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Det skal bemaerkes, at en sadan offentliggarelse ikke ngdvendigvis
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Forord

Dette projekt "Effekt af bekempelsesmidler pa flora og fauna i vandleb" er
udarbejdet for Miljestyrelsen i perioden fra 1. marts 2001 til 1 juli 2003.
Projektet blev udbudt af Miljestyrelsen ved udbudsbekendtgerelse i sommeren
2000 og indeholder resultater af forsgg som er udfert med naturligt
forekommende alger og dyr fra danske vandleb.

Projektet er udfert af en projektgruppe bestaende af:

DHI - institut for vand & milje:

¢ Flemming Mghlenberg (projektleder, delperiode)
e Hanne Kaas (projektleder, delperiode)

e Louise Schliiter

¢ Kim Gustavson

e Trine Thorup Andersen

Roskilde Universitets Center:
e Valery Forbes
e Anders Cold

Danmarks Miljoundersogelser:
e Nikolai Friberg

e Spren Erik Larsen

e Rasmus Bach Lauridsen

Projektet er gennemfort som et samarbejde mellem de tre institutioner. De
forskellige delprojekters indhold og udferelse er loabende blevet diskuteret af
parterne for at sikre, at projektets overordnede mal er fulgt, at relevante
forsegsresultater for projektgruppen er kommunikeret samt at foresla
@ndringer i forseg, hvis resultater gav anledning hertil.

De enkelte institutioners primere ansvarsomrader har veret:

DHI vand & milje har forestaet projektledelsen og haft det overordnede
ansvar for projektets gennemforelse og rapportering. Endvidere har DHI
udfert undersegelser af pesticiders effekt pa bundlevende mikroalger, udfert
forseg med invertebrater til belysning af eksponeringsvarighedens pa
dedeligheden samt udfert adfeerdsforseg i recirkulerende stremrender.

Roskilde Universitets Center har forestdet undersagelser af pesticiders effekt
pa forskellige livsstadier samt undersogt effekten pa en fuld livscyklus hos et
insekt.

Danmarks Miljgundersegelser har udfert undersogelser af pesticiders effekt
pa krebsdyrs og insekters driftsmenster i store gennemstrgmningssystemer
under feltlignende forhold samt udfert undersegelser til belysning af
pesticiders indirekte effekt pa vandlebsdyrs nedbrydning af detritus.



Projektet har veeret fulgt af en styregruppe med folgende medlemmer:

Jorn Kirkegard, Miljestyrelsen

Alf Aagaard, Miljestyrelsen

Anders Cold, Roskilde Universitet

Flemming Mghlenberg, DHI — Institut for Vand og Miljo

Hanne Kaas, DHI — Institut for Vand og Miljg

Jan Steinbring Jensen, Skov- og Naturstyrelsen,

Jens Carl Streibig, Den Kgl. Veteriner- og Landbohgjskole

Jorgen Jakobsen, Danmarks Jordbrugsforskning, Forskningscenter Flakkebjerg
Merete Styczen, DHI — Institut for Vand og Miljo

Niels Henrik Spliid, Danmarks Jordbrugsforskning, Forskningscenter Flakkebjerg
Niels-Martin Frost, DuPont Danmark ApS

Nikolai Friberg, Danmarks Miljoundersogelser

Nina Cedergren Forchhammer, Den Kgl. Veteriner- og L.andbohgjskole
Peter Wiberg-Larsen, Fyns Amt

Poul Bjerregaard, Syddansk Universitet

Poul Henning Pedersen, Dansk Landbrugsradgivning

Ulrik Nerum, Syddansk Universitet

Valery Forbes, Roskilde Universitet Center

Styregruppen har fulgt arbejdet med projektet og deltaget intensivt i
diskussioner af resultater og konklusioner. Vil iser fremhaeve konstruktive
bidrag fra Peter Wiberg-Larsen, Niels-Martin Frost og Nina Cedergren
Forchhammer.

Generelt giver de opnéede resultater mulighed for andre fortolkninger af
risikoen for effekter af pesticider i danske vandleb. Ansvaret for rapportens
resultater og konklusioner er dog projektgruppens.



Sammenfatning og konklusioner

Rapporten beskriver resultater fra 2% ars undersogelser af en raekke forskellige
pesticiders effekter pa bundlevende mikroalger og et reprasentativt udvalg af
invertebrater fra danske vandleb. Undersggelserne er finansieret af
Miljestyrelsen og er gennemfort i et samarbejde mellem DHI — institut for
vand & miljo, Roskilde Universitets Center og Danmarks Miljoundersogelser.

Formalet med undersogelserne var at belyse effekter af pesticider pa naturligt
forekommende alger og invertebrater. LLangt hovedparten af vores nuvaerende
viden om effekter baserer sig pa undersggelser gennemfort under
standardiserede betingelser s som konstante koncentrationer af pesticider og
med dyr og planter fra stillestdende vande. Resultater herfra kan ikke
umiddelbart anvendes til at forudsige effekter i vandleb, fordi pesticider her
vil optraede kortvarigt i hgje koncentrationer og fordi standardorganismer sa
som dafnier ikke nedvendigvis er lige sd felsomme som vandlgbsorganismer.

I undersogelserne blev der fokuseret pa effekter af realistiske eksponeringer
med varigheder ned til %2 time og efterfolgende effekter pa overlevelse, vaekst,
reproduktion og adfeerd i op til 30 dage efter eksponeringen. De undersogte
pesticider (i alt 14) blev udvalgt efter deres kemiske egenskaber og forbruget i
Danmark. Endvidere blev det tilstreebt at hovedparten af pesticidernes
virkemekanismer var repraesenteret. Der blev undersogt for effekter pa
“naturlige” samfund af bundlevende mikroalger, pa populationer af krebsdyr
(2 arter), dansemyg, slorvinger (2 arter), varfluer (2 arter), degnfluer og
snegle. Hos én art blev der undersogt for effekter pa forskellige stadier i
livscyklus og hos én art gennemfortes en fuld livscyklus. Hovedparten af
eksponeringerne er sket i vandet, mens 2 tests er gennemfert hvor sedimentet
eller foden blev kontamineret.

Kombinationer mellem undersggte pesticider og organismer blev besluttet
udfra eksisterende viden om pesticidernes toksicitet og virkemekanismer.
Saledes var der overvaegt af herbicider i undersogelserne med alger og en
overvaegt af insekticider i undersoggelserne med vandlgbsdyr, mens fungicider
blev undersogt bade pa alger og dyr.

Forspgene med bundlevende mikroalger viste at herbiciderne isoproturon og
metribuzin hemmede fotosyntesen ved koncentrationer i intervallet 0,3 — 1 pg
1. Dette ligger inden for det interval som er pavist i flere danske vandleb for
1soproturon og for stofgruppen triaziner, f.eks. atrazin, terbuthylazin, simazin,
der med hensyn til toksicitet ligner metribuzin. Det er derfor meget
sandsynligt, at disse herbicider kan pavirke stofproduktionen i enkelte
vandleb. Da effekterne var fuldt reversible og varigheden af forhejede
koncentrationer typisk er 2-10 timer i sma vandleb vurderes den direkte effekt
pa mikroalgerne og den indirekte effekt pa invertebraterne dog at veere af
mindre betydning.

Herbicidet pendimethalin pavirkede algesamfundene ved relativt lave
koncentrationer. Iseer gronalger var felsomme og effekten pa deres biomasse
forsteerkedes selv efter overforsel til rent vand ved den lavest anvendte
koncentration (10 ug 1"). Sammenlignet hermed udlestes der forst mortalitet



hos krebsdyret Gammarus pulex i mg 1" omradet og kun efter kontinuerlig
eksponering i flere dage. Pendimethalin er et af de mest anvendte herbicider 1
jordbruget, men fundprocenter og malte koncentrationer er relativt lave pga.
lovbestemte sprojtefrie zoner langs vandlgbene og en lav mobilitet. Alligevel
vurderer vi at pendimethalin kan medfere effekter pa de bentiske alger, fordi
det antageligt akkumuleres i vandlgbsbunden hvor mikroalgerne sidder og
eksponeres, fordi det er relativt persistent og fordi effekterne er
leengerevarende. Der er dog ingen malinger af pendimethalin i
vandlgbssedimenter som kan stette denne vurdering.

Fungicidet azoxystrobin var kun svagt toksisk overfor alger, mens
effektgraensen for mortalitet hos den mest folsomme invertebrat, Gammarus
pulex var betydeligt lavere (L.C, (4-14 dage) = 3-10 pg I'"). Kortvarige
eksponeringer (0,5-2 timer) forte til forsinket mortalitet, men kun hvis
eksponeringskoncentrationen havde vzaret urealistisk hoj (2,5 mg1"). Derimod
blev fodebearbejdningsaktiviteten hos G. pulex signifikant reduceret ved
kortvarige (V2 time) eksponeringer til 20 ug 1". Til sammenligning var der
ingen effekt pa nedbrydningen af kontaminerede blade. Azoxystrobin er forst
indfert i jordbruget i 1998 og felgelig er der ringe erfaring med forekomst i
danske vandleb. Forekomst af azoxystrobin i koncentrationer omkring 20 ug I
' { danske vandleb er ikke sandsynlige selv om mobiliteten er relativt hej og
nedbrydningen meget langsom, men da azoxystrobin er nyt pa markedet og
endnu ikke har indgaet i omfattende overvagningsprogrammer kendes de
realistiske koncentrationer ikke.

Fungicidet fenpropimorph var som Azoxystrobin kun svagt toksisk overfor
mikroalger og der var fuldt recovery af bade fotosynteseaktivitet og biomsser
efter overforsel til rent vand. I NOVA programmet er fenpropimorph pavist i
2-4% af de undersogte prover, med en median-maximum koncentration pa
0,07 ugI'' (DMU 2001, DMU 2002). Med den baggrund anser vi effekter af
fenpropimorph p4a algesamfundene for usandsynlige.

Fungicidet prochloraz var moderat toksisk overfor Gammarus pulex med sterkt
faldende effektkoncentration med oget eksponeringstid (LC,,,, ... = 22 mg1’,
LC, (14 dage) = 0,6 mg1". Ved en realistisk eksponeringsvarighed (< 24
timer) var der ingen akut mortalitet selv ved 10 mg 1". Derimod blev der
“afsat” toksicitet ved kortvarige (Y2-1 time) eksponeringer til meget hgje
koncentrationer (>5 mg 1"). Prochloraz er ikke pavist i danske vandleb under
NOVA programmet og sammen med de hgje effektkoncentrationer anser vi
det for usandsynligt at fungicidet kan pavirke invertebratfaunaen i danske
vandleb.

