidae Capnia bifrons
Plecoptera Leuctridae Leuctra fusca
Plecoptera Leuctridae Leuctra hippopus
Plecoptera Leuctridae Leuctra nigra
Plecoptera Nemouridae Amphinemura standfussi
Plecoptera Nemouridae Nemoura cinerea
Plecoptera Nemouridae Nemoura flexuosa
Plecoptera Nemouridae Protonemura meyeri
Plecoptera Perlodidae Isoperla grammatica
Plecoptera Perlodidae Perlodes microcephala
Plecoptera Plecoptera Protonemura hrabei
pt T ygida risi
Plecoptera Taeniopterygidae  Taeniopteryx nebulosa
Trichoptera Beraeidae Beraeodes minutus

Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
Trichoptera
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Glossosomatidae
Glossosomatidae
Glossosomatidae
Goeridae
Hydropsychidae
H 5

Agapetus fuscipes
Agapetus ochripes
Glossosoma boltoni
silo pallipes
Ceratopsyche silfvenii
" h

Hydropsychidae
Hydropsychidae
Hydroptilidae
Lepidostomatidae
Leptoceridae
Limnephilidae
Limnephilidae
Limnephilidae
Limnephilidae
Limnephilidae
Limnephilidae
Limnephilidae
Limnephilidae
Limnephilidae
L .

Hydropsyche saxonica
Hydropsyche siltalai
Hydroptila sparsa
Lepidostoma hirtum
Mystacides azurea
Anabolia nervosa
Chaetopteryx villosa
Ecclisopteryx dalecarlica
Halesus radiatus
Ironoquia dubia
Limnephilus extricatus
Limnephilus hirsutus
Limnephilus lunatus
Micropterna sequax

Limnephilidae
Molannidae
Odontoceridae
Phryganeidae
Polycentropodidae
Psychomyiidae
Psychomyiidae
Rhyacophilidae
Sericostomatidae
Sericostomatidae

Potamophylax nigricornis
Molannodes tinctus
Odontocerum albicorne
Oligostomis reticulata
Plectrocnemia conspersa
Lype reducta

Tinodes pallidulus
Rhyacophila fasciata
Notidobia ciliaris
Sericostoma personatum

Red List
(L)
(L)
(Lc)
(L)
(L)
(Lc)
(L)
(o)
(LC)
(L0
(L)

Abundance
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3
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Bilag 2. References flight
periods

Bilag 2. references flight periods
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Bilag 3. Overview flight
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Bilag 4. Spraying periods

Bilag 4. Spraying periods

Afgrgde

Byg, var

Byg, var
Hvede, var
Hvede, vinter
Hvede, vinter
Hvede, vinter
Rug, vinter
Byg, vinter
Triticale, vinter
Triticale, vinter
Raps, var

Raps, vinter

Raps, vinter
Raps. vinter
Havre
Havre

Pracisering af tidsangivelse

Fra slutningen af maj til ca. 1. juli.
Fra slutningen af maj til ca. 10. juli.
Ingen

Fra midten af september til midten af oktober.

Fra begyndelsen af maj til ca. 1. juli.
Fra slutningen af maj til ca. 10. juli.
Midt i maj lige f@r skridning.

Fra midten af september til midten af oktober.

Midt i maj lige f@r skridning.
Fra slutningen af maj til midt i juni.
Ingen

Voksne rapsjordlopper: Fra kimbladsstadiet og frem ca. 4

Igvblade er udviklet.
Sidste halvdel af april.

| sidste halvdel af maj. (Ved begyndende blomstring)

Fra slutningen af maj til ca. 1. juli.
Fra slutningen af maj til ca. 10. juli.
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— en overset faktor af betydning for makroinvertebrat-samfundene i danske
vandigb?

Nar vandlgbsinsekter skal formere sig, forlader de vandet og bliver til voksne indivi-
der, som parrer sig og hunnerne laegger aeg. Voksenstadiet er indtil nu blevet overset
i vurderingen af effekter af pesticider pa vandlgbsinsekter. Det kan veere et problem
at overse et stadie i risikovurderingen af pesticiders effekter, ikke mindst nar dette
stadie optraeder i den vandlgbsneere zone, som blandt andet medvirker til at beskytte
vandlgbet mod tilfersel af pesticider. Det er iseer tilfaeldet nar den vandigbsnzere
zone er nabo til marker der sprgijtes.

Projektet AQUATERRA har vist, at de voksne insekter potentielt kan blive ramt af af-
drift af sprgjtemidler, nar de forlader vandmiljget for at sikre generationsskiftet. Hvor
udsatte de er afhaenger af en kombination af flere faktorer: (i) hvilke sprajtemidler der
anvendes, (ii) hvornar insekterne opholder sig i den vandlgbsneere zone, (iii) om de
tager fade til sig, og (iv) hvor faglsomme de er. Projektet viser ogsa, at der er stort
overlap mellem tidspunkt for sprgjtning og forekomsten af mange vandinsekters vok-
senstadier.

Projektet undersggte felsomheden af 6 arter af varfluer, slgrvinger og degnfluer, alle
tilknyttet vandlgb, over for 2 insekticider: Karate (m. pyrethroid) og Confidor (m. neo-
cotinoid). Undersggelserne viste, at arternes falsomhed over for de to midler varie-
rede meget, men ogsa at de voksnes fglsomhed rangmaessigt var forskellig fra ung-
domsstadiernes falsomhed (i vandfasen). De voksne var desuden sa felsomme, at
den maengde af sprgjtemiddel, som vinden blaeser ind i den vandlgbsnaere zone, kan
dreebe en stor del af dem.

Miljgstyrelsen
Tolderlundsvej 5
5000 Odense C
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