Toksiciteten af insekticidet dimethoat var lav overfor alle undersggte
invertebrater med LC, . . veerdier pd 5 mg 1" eller hojere. Hos krebsdyret
Gammarus pulex sgedes toksiciteten med eksponeringsvarigheden, men selv
efter 14 dage var LC,, vaerdien hojere end 1 mg . Der var ingen effekt pa
Gammarus’ nedbrydning af elleblade selv efter eksponering til 2 mg 1. Set i
forhold til meget lave fundprocenter og koncentrationer i danske vandleb

anser vi derfor, at effekter af dimethoat for lidet sandsynlige.

Insekticidet pirimicarb var det mindst giftige af de undersogte pesticider.
Eksponering til s hoje koncentrationer som 5 mg I medforte ingen toksicitet
hos 5 forskellige arter selv efter 14 dage. Sammenholdt med lave
fundprocenter (4%) og meget lave koncentrationer (max 0,026 pg 1) anser vi
at effekter af pirimicab er meget usandsynlige i danske vandleb.



Toksiciteten af insekticidet diffubenzuron blev undersggt overfor 5 forskellige
invertebrater. Der kunne ikke pavises nogen akut (96 timer) mortalitet ved de
hejeste anvendte koncentrationer (Gammarus: 0,2 mg 1", ovrige arter: 3-5 mg
1. Insekticider indenfor benzoylphenylurea gruppen er specifikt virkende pa
veaekst/hudskifte hos insekter (og formentligt krebsdyr) og der kan derfor ikke
forventes effekter ved kortvarige eksponeringer. I Danmark anvendes
insekticider af benzoylphenylurea gruppen ikke i jordbruget og risikoen for
transport til vandlgb er meger ringe.

Insekticidet esfenvalerat der tilhgrer gruppen af pyrethroider var langt det mest
giftige af de undersogte pesticider. Standardiserede akuttest viste LC, . .
veerdier for Gammarus pulex pa samme niveau som hos dafnier (ca 200 ng 1)
og de akut toksiske koncentrationer var markant lavere end hos de evrige
undersggte invertebrater. Ved lengerevarende eksponering (14 dage)
reduceredes LC,, veerdien til ca 30 ng I"'. Selv kortvarige (}%-1 time)
eksponeringer til lave koncentrationer (50-200 ng 1) havde efterfolgende
effekt pa overlevelse, veekst/udvikling, reproduktion og fadebearbejdning.

Undersegelser af driften hos invertebrater efter eksponering til esfenvalerat
viste effektkoncentrationer mellem 0,2 og 20 ng "' med Gammarus pulex som
den suveraent mest folsomme af de undersegte arter. Hos de to undersogte
varfluearter havde esfenvalerat ingen effekt pa driftmenstret.

Der er ikke pavist esfenvalerat eller andre pyrethroider under NOVA
programmet, men under flomhaendelser 1 danske vandlgb er der malt
koncentrationer op til 660 ng1'. Den foregede drift ved en nominel
koncentration pa 0,2 ng 1" er langt lavere end de hojeste malte
koncentrationer, men ogsa meget lavere end detektionsgreensen for kemiske
analyser. Det er velkendt, at pyrethroider oa. pesticider med hgj
partikelaffinitet under naturlige forhold iseer forekommer som bundet til
partikler. Og det er vist, at den partikulere fraktion er mindre giftig end den
opleste. Det gor det vanskeligt pa basis af kemiske analyser at forudsige om
pyrethroider pavirker invertebratfaunaen i danske vandleb. Vi mener dog at
med sa lave effektkoncentrationer selv efter kortvarige eksponeringer og den
brede pavirkning pa vitale processer som overlevelse, reproduktion og adfeerd
vil pyrethroider blandt pesticiderne veere den storste trussel for faunaen i
danske vandleb.
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Summary and conclusions

This report presents results from a 2% year study of the effects of a range of
pesticides on benthic microalgal communities and on representative benthic
invertebrates from Danish streams. The study was financed by the Danish
Environmental Protection Agency and was conducted in collaboration among
DHI Water and Environment, Roskilde University, and the Danish National
Environmental Research Institute.

The objective of the study was to elucidate the effects of pesticides on
naturally occurring algae and invertebrates. The majority of our present
understanding of pesticide effects is based on tests conducted under
standardised conditions, including exposure to constant concentrations of
pesticides and using animals and plants from stagnant water bodies. Such
results cannot directly be used to predict effects in streams in which pesticides
will tend to occur at high concentrations for short periods of time and because
standard test organisms, such as daphnids, are not necessarily as sensitive to
pesticides as stream-dwelling species.

The present study focuses on measuring effects of realistic exposure
durations, as short as 30 minutes, and examines subsequent (delayed) effects
on survival, growth, reproduction and behaviour for up to 30 days post
exposure. The pesticides examined in the study (a total of 14) were selected
on the basis of their chemical characteristics and extent of use in Denmark.
Furthermore, the aim was to ensure that most of the toxic mechanisms of
action were represented. We investigated effects on ‘natural’ communities of
benthic microalgae, on populations of crustaceans (2 species), midges,
stoneflies (2 species), caddis flies (2 species), mayflies, and snails. We
examined effects in different life stages within species, and for one of the
species (the midge, Chironomus riparius) we conducted a full life-cycle study.
Most of the exposures were carried out in water, however two tests were
conducted in which either sediment or food was contaminated.

Combinations of the selected pesticides and study species were chosen on the
basis of existing knowledge about the pesticides’ toxicity and mechanism of
action. Therefore we tested primarily herbicides in tests with algae and
primarily insecticides in tests with invertebrates, whereas fungicides were
tested with both taxonomic groups.

The experiments with benthic microalgae showed that the herbicides
isoproturon and metribuzine inhibited photosynthesis at concentrations in the
range 0.3 — 1 ug1". These concentrations are in the range shown to occur in
several Danish streams for isoproturon and for pesticides belonging to the
triazine group (i.e., atrazine, terbuthylazine, simazine) that have a toxicity
similar to metribuzine. It is therefore very likely that these herbicides can
influence primary production in a few streams. However since the effects were
fully reversible, and since the duration of increased concentrations is typically
2 — 10 hours in small streams, we conclude that direct effects on microalgae
and indirect effects on invertebrates are minimal.
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The herbicide pendimethalin affected algal communities at relatively low
concentrations. Green algae were particularly sensitive, and effects on their
biomass intensified even after transfer into clean water following exposure to
the lowest test concentration (10 ug 1"). In comparison, mortality of the
crustacean, Gammarus pulex, first occurred at concentrations in the mg 1"
range, and then only after continuous exposure for several days.
Pendimethalin is one of the most widely used herbicides in agriculture, but
measured concentrations and the percentage of samples in which it has been
detected are relatively low due to mandatory buffer zones along streams and
due to a low mobility. In any case, we estimate that pendimethalin may cause
effects on benthic algae because it probably accumulates in stream bottoms
where benthic microalgae are exposed, because it is relatively persistent, and
because effects are long-lasting. There are, however, no measurements of
pendimethalin in stream sediments that support this suggestion.

The fungicide azoxystrobin was only weakly toxic to algae, whereas
concentrations resulting in mortality of the most sensitive invertebrate,
Gammarus pulex, were markedly lower (LC, (4-14 days) = 3-10 pg 1"). Brief
exposures (0.5 — 2 hours) resulted in delayed mortality, but only if exposure
concentrations were unrealistically high (2.5 mg1"). On the other hand,
feeding activity in G. pulex was significantly reduced even after short (0.5
hour) exposures to 20 pg 1". In comparison, breakdown of contaminated
leaves was not affected. Azoxystrobin was first introduced to agriculture in
1998, and consequently there is little information on its occurrence in Danish
streams. The occurrence of azoxystrobin in concentrations around 20 pg 1" in
Danish streams is not likely despite the fact that its mobility is relatively high
and its degradation very slow. However, since azoxystrobin is new on the
market and has not been included in comprehensive monitoring programmes,
realistic environmental concentrations are unknown.

The fungicide fenpropimorph was, like azoxystrobin, only weakly toxic to
microalgae, and there was full recovery of both photosynthesis and biomass
following transfer to clean water. In the NOVA program fenpropimorph has
been found in 2-4% of the samples taken, with a median-maximum
concentration of 0.07 ug 1" (DMU 2001, 2002). On this background we
consider that effects of fenpropimorph on algal communities are unlikely.

The fungicide prochloraz was moderately toxic to Gammarus pulex with effect
concentrations falling sharply with increased exposure duration (LC, (24
hours) = 22 mg 1", LC, .. = 0.6 mg1’. There was no acute mortality at
realistic exposure durations (< 24 h) up to concentrations of 10 mg1"'. On
the other hand we observed delayed toxicity following brief exposures (0.5 - 1
h) to very high concentrations ( > 5 mg1"). Prochloraz has not been detected
in Danish streams by the NOVA program, and together with the high effect
concentrations we consider it unlikely that this fungicide affects the
invertebrate fauna in Danish streams.

Toxicity of the insecticide dimethoate was low for all the invertebrates tested
with LC,, ., values of 5 mg 1" or higher. In the crustacean Gammarus pulex,
toxicity increased with increasing exposure duration, but even after 14 days
the LC_, was greater than 1 mg I". There was no effect on Gammarus’
breakdown of alder leaves even after exposure to 2 mg1'. Considered in
relation to the very low percent detection and measured concentrations in
Danish streams, we consider therefore that the effects of dimethoate are not
very likely.



The insecticide pirimicarb was the least toxic of the pesticides tested.
Exposure to concentrations as high as 5 mg 1" resulted in no toxicity in five
species even after 14 days. Compared with the low percent detection (4%)
and very low measured concentrations (maximum 0.026 pg 1), we consider
that effects of pirimicarb are very unlikely in Danish streams.

The toxicity of the insecticide diflubenzuron was investigated in five different
invertebrates. We only found acute (96 h) mortality at the highest test
concentration (Gammarus pulex: 0.2 mg 1'; other species: 3-5 mg17).
Insecticides in the benzoylphenylurea group act specifically on growth/molting
in insects (and presumably crustaceans), and effects of short-lived exposures
would not be expected. In Denmark insecticides of the benzoylphenylurea
group are not used in agriculture, and therefore the risk of transport to
streams is very small.

The pyrethroid insecticide esfenvalerate was by far the most toxic of the
investigated pesticides. Standardised acute tests showed an L.C,,,, value for
Gammarus pulex to occur at the same level as in daphnids (ca. 200 ng1"), and
the acutely toxic exposure concentrations were markedly lower than observed
for the other invertebrates tested. During longer term exposures (14 days)
the LC,, reduced to a value of approx. 30 ng 1". Even brief (0.5 -1 h)
exposures to low concentrations (50-200 ng 1) resulted in subsequent effects

on survival, growth/development, reproduction and feeding activity.

Investigations of invertebrate drift following exposure to esfenvalerate showed
effect concentrations between 0.2 and 20 ng 1" with Gammarus pulex as clearly
the most sensitive of the tested species. Esfenvalerate had no effect on drift of
the two caddis fly species tested.

Neither esfenvalerate nor other pyrethroids have been detected in the NOVA
program, however, under spate conditions in Danish streams concentrations
up to 660 ng 1" have been measured. The increased drift at a nominal
concentration of 0.2 ng 1" is much lower than the highest measured
concentration, but also much lower than the detection limit for chemical
analysis. It is well known that pyrethroids and other pesticides with a high
particle affinity under natural conditions occur primarily bound to particles.
It has also been shown that the particle-bound fraction is less toxic than the
dissolved. This makes it difficult to predict effects of pyrethroids on the
invertebrate fauna in Danish streams on the basis of chemical analyses. We
believe, however, that with such low effect concentrations even after brief
exposures and the widespread effects on vital processes such as survival,
reproduction and behaviour, pyrethroids present the greatest pesticide threat
to invertebrate fauna in Danish streams.
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1 Baggrund

Sammenlignet med stillestiende vande er vores viden om pesticiders effekter i
vandleb yderst begrenset. Det skyldes, at man ferst indenfor det seneste 10-ar
har opbygget en nedvendig viden om forekomsten af pesticider i vandleb,
men ogsa vanskeligheder med at efterligne en realistisk pesticideksponering og
holde typiske vandlgbsorganismer under kontrollerede forhold i forseg. Vores
nuverende viden er sdledes primaert centreret omkring organismer
reprasentative for stillestaende vande. Denne viden kan ikke umiddelbart
overfores til vandleb pa grund af forskelle i pesticidernes eksponeringsforleb,
organismernes fysiologi og livsstrategier samt forskelle i det fysiske milje.

Det primeere grundlag for vurderinger af pesticiders effekter i det akvatiske
milje udgeres i dag af enkeltartstest med flere arter tilherende forskellige
trofiske niveauer og systematiske grupper. I disse tests har reproducerbarhed
haft hej prioritet, hvilket delvist er gaet ud over miljerealismen. Toksiciteten af
kemiske stoffer, herunder pesticider, bestemmes overfor ”standard”
organismer efter standardiserede vejledninger, hvor
eksponeringskoncentrationerne sgges holdt konstant, og hvor mortaliteten
afleses efter ngje fastlagte tidsintervaller. Ofte rapporteres den malte effekt
kun som en effektparameter efter en standardiseret eksponeringsperiode,

f.eks. LC, 4 fOr fisk, EC, . for krebsdyr og EC, _, . for planktonalger. I
miljoet udsazttes organismerne derimod for koncentrationer, der varierer med
tiden — mest udtalt i rindende vand. Her sker eksponeringen af den
fastsiddende flora og fauna til pesticider i pulser i ner tilknytning til
udsprejtning og afstromningshendelser. Da ”standard” organismerne uden
undtagelse er repreesentanter for stillestdende vande og de publicerede
effektveerdier primeert er gaeldende for kontinuerlig eksponering er det
vanskeligt at anvende eksisterende toksicitetsvaerdier til forudsigelse af effekter
1 vandleb.

Nedenfor beskrives svagheder i det nuvaerende grundlag for organismer i
vandleb:

e Mangel pa tidslig oplesning i toksiciteten, (jvf. relevant tidsskala for
eksponering indenfor minutter-timer og publicerede toksicitetsvaerdier
efter 48-96 timer).

e Mangel pa repraesentativitet blandt forsggsorganismer (>90 % af
publicerede toksicitetsveerdier er udfert med repreesentanter for
stillestdende vande, iseer dafnier og planktonalger, mens f.eks.
bundlevende krebsdyr, insektlarver og planter dominerer i vandleb). Ud
over variationen i folsomhed, som kan henferes til systematiske forskelle
mellem dyregrupperne, repraesenterer dafnier fritsvemmende organismer,
der erneerer sig ved filtration. P4 vandlgbsbunden dominerer fasthaftede
alger samt dyr, som lever af detritus eller som rovdyr. Forskelle i levevis og
dermed i eksponeringsvejen kan have betydning for felsomheden og iseer
for hvornar effekterne kommer til udtryk.

e Manglende overensstemmelse mellem effektparametre i standardtests og
de faktiske effekter af pesticider i vandleb (f.eks. kan insekticider i lave og

15



16

ikke-dedelige koncentrationer udlese drift hos krebsdyr og insektlarver — et
forhold som ikke kan udledes fra standardtests). Selv om der for dafnier er
gennemfort livscyklus test med adskillige insekticider kan resultaterne ikke
overfores til vandlgbsdyrene pa grund af forskelle i reproduktionscyklus,
herunder stadiernes varighed og placering i vandlebet, f.eks. pupper i
sedimentet. Standardtest kan normalt ikke kvantificere pesticidernes
indirekte effekter, som ofte er mindst lige sa folsomme og vigtige som
direkte effekter. Et eksempel pa en indirekte effekt er heemning af
krebsdyrs findeling af blade til sma partikler, der er fodegrundlaget for
vandlgbenes filtratorer.

e Standardiserede test gennemfores i lukkede systemer, som afskeerer
muligheden for indvandring af individer udefra. Rekolonisering via
2glegning hos insekter er vigtig bade i damme og vandleb til
genetablering af bestande. Et seerkende ved vandleb er endvidere
muligheden for hurtig rekolonisering ved drift (nedstrems) eller ved
opstregms migration. Resultater fra standardiserede test giver ingen
oplysning om dette forhold.

Det er pa den baggrund, at naervarende projekt blev igangsat og financieret af
Miljgstyrelsens pesticidforskningsprogram.

Der er derfor behov for at tilvejebringe et storre datagrundlag omkring
miljorealistiske effekter af pesticider pa vandlgbsorganismer, som bade
reprasenterer gkologisk vigtige arter, grupper samt livsstadier og som kan
udgere fundamentet for realistiske effektvurderinger.

1.1 PESTICIDERNE | JORDBRUGET

Pesticider (plantebeskyttelsesmidler) er miljgfremmede stoffer, som udbringes
pa marker, skove, gartnerier, parker og haver for at sld svampe, insekter og
ukrudt ihjel. Afhaengig af malgruppe inddeles pesticiderne i ukrudtsmidler
(herbicider), insektmidler (insecticider) og svampemidler (fungicider).
Endvidere anvendes vaekstregulerende midler (straforkortere) i betydelig
udstraekning 1 jordbruget. Pesticiderne indeholder et eller flere aktivstoffer
rettet mod én eller flere skadegoerere og normalt forekommer aktivstoffet
sammen med hjeelpestoffer, oplesningsmidler og vand, der sikrer effektiv
dosering og optimal virkning pa skadevolderne.

For 1980 havde reguleringen af pesticidanvendelsen sigte pa at beskytte
mennesker, husdyr og bier, men med foreget viden og fokusering pa det
omgivende miljo har reguleringen siden ogsa fokuseret pd at minimere
effekterne i miljoet. Det er saledes dokumenteret, at der sker en pavirkning af
flora og fauna i vandleb, sger og smabiotoper og at der udvaskes pesticider til
grundvandet (Miljostyrelsen 1999)



TABEL 1. FORBRUGSM@NSTER AF PESTICIDER | DANSK JORDBRUG | 1992 OG 2001 (MILJ@STYRELSEN
1993, 2002)

Pesticid 1992 2001
Sprajtet areal (ha) 2532000 2161000
Solgt maengde (t) 4653 3075
Antal aktivstoffer 85 68
Udfasede aktivstoffer 39

Nye aktivstoffer 22

Ilobet af en 10-arig periode er pesticidanvendelsen i jordbruget (dvs. excl.
gartnerier, haver o.l.) faldet ca. 34 % (fra 4653 t aktivstof til 3075 t), mens
reduktionen i det sprejtede areal “kun” udger 15% (Tabel 1). Miljogevinsten
har antagelig veeret storre ved reduktionen i antallet af aktivstoffer (85 — 68)
som iszr har omfattet de mest persistente. Og for det akvatiske miljo har
indfersel af sprojtefrie zoner langs vandleb og vandhuller med stor
sandsynlighed varet en betydelig gevinst, da risikoen for tilfersel til vandet er
blevet mindre.
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2 Vandlgb og tilfarsel af pesticider

2.1 DANSKE VANDL@B

Danske vandleb og vandlgbsoplande er generelt sméa. Halvfjers procent af det
totale areal afstrommes af vandleb med oplandsarealer mindre end 500 km’
og kun to vandleb (Gudena og Skjern A) er lengere end 100 km.
Hovedparten af de danske vandleb (75%) er smallere end 2,5 m og er
karakteriseret af en lav vandfering (Sand-Jensen & Friberg 2000). I den ostlige
del af Danmark er grundvandsdannelse mindre end i den vestlige del af landet
(hovedparten af Jylland) pga. forskelle i jordtyper og nedber. Dette bevirker at
variationen i vandfering over aret er storst i de gstdanske vandleb, da de
modtager hovedparten af deres vand fra overfladeafstromning, mens
vandlebene i den vestlige del er karakteriseret af mere stabile
afstremningsforhold. Sommervandferingen vil derfor veere lavest i
vandlebenei den estlige del af landet.

A [ 5 » U A
S “ i .

FIGUR 1. HOVEDPARTEN AF DANSKE VANDL@B ER SMA.

Da vandlegbene generelt er smé har de de en relativt stor kontaktflade til det
terrestriske okosystem. Vandlgbenes omgivelser bidrager med organisk stof
(allochthont materiale) og forskellige kemiske forbindelser. Iser i de mindre
vandleb er denne tilforsel den primeere kulstofkilde, og derfor af afggrende
betydning for vandlgbsegkosystemets struktur og funktion. Koblingen til
omgivelserne er yderligere blevet forsterket pga. drenrer pa lerede jorde, der
har gget den hastighed hvormed vandet, samt opleste og partikelbundne
stoffer, nar vandlebet fra det terrestriske gkosystem.
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Mere end 60% af arealanvendelsen i Danmark udgeres af landbrug. Det
betyder at den overvejene andel af de danske vandleb ligger i et
landbrugslandskab. De fleste af vandlebene er samtidig smé og derfor pavirket
af de aktiviteter, der forekommer i de vandlgbsnere arealer. Det er i disse
vandleb, der mé forventes de sterste effekter af bekeempelsesmidler pa de
gkologiske forhold. Fortyndingen af de stoffer, der tilfores vandlgbet enten via
vinddrift, draen eller overfladisk afstromning vil veere lille, samtidig med at
bidraget potentielt kan veere stort pga. den tette kontakt med
landbrugsarealerne. Det ma yderligere forventes, at vandleb pa lerede jorde
med hgj dreeningsgrad og lav vandfering i sprejtesesonen er mest udsatte.

2.2 BIOLOGISKE KOMPONENTER

Vandleb er gkosystemer der fysisk varierer pa forudsigelig made fra
kildeudspring til udleb i havet. De gvre vandleb er karakteriseret af et stort
fald, groft substrat og lav vanddybde. Desuden er vandfering ofte relativ
konstant og temperaturen lav pga. en stor grundvandstilfersel (Sand-Jensen &
Friberg 2000). I naturtilstanden vil det ovre vandleb veare helt skygget af
vegetationen i den ripariske zone og den helt overvejende kulstofkilde vil
stamme fra det terrestriske gkosystem. De biologiske samfund vil afspejle
disse forhold. De fa primeerproducenter der forekommer er primeert
perifytiske mikroalger, iseer kiselalger, som vokser pa sten. Er vegetationen
langs vandlebet fjernet, vil primeerproducenterne fa en storre betydning. Det
vil stadig veere mikroalger, men ogsa tradalger som Cladophora, der
dominerer. Det skyldes at det grove substrat og store fald medferer, at
makrofyter har sveert ved at etablere sig.

Den lave primarproduktion bevirker at det gvre vandleb er heterotroft. Det
kan lade sig gore pa grund den store tilforsel af allochthont materiale sa som
blade og grene fra traeer langs bredden og en stor genluftning, der skaber et
iltrigt miljo. Invertebratsamfundet i det gvre vandleb er domineret af
detritivore, der enten lever af findele det grove organiske stof (CPOM: blade
etc.) eller ved at samle fint organisk stof. Det fine organiske stof (FPOM)
stammer dels fra omsatningen af blade i vandlgbet og dels tilfort FPOM fra
det terrestriske gkosystem. De inverterbrater der findeler CPOM til FPOM
spiller en neglerolle for gkosystemets funktion ved at gge kvaliteten og
tilgeengeligheden af det gvre vandlebs primare faderessource, nemlig de
nedfaldne blade. Disse invertebrater kaldes iturivere (shredders) og
ferskvandstangloppen Gammarus pulex er en vaesentlig ituriver i nesten alle
danske vandlgb. Mange af ituriverne, som f.eks. varfluen Sericostoma
personatum er desuden tilpasset til at leve i relativt kelige vandleb med lave
sommertemperaturer og meget gode iltforhold. En del af det producerede
FPOM vil indgi i fodenettet i det gvre vandlgb, mens den resterende maengde
vil transporteres nedstroms .

Pa de mellemste vandlebstreekninger har brinkvegetationen ikke samme
skyggende virkning pga. af det bredere vandspejl. Derudover er faldet blevet
mindre, substratet finere og dybden sterre, hvilket bevirker et skift i de
autotrofe komponenter (Sand-Jensen & Friberg 2000). De hgjere
vandplanter, makrofyterne, dominerer pa de mellemste vandlebsstrekninger. I
forarsperioden vil primearproduktionen vere domineret af bundlevende
mikroalger indtil de bliver skygget vaek af makrofyterne i det sene forar.
Makrofyterne vil opnd maksimal biomasse i sensommeren. Selvom
vaekstbetingelserne for mikroalger pa bunden er darlige sommeren igennem,
udger makrofyter et substrat i sig selv for epifytiske mikroalger. Pga. af



planternes tredimensionelle struktur er det tilgeengelige areal for mikroalger
langt sterre end selve bunden af vandlgbet og deres biomasse derfor sterre.
Derfor er en meget hyppigt forekommende fodefunktionel gruppe graessende
invertebrater, der lever af at skrabe biofilm (alger, heterotrofe
mikroorganismer og diverse exudater) af iseer planterne. En meget hyppigt
forekommende graesser pd makrofyter er degnfluer af sleegten Baetis sp.

Makrofyterne bliver kun i mindre omfang konsumeret levende. Hovedparten
af makrofyterne vil forst indgd i fodenettet efter de er dede. Pga. af mindre
stgttevaev, hejere neringsstof-niveau og hgjere temperaturer i
sommerperioden vil makrofyterne hurtigere end blade fra traeeer omseettes til
FPOM i vandlgbet (Sand-Jensen & Friberg 2000). Nedbrydningen vil i hgjere
grad vaere mikrobiel, men ogsa ituriverne har betydning i denne proces.
Tturiverne spiller en mindre relativ rolle i det mellemste vandleb, men deres
absolutte antal er ikke meget forskellig sammenlignet med det gvre vandleb.
Ogsa i det mellemste vandleb spiller Gammarus en meget vaesentlig rolle
sammen med f.eks. varfluer tilhgrende familien Limnephilidae. Mengderne af
FPOM pa de mellemste straekninger er storre end i det gvre vandlgb pga. af
importen af FPOM fra opstroms straeekninger og pga. egen produktionen pa
streekningerne. Makrofyterne vil 1 sommerperioden bevirke at store maengder
FPOM kan tilbageholdes, da de lokalt omkring gredegerne senker
stromhastigheden og dermed eger aflejringen af det fine organiske stof.

De invertebrater der lever af FPOM kaldes samlere og har stor betydning pa
de mellemste straeekninger. Samlerne opdeles i filtratorer og sedimentaedere.
Typiske filtratorer i det mellemste vandleb er kveegmyg og netspindene
varfluer tilherende familien Hydropsyche sp. Sedimentaederne lever i og pa
bunden, og de tilhorer en lang reekke taxonomiske grupper. Gammarus der
fodefunktionelt er meget plastisk, erneerer sig ogsd som sedimentzeder.
Desuden vil forskellige dansemyg, bersteorme og degnfluer fungere som
sedimentaedere. Det mellemste vandleb er mere produktivt og diversiten
hojere sammenlignet med de evre streekninger. Dette skyldes at
faderessourcerne er flere og af hgjere kvalitet, at der er flere habitater og et
storre oplandsareal. Den sterre energibase i fedenettet bevirker at der kan
opretholdes en storre biomasse af bade invertebrat- og vertebratpraedatorer.

I det nedre vandleb vil vandspejlsfaldet veere mindst, sedimentet finest og
dybden storst. Stromhastigheden vil samtidig veere hgj, da bunden kun yder
ringe modstand mod vandets flow. Makrofyter og deres pavakst af epifytiske
mikrolager vil primeert findes 1 kantzonen pga. darlige lysforhold i midten af
vandlebene. I store udenlandske vandlgb vil der kunne forekomme egentlige
fytoplanktonsamfund, men danske vandleb er for smé, og opholdstiden for
kort til at fytoplankton kan etablere sig med mindre der er en indskudt se. I
mange af de storre danske vandleb kan der desuden forekomme makrofyter
over hele vandlebets bredde. Invertebratsamfundet vil veere det mest artsrige 1
vandlgbskontinuumet pga. antallet af habitater og rekruttering af arter fra hele
oplandet. Bade mht. til fisk og invertebrater vil der forekomme arter der bade
lever i sger og i vandlgb. Den kvantitativt mest dominerende foderessource vil
veere FPOM, der i stor udstraekning er importeret fra opstrems straekninger.
Antalsmaessigt vil samlerne dominere blandt invertebrater, men f.eks. en
ituriver som Asellus aquaticus vil ogsa forekomme, da den har sin naturlige
forekomst blandt makrofyterne i kantzonen i sterre vandleb. Der vil vere flere
aktive filtratorer som muslinger, der ligger nedgravet i det fine sediment.
Tilgengaeld vil der relativt veere faerre af de passive filtratorer som Hydropsyche
sp. da der vil veere mangel pa groft substrat, der er eksponeret for stremmen.
Der vil ligeledes findes en raekke sedimentsedere nedgravet i sedimentet.
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Imidlertid vil nedre vandlgbsegkosystems struktur og funktion atheenge af
lokale fysiske forhold og saledes kan man i de fleste af storste danske vandlgb
finde partier med groft substrat og dermed andre invertebratsamfund end de
teoretisk forudsagte.

Vandleb er dbne systemer, der karakteriseret af den ensrettede vandbevagelse.
I naturtilstanden er der derfor en god forbindelse i vandlebenes
leengderetning, fra kildeudspringet til udlebet i havet. Denne forbindelse er
utrolig vigtig for vandlebets organismer og dermed gkosystemets struktur og
funktion. Spredning gennem vandlgbet gor det muligt for organismerne at
rekolonisere efter forstyrrelser, f.eks. store afstremninger, der lokalt kan have
reduceret eller fuldsteendigt udryddet, populationer. Vandlgbsgkosystemer er
derfor generelt meget resiliente, dvs. at de efter en forstyrrelse vender hurtigt
tilbage til den tilstand, der var for forstyrrelsen indtraf. Derudover har de
akvatiske insekter mulighed for at sprede sig indenfor og mellem vandleb i
deres flyvende voksenstadium. Dette er meget vaesentligt for mulighederne for
at rekolonisere omrader hvor arter er get tabt pga. forstyrrelser. Vandleb er
naturligt forstyrrede systemer og derfor har et stort rekoloniseringspotentiale
en stor adaptiv veerdi. Desuden har invertebraternes spredningsevne ogsa stor
betydning for ekosystemets mulighed for at komme sig over menneskeskabte
forstyrrelser som f.eks. udledninger af miljefremmede stoffer.

2.3 TILFGRSEL OG KONCENTRATION AF PESTICIDER

Pesticider tilferes utilsigtet vandleb fra diffuse kilder, som har ophav i
udbringningen pa marken eller fra punktkilder, iseer vaske- og spulepladser,
hvor tanke og sprejter tommes for rester og rengeres (Fig. 2). Diffuse kilder
omfatter vinddrift af aerosoler, overfladisk afstremning under kraftige
nedbershendelser samt tilfarsel via dreen og det dybere grundvand.

Diffuse kilder Punktkilder

Cwerfladisk

: alstromning
- \ Vinddrift,
ST Atmosfarisk

deposition

FIGUR 2. KILDER TIL PESTICIDFORURENING AF VANDL@B.

Vinddrift forekommer nér der udsprejtes teet ved vandlebene og
vindhastigheden er hgj og i retning mod vandlebet. Storrelsen af vinddriften
og hvor stor del som tilferes vandlgbet atheenger udover vindhastigheden iseer
af sprojtedysernes hejde over jorden samt af afstanden til vandlebet
(bufferzone). I Figur 3 er vist den beregnede procentdel af markdosis, som
nar vandlebets overflade ved sprojtning af frugttreer og afgreder pa marken
ved anvendelse af forskellig bredde af sprojtefri zone. Effekten af bufferzoner
er dramatisk ndr der udsprejtes ved jorden. Séledes kan der forventes en
tilfersel pd mindre end 1 % af markdosis, hvis den sprojtefrie zone overstiger 4
m (og vindhastigheden er lavere ned 3-4 m s™). Ved udsprejtning i
vaekstsesonen vil reduktionen vere storre pga. tilbageholdelse i afgreden og i



bufferzonens vegetation. Beregningerne viser, at for de mest giftige pesticider
hvor der er lovpligtige sprojtefrie zoner pa 10-20 m, er risikoen for signifikant
tilforsel med vinddrift lav, sifremt begraensningerne overholdes.
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FIGUR 3. MARKDOSIS (1 %) DER NAR VANDL@BETS OVERFLADE SOM FUNKTION AF BUFFERZONENS
BREDDE. BEREGNINGER ER FORETAGET PA BAGGRUND AF GANZELMEIERS FORMLER FOR TIDLIG
SPR@JTNING (DVS. INDEN L@VSPRING) OG VED LAV VINDHASTIGHED (< 3-4 M s”). (GANZELMEIER

ET AL. 1995)

Sterrelsen af pesticidtilferslen ved afstremning pa overfladen eller via
dreenvand er athaengig af jordens karakter (porositet, organiske indhold)
vandindholdet i jorden, heldningen mod vandlebet, plantedeekke i randzonen
og pa marken, pesticidernes egenskaber (partikelaffinitet, halveringstid) samt
nedberens storrelse og frekvens i forhold til udsprejtningstidspunktet. De
mange forhold som pavirker tilforslen gor det vanskeligt at generalisere, og
kvalificerede bud pa tilfersler forudsatter en dynamisk modellering som
indeholder beskrivelser af de enkelte processer eller et omfattende
undersegelsesprogram.

Tilferslen med overfladisk afstromning kan ske som opleste eller
partikelbundne pesticider, som igen bestemmes af pesticidernes egenskaber.
Generelt vil forudsaetning for betydelig overfladisk afstremning veere at jorden
er vandmeettet, har haeldninger mod vandlebet storre end flere procent og en
stor nedbgrsintensitet, f.eks. mere end 10 mm i lebet af 24 timer (Heidmann
& Hansen 1995, Huber et al. 1998). Wauchope (1978) har pa basis af
litteraturstudier angivet hvor store dele af markjordens pesticidindhold der
tabes ved erosion og som opleste pesticider (og evt. tilferes vandleb og
vandhuller) under forskellige nedbersforhold. Tabene angives af Wauchope til
mellem 0,1 og 5%. Til sammenligning var tabene betydeligt lavere i danske
undersogelser (mellem 0,008 og 0,01%, Felding el al. 1997) og tyske (0,01-
0,07%, Liess et al. 1999).

Sammen med Ganzelmeiers (1995) undersegelser har Wauchope’s empiriske
relationer udgjort grundlaget for flere simple eksponerings- og risikomodeller,
f.eks. REXTOX (Mghlenberg et al. 2002), TOXWA, FSWRAT, DRIPS
(Ropke et al. 2002). Ved sammenligning af beregnede og maélte
koncentrationer i vandlgb er der en tendens til at afstremningen
underestimeres, mens modelforudsigelserne for vinddrift er i god
overensstemmelse med malinger. I eksemplet (Fig. 4) kan afvigelserne for
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aftremningen skyldes at den anvendte model (REXTOX) ikke inkluderer
tilforsel med draen.
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FIGUR 4. BEREGNEDE OG MALTE KONCENTRATIONER AF PESTICIDER | VANDL@B TILF@RT VED
VINDDRIFT OG OVERFLADISK AFSTROMNING. TILFGRSLERNE ER BEREGNET MED REXTOX
RISIKOINDIKATOR (OMTEGNET FRA M@HLENBERG ET AL. 2001)

Som det er gaeldende for vinddrift er sprejtefrie zoner langs vandlgbene meget
vigtige for tilforslen af pesticider med afstremning. Sdledes kan man forvente
en reduktion pa ca 70% gennem en bevokset bufferzone pa 5 m (Figur 5).
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FIGuURr 5. REDUKTION AF OVERFLADISK AFSTRGMNING AF PESTICIDER GENNEM BUFFERZONER AF
FORSKELLIG BREDDE. DATA REPRASENTERER TILBAGEHOLDELSE AF BADE OPL@STE OG
PARTIKELBUNDNE PESTICIDER GENNEM BUFFERZONEN.

I Danmark er markerne langs vandlgbene normalt lavtliggende, med ringe
heeldning og det er estimeret at kun ca. 3% af det dyrkede areal er i risiko for
erosion (Kronvang el al. 2000). Det betyder, at der kun undtagelsesvist (ved
meget hoje nedbersintensiteter) vil forekomme overfladisk afstremning.

Det gvre grundvand og iseer dreen kan veere en vigtig transportvej for
pesticider til vandleb. Det er estimeret at mellem 0,1 og 5% af de tilforte
pesticider kan tabes via dreen (Flury, 1996). I danske undersggelser er der
malt pesticider i dreen ved Hejvads Rende (0 — 0,27 ug 1'; Spliid & Mogensen,
1995), ved Silstrup forsegsstation (0 — 2,8 ug 1), i dreen ved Lillebaek (0 - 1,6



ug I'; Styczen, pers. com.), mens der under forsegsforhold er fundet
koncentrationer af prochloraz i dreen pa 16 ug 1" (Villholth 2000).

Med det reviderede overvagningsprogram for vandmiljoet INOVA) blev der
sat fokus pa miljgfremmede stoffer, bl.a. pesticider. I danske vandleb blev der
pavist pesticider i hovedparten af de 263 analyserede prover i 2001 med
glyphosat og nedbrydningsproduktet AMPA tilstede i mere end 75% af de
analyserede prover (DMU 2002). Ud af 49 fundne pesticider var herbiciderne
dominerende bade i fundprocenter og antal pesticider (39), fulgt af fungicider
(fundprocenter: 2 — 5%; antal: 3) og insekticider (fundprocenter: < 3%, antal
insekticider: 6). Den samme fordeling mellem pesticiderne er ogsa fundet 1
LOOP omraderne, bl.a. Lillebek pa Fyn (Styczen, pers. com). Her har
overvagningsprogrammet veeret mere intensivt og koncentreret omkring
nedbershendelser og i overensstemmelse hermed er der i korte perioder malt
heje koncentrationer af iseer herbicider (Fig. 6).

Nedbgrshaendelse 12-05-1999 i Lillebaek, Fyn

—&— Desethylterbuthylazin
—&8— Diuron

- =/ - Terbuthylazin
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—— p-Nitrophenol
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FIGUR 6. KONCENTRATION AF 4 HERBICIDER SAMT NEDBRYDNINGSPRODUKTET P-NITROPHENOL
(BL.A. FRA PARATHION-ME) EFTER EN NEDB@RSHANDELSE.

Undersogelserne fra Lillebek understreger, at forekomsten af heje
koncentrationer er kortvarige i smé vandleb og selv med “intelligente”
provetagningsprogrammer) vil det veere vanskeligt af ’fange” toppene. Bade i
den landsdeekkende overvagning og i LOOP omraderne er der gentagne fund
af pesticider som ikke leengere er godkendte, f.eks. atrazin og
nedbrydningsproduktet fra dichlorbenil BAM, som er det nesthyppigste stof i
1 vandlebene.

2.4 UNDERS@GTE PESTICIDER — DERES ANVENDELSE OG
REPRASENTATIVITET

2.4.1 Forbrug

Pesticider til brug for forsegg er udvalgt efter en reekke Kkriterier sa som en bred
daekning af pesticidernes forskellige virkemekanismer, en passende
repraesentation af insekticider, herbicider og fungicider, stoffernes anvendelse
1 Danmark, mulighed for at fremskaffe radioaktivt maerkede pesticider (for at
gennemfore simple analyser af koncentrationer), samt gnsker fremsat af
Miljostyrelsen (jvf. Stofliste).
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De undersogte insekticider dimethoat, esfenvalerat, deltamethrin og
pririmicarb repraesenterer 3 vigtige stofgrupper (organofosfater, pyretroider,
carbamater) og 2 virkemekanismer der pavirker transmissionen af impulser i
nerverne (cholinesteraseha&mmere, pavirkning af Na“/Ka" pumpen) (se Tabel
2). Esfenvalerat anvendtes pd 28% af arealet som behandles med insekticider
og for pyrethroidgruppen som helhed anvendtes disse pesticider pa 64% af
arealet, der blev behandlet med insekticider i perioden 1999-2001. Malt i
solgte meengder (Tabel 3) repraesenterer de 3 undersogte insekticider ca. 78 %
af det samlede insekticidsalg og ca 85% malt pa den behandlede areal.

De 6 undersogte herbicider repraesenterer 5 vigtige stofgrupper (triaziner,
phenylaurea, hydroxybenzonitril, sulfonylarea, dinitrioanilin), 4 forskellige
virkemekanismer og 5 forskellige ’site of action” (Tabel 2). Malt pa de solgte
mengder udgjorde de 6 herbicider 18% af det samlede salg og pa basis af det
behandlede areal ca. 22% 1 1999-2001. Det er dog afgerende, at de vigtigste
virkemekanismer er repraesenteret med de 6 herbicider.

TABEL 2. OVERSIGT OVER FUNKTIONELLE STOFGRUPPER OG VIRKEMEKANISMER AF PESTICIDER
ANVENDT TIL FORSQ@G.

Pesticid Stofgruppe Virkemekanisme

Insekticider

Cholinesterase inhibitor, pavirker gverfgrsel af

Dimethoat Organofosfat .
nerveimpulser mellem neuroner.

Diflubenzuron

:enzoylphenylure Inhibitor af kitinsyntese (i insekter)

Nervegift — pavirker Na+/K+ pumpen i neuroner og
Esfenvalerat Pyrethroid farer til udlgsning af aktionspotentialer, hyperaktivitet,
lammelse etc.

Delta-metrin Pyrethroid -do-

Pirimicarb Carbamat Cholinesterase inhibitor

Herbicider

Hexazinon Triazinon Inhibitor af fotosyntese, fotosystem |1

Isoproturon Phenylurea Inhib.itor af fotosyntese via haemning af enzymer i Hill
reaktionen

loxynil :g:;g):i,t-r” Inhibitor af fotosyntese og oxidativ phosphorylering

Metribuzin Triazinon Inhibitor af fotosyntese, fotosystem |l

Metsulfuron- Sulfonylurea Inhibitor af aminosyresyntese

Me (Acetolactat synthase (ALS) enzym)

Pendimethalin Dinitroanilin Celledeling inhibitor (rodskud)

Fungicider

Azoxystrobin Strobilurin Mitichondriel respiration inhibitor

Fenpropimorph  Morpholin Ergosterol biosyntese inhibitor

Prochloraz Imidazol Ergosterol biosyntese inhibitor

De 3 undersogte fungicider repraesenterer 3 forskellige stofgrupper
(strombilurin, morpholin, imidazol) og 2 forskellige virkemekanismer (Tabel
2). Malt pa de solgte mengder udger de 3 fungicider 32% af det samlede salg,
mens reprasentativiteten malt pa det behandlede areal udger 57% (Tabel 3).



TABEL 3. OVERSIGT OVER FORBRUG, AREAL AF BEHANDLEDE AREALER SAMT

BEHANDLINGSHYPPIGHED | JORDBRUGET AF PESTICIDERNE ANVENDT | FORS@G. VARDIERNE
REPRASENTEER GENNEMSNIT AF ARENE 1999-200T1. For PESTICIDER, DER VAR FORBUDT | 2001 ER
DER ANGIVET GENNEMSNITSVARDIER FOR DE AR, HVOR PESTICIDERNE HAR VARET ANVENDT

INDENFOR DET SENESTE 10-AR. FRA MILJ@SRYRELSEN (2000, 2001, 2002).

. Solgt maengde (kg Behandlet areal Behandlings-
Pesticid o s .
ar’) (1000 ha) hyppighed
Dimethoate 26483 86 0,039
% Diflubenzuron 1) 571
§ Esfenvalerat 1544 154 0,070
(]
£ Deltametrin 2) 0 (424) o (65) - (0,027)
Pirimicarb 3494 26 0,012
Hexazinon 3)
N Isoproturon 4) 85933 (345165) 66 (313) 0,030 (0,135)
[
B loxynil 51313 186 0,085
'g Metribuzin 6878 28 0,013
T
Metsulfuron 846 169 0,077
Pendimethalin 226265 163 0,074
Azoxystrobin 79641 310 0,141
gog Fenpropimorph 118589 310 0,141
Tl Prochloraz 4665 10 0,005

1) anvendes i gartenerier, skovbrug, stalde, mod parasitter pa fjerkree
2) forbudt siden 1998

3) forbudt siden 1995, tidligere anvendt i skovbruget

4) forbudt siden 2000

2.4.2 Fysisk-kemiske egenskaber

Pesticiders risiko for transport fra marken til vandleb vil iseer afheenge af deres
nedbrydelighed og graden af deres binding til jorden og afgreder. For
pesticider med kort halveringstid (dvs. hurtig nedbrydning) vil risikoen for
transport udlest af stokastiske nedbershendelser vere mindre end for
svertnedbrydelige pesticider, der vil findes i jorden i relativt hoje
koncentrationer i leengere tid efter udsprejtning. Og pesticider med hgj
affinitet til partikler/organisk stof vil normalt kun transporteres ved erosion.
Omvendt vil vandopleselige pesticider nemt transporteres med vandet f.eks.
til dreen. I Tabel 4 er angivet de anvendte pesticiders halveringstid i jord samt
octanol:vand fordelingskoefficienten. Til sammenligning er vist
medianveerdierne for samtlige insekticider, herbicider og fungicider der
anvendes 1 Danmark.

Det fremgar af Tabel 4 at variationen i de fysisk-kemiske egenskaber er stor
indenfor de undersegte pesticider, og endvidere at gennemsnittet indenfor
hver pesticidgruppe placerer sig fornuftigt i forhold til medianverdierne for
de anvendte pesticider i Danmark.
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TABEL 4. FYSISK-KEMISKE EGENSKABER AF ANVENDTE PESTICIDER. TIL SAMMENLIGNING ER ANGIVET
MEDIANVARDIERNE FOR SAMTLIGE INSEKTICIDER, HERBICIDER OG FUNGICIDER, DER ANVENDES |
JORDBRUGET (FED SKRIFT). DTSO UDTRYKKER HALVERINGSTIDEN AF PESTICIDERNE | JORD; LoGKow
UDTRYKKER LOGARITMEN TIL FORDELING AF PESTICIDET | EN BLANDING AF OCTANOL OG VAND. EN
HQ@) LoGKow UDTRYKKER AT PESTICIDET HAR EN H@) BINDINGSGRAD TIL ORGANISK STOF (OG TIL
PARTIKLER) OG VIL BIOAKKUMULERES | ORGANISMER.

Pesticid DTso (dage) LogKow
Insekticider 25 3,3
Dimethoat 13,5 0,7
Diflubenzuron 3-4 3,9
Esfenvalerat 70,0 6,2
Deltametrin 33,0 5,4
Pirimicarb 63,0 1,7
Herbicider 33 2,1
Hexazinon 365,0 2,7
Isoproturon 21,7 2,5
loxynil 2,0 0,9
Metribuzin 48,0 1.6
Metsulfuron 24,5 1,7
Pendimethalin 16,0 5,2
Fungicider 44,4 3,0
Azoxystrobin 232,4 2,5
Fenpropimorph 16,5 4,2

Prochloraz 131,5 4,1




3 Effekter af pesticider pa alger i
vandlgb

Undersogelser af enkeltstoffers og komplekse blandingers (f.eks. spildevand)
toksiske virkning over for vandlevende organismer udger sammen med maling
eller beregning af stoffernes koncentration i miljeet et af hovedelementerne i
vurderingen af om et givet stof eller spildevand giver anledning til ikke-
acceptable pavirkninger 1 miljget. @vrige forhold som indgdr i den samlede
vurdering omfatter stoffernes nedbrydelighed, bioakkumulerbarhed og
eventuelle carcinogene effekter.

Ved risikovurdering af pesticider (godkendelsesordningen) baseres vurdering
af giftigheden pé standardiserede undersggelser udfert pa
”standardorganismer” holdt i kultur, typisk en planktonalge, en dafnie, en
enkimbladet vandplante (oftest andemad) samt en fisk. Disse organismer
reprasenterer arter der lever i stillestdende vande. Desuden anvendes der
fastlagte eksponeringsperioder til bestemmelse af toksiciteten. Saledes angives
den akutte toksicitet typisk som EC/LC_ efter 48, 72 eller 96 timer for hhv.
krebsdyr, alger og fisk, mens data for kroniske eksponeringer og effekter
normalt kun foreligger for dafnier. Der er sidledes en beskeden information om
pesticiders effekt pa andre endpoints sa som vakst, reproduktion, og endnu
mindre forekommer der undersogelser til bestemmelse af indirekte effekter pa
gkosystemprocesser. Det er velkendt at forskellige livsstadier af en art kan
variere i felsomhed overfor et toksisk stof; oftest er juvenile individer mere
folsomme end voksne individer, men om variationen i folsomhed mellem
livsstadier indenfor én art er storre eller mindre end forskellen i felsomheder
mellem forskellige arter er uklar.

I vandleb vil eksponeringskoncentrationen variere over tid og sted og have
karakter af pulsudledninger athengigt af de seesonmassige variationer i
pesticidforbrug, behandlingshyppighed, nedber samt vandlebets
beskaffenhed. Det kan derfor vaere vanskeligt at anvende toksicitetsveaerdier
opnaet i standard tests til at forudsige eventuelle effekter af pesticider i
vandleb.

Kun undtagelsesvist eksisterer der toksicitetsdata fra eksponeringer pa mindre
end en dag — selvom denne type eksponeringer er hyppigt forekommende i
mindre vandleb (se Fig. 6), og der er nesten ingen information om eventuelle
eftervirkninger af kortvarige eksponeringer til pesticider pa
ferskvandsorganismer til trods for, at den tilgengelige litteratur papeger
mulige effekter leenge efter eksponeringsopher (Abel & Garner 1986).

Saledes var malet med neerverende projekt at tilvejebringe et mere realistisk
billede af pesticiders mulige effekt pa flora og fauna i vandleb. De mere
specifikke formal med projektet var som folger:

1. At sammenligne sensitiviteten af almindeligt forekommende
vandlebsinvertebrater og mikroflora med standardtest organismer (som
f.eks. Daphnia og fytoplankton) og med hinanden, siledes at:

e identificere artsvariationen overfor pesticideksponering, og
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¢ sammenligne standardorganismers respons overfor pesticider som et
brugbart mal for skader pa vandlebenes flora og -fauna.

2. At kvantificere den relative folsomhed af forskellige livsstadier hos
udvalgte invertebrater tilherende forskellige taksonomiske grupper (f.eks.
insekter, amfipoder, isopoder), samt at bestemme variabiliteten i
folsomheden indenfor en art og felsomheden mellem arter udsat for
forskellige pesticider.

3. Atundersoge forskellige gkologisk relevante effektparametre og relatere
disse respons til effekter pa populationsdynamikken for arterne med
hensyn til direkte effekter, og indirekte effekter pa andre arter i
gkosystemet, samt evt. effekter pa skosystemprocesser.

3.1 ALGER OG H@JERE PLANTER

I lysabne vandleb er undervandsplanter og mikroalger vigtige komponenter i
gkosystemerne. Undervandsplanterne danner ofte tette bestande og er vigtige
for vandlgbenes fysiske miljo, for habitater for invertebrater og fisk og som
tilskud af organisk stof (Baattrup-Pedersen, 2000). Derimod ades
undervandsplanter kun i ringe grad men ma gennem en mikrobiologisk
nedbrydning for end det organiske stof kan udnyttes af vandlebsdyrene. I
vandlebene er den storste trussel for vandlgbsplanterne den hyppige
grodeskeering, som endrer artssammensatningen mod robuste typer. Man ma
derfor forvente, at denne pavirkning langt vil overstige effekten af pesticider.

3.2 EFFEKT AF PESTICIDER PA BENTISKE MIKROALGER

Pa vandlebsbunden og pa makrofytternes blade dominerer bentiske
mikroalger. Deres variation er bestemt af lysintensiteten og deres betydning vil
vere stor, hvis undervandsplanterne beskaeres hardt pa lysabne
vandlebsstraekninger og i skovvandleb inden lovspring (Friberg 1998).
Mikroalgerne tjener som fode for en lang reekke vandlebsdyr (Lamberti
1996). De fleste algegrupper som kendes fra planktonet er reprasenteret
blandt de bentiske mikroalger selv om kiselalger generelt dominerer. Der er en
omfattende dokumentation for at herbicider i méalte koncentrationer kan
pavirke planktonalgesamfund i vandhuller og der er derfor nerliggende at
ogsa bentiske mikroalger i vandlegb kan pavirkes af pesticider. Undersogelser
er dog relativt f (Jurgensen & Hoagland. 1990, Spawn et al. 1996, Krieger et
al. 1988, Cradner & Hoagland 1998, Gruessener & Watzin 1995) og med en
enkelt undtagelse (Kreutzweiser et al. 1996, 12 timers eksponering) har
eksponeringerne vaeret kontinuerlige over flere dage. Det er langt fra sikkert,
at man kan overfere resultaterne fra forsgg med planktonalger, da
eksponeringen i vandleb ofte vil veere kortvarig med en hgjere koncentration
end i vandhuller og seer.

Da de mikrobentiske alger er et vigtigt fodegrundlag for vandlebsdyrene, er
det vigtigt at kende effekter af pesticider pa denne gruppe. Algerne har korte
generationstider og rekoloniserer hurtigt. Men herbicider kan forarsage
forskydninger i arts- og gruppesammensgtningen, som kan aendre
fodegrundlaget for vandlgbenes invertebrater. De traditionelle toksikologiske
enkeltartstest inkluderer ikke sddanne effekter, og endvidere medtager disse
forseg heller ikke den nedbrydning af pesticider, der vil veere fra naturligt
forekommende heterotrofe organismer. De mikrobentiske alger klaeber til



substrater ved hjeelp af polysaccharidmatrixer, der i sig selv formentlig virker
som barrierer for transporten af toksiske stoffer til algerne, og som
pesticiderne i et uvist omfang vil kleebe sig til. Det er derfor vigtigt at inkludere
sddanne faktorer, der kan pavirke omfanget af den toksiske effekt pa
perifytiske alger i forseg.

Yderligere fordele ved bentiske mikroalger (sammenlignet med makrofytter)
er ogsa at det praktisk er muligt at gennemfere statistisk ’korrekte” forsog
med flere replikater og at der eksisterer standardmetoder for kvantificering af
funktionelle (primarproduktion) og strukturelle (f.eks. algepigmenter,
mikroskopi) karakteristika (og end-points) i algesamfund. Tilsvarende forseg
med undervandsplanter pa samfundsniveau er langt svaerere at gennemfore.

I dette projekt er en ny type test blevet designet, hvor intakte
perifytonsamfund anvendes. I testet indgar der en 2-3 ugers
koloniseringsperiode, hvor naturligt perifyton bevokser skiver af glas i et
vandleb, og herefter anvendes de bevoksede skiver i laboratoriet for at
undersgge herbiciders og fungiciders effekter pa de algernes
fotosynteseaktivitet og taksonomiske sammensatning pa gruppeniveau. Da
pesticider ofte forekommer i vandleb i pulser ved vinddrift eller efter regnskyl,
er der i undersogelsen lagt veegt pa ogsa at indrage korttidseksponering, for at
kunne vurdere, om algernes opportunistiske leveform gor dem i stand til at
klare sddanne pulseeksponeringer. Endvidere indgar der i forsegene en
“recovery-fase”, for at kunne vurdere effekternes varighed, herunder om
eksponeringen forarsager varige effekter, der sdledes vil have indirekte effekter
pa invertebratfaunaen.

Bentiske mikroalger i vandlebene varierer gennem sasonen som folge af
lystilgeengelighed og stremhastighed. Under perioder med sterk strom kan det
finkornede sediment og perifytter skylles vaek og i perioder og omrader med
stor dekningsgrad af undervandsplanter eller pd vandlebsstreekninger med
treedaekke kan perifytter blive udskygget. Derfor vil forarsperioden
umiddelbart inden lgvspring generelt veere den optimale periode for
indsamling. Det er ogsa i denne periode hvor udbringning af herbicider
normalt er sterst. For at deekke s@sonvariationen i artssammensatning blev
nogle forseg udfert i sensommeren.

3.2.1 Metode

Perifyton til forseg kan indsamles fra vandlgbsbunden, fra sten eller pa
kunstige substrater. De hyppigst anvendte kunstige substrater bestar af
glasskiver (f.eks. Bahls 1993). De vigtigste fordele ved kunstige substrater er:

e Der kan indsamles uathengigt af de fysiske forhold i vandlgbet (substrat,
stromhastighed, dybde)

e Proverne bliver standardiserede idet ”mikromiljget” omkring hver
glasskive er ens og subjektiviteten i indsamlingsproceduren elimineres.

Den primere ulempe ved kunstige substrater er, at materialet til en vis grad vil
favorisere visse algetyper (fastsiddende) fremfor andre (krybende former).
Endvidere vil varigheden af eksponeringen i vandlebet pavirke
sammensatningen af perifytsamfundet — hurtige kolonisatorer vil dominere
efter kortvarig eksponering, mens leengerevarende eksponering vil fore til
sterre variation i samfundene pa de enkelte glas. Indledende forseg viste dog
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at der ved en eksponering (kolonisation) pa 1-2 uger opnas et diverst samfund
og en acceptabel lav variation mellem de enkelte glas.

Der undersogtes for effekter pa en vital funktionel parameter i form af
fotosynteseaktivitet og for effekter pa biomasseudvikling og biomassens
udvikling pa gruppeniveau (kiselalger, greonalger, bldgronalger).

Undersogelsen gennemfortes som”hybrid design” med bade replikater (3-4
for hver pesticideksponering og 6 kontroller) og 5 forskellige
pesticidkoncentrationer. Dette giver mulighed for at estimere NEC (no effect
concentration) ved regression og teste for forskelle mellem de forskellige
eksponeringskoncentrationer ved ANOVA. ”No effect concentration” (NEC)
og effekt koncentrationen (EC,)) blev udregnet pé basis af
fotosyntesemalingerne ved log-linezr interpolation (Petersen & Gustavson
1998). I flere tilfeelde kunne NEC ikke bestemmes. Istedet angives den lavest
malte effektkoncentration (LOEC).

Effekter af 5 herbicider og 2 fungicider undersegtes pa naturlige algesamfund
fra Esrum Mollea ca. 2 km nedstroms udlebet fra Esrom Sg (Tabel 5). Denne
vandlebsstraekning lober gennem et udyrket omrade og ma formodes at vere
udsat for en meget lav pesticidpavirkning.

TABEL 5. OVERSIGT OVER ANVENDTE PESTICIDER OG EFFEKTPARAMETRE

Pesticid Type Fotosyntese Biomasse &
sammensatning

Isoproturon Herbicid X X
Metribuzin Herbicid X X
Hexazinon Herbicid X

Pendimethalin Herbicid X X
Metsulfuron Herbicid X X
Azoxystrobin Fungicid X X
Fenpropimorph Fungicid X X

Ved en undersogelses start udsattes 3 ramper hver indeholdene 170 glasskiver
(1 cm i diameter) 1 vandlebet til etablering af pavaekst. Efter indsamling og
visuel kontrol for neer ens daekning med algevakst overfortes 400 glasskiver
individuelt til 20 ml glasvials indeholdende filtreret avand tilsat pesticid i 5
forskellige nominelle koncentrationer (bestemt efter range-finding test) +
kontrol. De tungtopleselige pesticider Pendimethalin og Azoxystrobin blev
inden tilsetning oplest i acetone og kontrolforsegene gennemfortes med
samme acetonekoncentration som pesticideksponeringerne Forsggene
gennemfortes med 3-4 replikater (6 replikater for kontrol). For at undgé
nzringsbegransning blev dvandet tilsat 100 pM NO,, 16 uM PO, og 50 pM
Si0O, Vials blev placeret pd rystebord i1 termorum ved “naturligt” lysmilje (120
uE m”s™; 14L:10M).

Der blev udtaget prover efter 1, 2, 24, 48 timer til bestemmelse for
fotosynteseaktivitet og prover efter 2, 24 og 48 timer til bestemmelse af
koncentration og sammensatning af algegrupper ved HPLC (Schliiter et al.
1999). Ved hvert udtag overferes endvidere et identisk antal glas til rent avand
og inkuberes i reguleret lysmiljo (14 timers lys ved 250 pEm™ s™ og 10 timers
meorke). Disse blev undersogt for zendringer (genetablering) af
algesammensatning efter yderlige 48 timer. I forsgget med pendimethalin
kunne der ikke iagttages “recovery” efter 48 timer i rent vand. P4 den
baggrund gennemfortes et yderligere forsgg, hvor recovery fasen blev
forlenget til 192 timer.



Den fotosyntetiske aktivitet blev malt ved at tilszette 1 uCi "“C til vials med
bevoksede glasskiver ved slutningen af inkubationsperioden (1, 2, 24, 48
timer) samt efter 48 timer i rent vand. Glassene blev inkuberet ved i situ
temperatur og lys i én time. Inkubationerne blev stoppet ved at tilseette
eddikesyre indtil pH var 2. Preverne blev torret ved 60 °C. Herefter blev 1 ml
dimethylsulfoxid tilsat for at frigere det inkorporerede "“C, og efter % time
blev der tilsat scintillationsvaeske og preverne blev talt i scintillationsteeller.

Effekt pa algernes biomasse og gruppesammensatning blev bestemt ved hjalp
af pigmentanalyse pA HPLC. Grundet en lavere felsomhed af pigmentindhold
sammenlignet med fotosyntese gennemfortes pigmentforsggene i flere tilfzelde
ved hgjere koncentrationer af pesticider. Indholdet pa 3 glasskiver blev frosset
i flydende kveelstof indtil analyse pda HPLC. Forud for analysen blev proverne
toet op, ekstraheret i 100% acetone i 24 timer, refiltreret gennem Teflon®
sprojtefiltre og analyseret pd HPLC efter Schliiter et al. (2000). Algegrupper
blev identificeret og kvantificeret ud fra diagnostiske pigmenter (Fucoxanthin
= kiselalger, Klorofyl-b = grenalger, Zeaxanthin = blagrenalger).

I modsaetning til fotosyntesen bestemtes pigmentkoncentrationer i puljede
prover. For at fa et indtryk af variationen mellem replikaterne blev der i 5
tilfeelde analyseret pa individuelle glasskiver. Disse analyser viste en
variationskoefficient i gennemsnit pa 26,0% (variationsbredde: 11-42%) for
kisel- og gronalger og pa 22,1% for summen af alger (klorofyl a). Til
sammenligning var den gennemsnitlige variationskoefficient i
fotosynteseproverne 16,2%. Da vi ikke kender variationen indenfor den
enkelte behandling kan der ikke gennemfores formelle statistiske test for
forskelle mellem pesticideksponeringer og korrensponderende kontroller. Hvis
vi antager at variansen er ens i eksponerede alger og kontrolforseg, vil en
gennemsnitlig variationskoefficient pa 26% indenfor 3 preover betyde, at der
mindst skal veere en forskel pa 38% mellem eksponerede alger og kontrolalger
for forskellen kan antages at veere signifikant.

3.2.2 Effekt af fotosyntesehaemmere

De undersogte fotosyntesehemmere hexazinon, isoproturon og metribuzin
havde alle en markant effekt pa fotosynteseraten med entydige dosis-respons
kurver for iseer isoproturon og metribuzin (Figur 7 & 8, Tabel 6).
Haemningen var neermest momentan med tydelig reduktion allerede efter en
times eksponering med laveste effektkoncentration mellem 0,24 ug 1" (24
timer) og 1 pug 1" (1 time).

Effekten af hexazinon var mindre entydig: ved lave koncentrationer
stimuleredes fotosyntesen ved kortvarig eksponering og ved 24 timers
eksponering var effektkoncentrationen betydeligt hgjere sammenlignet med
isoproturon og metribuzin (se Bilag A).

Fotosynteseheemmernes effekt pad biomassen af kiselalger og gronalger
afspejlede effekten pa fotosyntesen, blot var effektkoncentrationerne hgjere og
effekten forsinket sammenlignet med heemningen i fotosyntesen (Fig. 9, Tabel
7).
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FIGUR 7. DOSIS-RESPONS RELATION FOR BENTISKE MIKROALGER EKSPONERET TIL ISOPROTURON 1 1
TIME (VENSTRE) OG 24 TIMER (H®@JRE). SKARINGEN (ANGIVET MED PIL) MELLEM NEDRE
KONFIDENSGRANSE FOR KONTROLGRUPPEN OG DEN @VRE KONFIDENSGRANSE FOR DE
EKSPONEREDE ALGER ANGIVER DEN LAVESTE SIGNIFIKANTE EFFEKTKONCENTRATION. PILEN
NEDERST ANGIVER DEN KONCENTRATION, SOM HEMMER FOTOSYNTESEN MED 50%
SAMMENLIGNET MED KONTROLLEN.

Det var karakteristisk, at effekterne af fotosynteseheemmerne var forbigdende.
Efter overforsel til rent vand var bade fotosyntesen og biomassen af bade
kiselalger og grenalger nesten fuldt retableret i lobet af 48 timer (Fig. 10 &
11, Tabel 6 & 7). Blagrenalgernes koncentration var lav, men forlebet under
eksponering og efterfelgende recoveryperiode var parallelt med de ovrige
algegrupper (data ikke vist).
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FIGUR 8. DOSIS-RESPONS RELATION FOR METRIBUZIN. SKARINGEN (ANGIVET MED PIL) MELLEM
NEDRE KONFIDENS-GRANSE FOR KONTROLGRUPPEN OG DEN @VRE KONFIDENSGRANSE FOR DE
EKSPONEREDE ALGER ANGIVER DEN LAVESTE EFFEKTKONCENTRATION.

En beregning af veekstraten udfra endringerne i biomasserne under ophold i
rent vand viste vaerdier mellem 0,05 og 0,6 d' med de hojeste rater i
forsegene med de hgjeste pesticidkoncentrationer og hvor pavirkningen under
eksponering havde veeret storst (Bilag A). Det kan siledes beregnes, at hvis
perioden i rent vand havde varet 3 dage i stedet for 2 ville der 1 alle forsog
havde veaeret fuld recovery.
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FIGUR 10. KONCENTRATION AF KISELALGER (VENSTRE) OG GRONALGER (H@JRE) EFTER

EKSPONERING TIL METRIBUZIN | 2, 24 OG 48 TIMER OG EFTERFGLGENDE OPHOLD | RENT AVAND |
48 TIMER. VARDIERNE ANGIVER ET GENNEMSNIT AF 3 REPLIKATER.
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FIGUR 11. KONCENTRATION AF KISELALGER (VENSTRE) OG GRGNALGER (H@JRE) EFTER

EKSPONERING TIL ISOPROTURON 1| 2, 24 OG 48 TIMER OG EFTERFOLGENDE OPHOLD | RENT AVAND
| 48 TIMER. VARDIERNE ANGIVER ET GENNEMSNIT AF 3 REPLIKATER.
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3.2.3 Effekt af fungicider

Begge fungicider pavirkede fotosynteseraten hos mikroalgerne med
reduktioner ved koncentrationer over og omkring 1 mg 1" (Figur 12 & 13,
Tabel 6). Efter overforsel til rent vand var fotosyntesen generelt reetableret
efter 48 timer.
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Biomasseudviklingen af iser kiselalger reduceredes ved hgje koncentrationer
af azoxystrobin og fenpropimorph (Fig. 14, Tabel 7). Effekten ogedes med
eksponeringsvarigheden og var isaer tydelig efter 48 timers eksponering.
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FIGUR 14. EFFEKT AF AZOXYSTROBIN (@VERST) OG FENPROPIMORPH (NEDERST) PA BIOMASSEN AF

KISELALGER (VENSTRE) OG GR@NALGER (H@JRE) VED FORSKELLIG EKSPONERINGSVARIGHED (1, 2,
24 OG 48 TIMER). VARDIERNE ANGIVER ET GENNEMSNIT AF 3 REPLIKATER.

Efter overforsel til rent vand var biomasserne naesten fuldt reetableret i lobet
af 48 timer (Fig. 15, Tabel 7). Det skyldes hoje vaekstrater under

recoveryfasen hos de alger, som havde varet eksponeret til de hgjeste
koncentrationer i leengst tid (se Bilag A).
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FIGUR 15. KONCENTRATION AF KISELALGER (VENSTRE) OG GRGNALGER (H@JRE) EFTER
EKSPONERING TIL AZOXYSTROBIN (BVERST) OG FENPROPIMORPH (NEDERST) | 2, 24 OG 48 TIMER
OG EFTERF@LGENDE OPHOLD | RENT AVAND | 48 TIMER. VARDIERNE ANGIVER ET GENNEMSNIT AF 3
REPLIKATER.

3.2.4 Effekt af celledelingshaammer

Der blev gennemfort 2 forsggsserier med herbicidet pendimethalin, som
virker ved hemning af celledelingen i planter. Den forste forsggsreekke viste
en monoton reduktion i fotosynteseaktiviteten i koncentrationsintervallet 0,06
-8 mg1"' og et ufuldsteendig recovery selv efter 2 timers eksponering (Fig.
16). Efter eksponering i 48 timer forstaerkedes reduktionen i recoveryperioden
ved alle undersggte koncentrationer. En tilsvarende effekt og tidslig udvikling
kunne ogsé ses i biomassen af kiselalger, blagrenalger og iseer gronalger (se
Bilag A).
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FIGUR 16. FOTOSYNTESEAKTIVITET AF BENTISKE MIKROALGER EFTER EKSPONERING TIL
PENDIMETHALIN SE TEKST TIL FIGUR 12 FOR FORKLARING AF SYMBOLER.



Pa grund af mangel pa recovery i forste forseg gennemfortes yderlige et forseg
ved lavere koncentrationer (10 — 200 ug 1) og med en forlenget periode i rent
vand (192 timer). For at undga nzringsbegransning blev der skiftet
naeringsberiget vand hver 2. dag under recoveryperioden.

I eksponeringsperioden (2 — 24 timer) var effekterne pa algebiomasserne
moderate (Fig. 17), men effekten af pendimethalin pa biomasseudviklingen
hos grenalger blev tydelig under perioden i rent vand. Saledes var der ikke
opnaet fuld recovery af grenalger efter 192 timer i forsgget med 24 timers
eksponering til 10 ug 1" (Fig. 18, Tabel 7). At kiselalgerne er mindre
folsomme end grenlalgerne kan skyldes, at kiselalgernes celleveeg (ydre skelet)
udger en mere effektiv barriere end grenalgernes “negne” celleveg. 1
terrestiske planter sker optagelsen af pendimethalin alene gennem skud og
rodspidser, mens optagelsen gennem blade er negligibel.

i _ -1
Plgmen_\t Mg s o
o [$)] o

o
3}

Kiselalger - eksponering

—/ —e—2H
t— —8-24H

/ I I
0 10 100 1000

Pendimethalin - ug I!

0.12

= 0.06
g

5004
o

0.02

0

0 10

0.10E\
)
9008 —

Grgnalger - eksponering

——2H
—8-24H

1 L

100
Pendimethalin - ug I

1000
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TABEL 6. EFFEKT AF PESTICIDER PA FOTOSYNTESEAKTIVITET HOS PERIFYTALGER EFTER EKSPONERING
TIL1 (2), 24 OG 48 TIMER (EKSPONERING) OG EFTERFGLGENDE OPHOLD | RENT VAND | 48 TIMER
(REcoVERY). NEC: "NO EFFECT CONCENTRATION"; EC50 OG 95 % KONFIDENSINTERVAL (I

PARANTES) ANGIVET. - = IKKE FORSKELLIG FRA KONTROL, S = STIMULERING (SIGNIFIKANT H@JERE
AKTIVITET END | KONTROL). ALLE VARDIER | UG L.
Eksponering Recovery
NEC ECso NEC ECso
Isoproturon 1time 0,82 5,2 (2,0-9,9) - -
24 timer 0,24 2,9 (1,0-4,9)
Metribuzin 1time s s
24 timer 1,1 5,6 (4,2-10,1) s
Hexazinon 1time s s
24 timer 62 48 (18-130)
Metsulfuron-Me 1time s s
24 timer 13,7 368 (162-688)
48 timer 6,4 493 (229-706) - -
Pendimethalin 2 timer 227 1490 (630-?) 185 841 (529-?)
24 timer 88 408 (224-711) 82 122 (69-230)
48 timer 97 183 (101-314) 19 43 (29-72)
Azoxystrobin 2 timer 240 630 (241-1005) - -
24 timer 284 875 (263-1116)
48 timer 2460 9600 (4800-15100)
Fenpropimorph 2 timer 820 3300 (1280-?)
24 timer 1550 2440 (1370-?) -
48 timer 680 890 (590-1280) -

TABEL 7. EFFEKT AF PESTICIDER PA BIOMASSEUDVIKLING HOS PERIFYTALGER EFTER EKSPONERING
TIL1 (2), 24 OG 48 TIMER (EKSPONERING) OG EFTERFGLGENDE OPHOLD | RENT VAND | 48 TIMER
(RECOVERY). LOEC = LAVESTE EFFEKTKONCENTRATION BESTEMT HVIS AFVIGELSE FRA
KORRESPONDERENDE KONTROL VAR STORRE END 38% (SE TEKST). (K= KISELALGER; G =
GRONALGER; B = BLAGRGNALGER). ALLE VARDIER | UG L.

Eksponering Recovery
LOEC LOEC

Isoproturon 2 time 100 (K) -

24 timer 30 (K) -

48 timer 30 (K,G) 100 (K,G)
Metribuzin 2 time 50 (G) -

24 timer 250 (K,G) -

48 timer 50(K,G,B) 250 (K,G)
Metsulfuron-Me 2 time > 1000 -

24 timer > 1000

48 timer 1000 (G,B) -
Pendimethalin 2 timer 250 (G) 50 (Q)

24 timer 10 (G)* 10 (G)*

48 timer
Azoxystrobin 2 timer - -

24 timer 1000 (K) 3300 (K,G)

48 timer 6300 (K) 3300 (K,G)
Fenpropimorph 2 timer - -

24 timer - -

48 timer 2500 (K) -

* |laveste koncentration anvendt




4 Effekter af pesticider pa
invertebrater i vandlgb

Forsggsdyrene blev udvalg saledes at de reprasenterede vaesentlige elementer
af den danske vandlegbsinvertebratfauna. 70-80% af de taxa der findes i
vandleb er insekter, og derfor er insekterne tilsvarende overrepresenteret som
forsegsorganismer. De udsegte organismer er desuden udvalgt sa de varierer
med hensyn til taksomisk gruppe, livscyklus, fodefunktionalitet, trofisk niveau
og tolerance over for organisk forurening. Sidstnaevnte kriterium betyder at de
undersggte organismer er indplaceret bredt i Dansk Vandlebsfaunaindeks
(DVFI) (Miljgstyrelsen, 1998), der bruges som biologisk
bedommelsesmetode i det nationale overvagningsprogram (NOVA2003) pa
1050 stationer samt flere steder i det regionale tilsyn. Derudover deekker de
udvalgte forsegsorganismer et bredt spektrum med hensyn til tolerance over
pesticider. Wogram & Liess (2001) har fundet folgende rangorden med
hensyn til de i vore undersggelser anvendte invertebraters pesticidfelsomhed:
Slervinger > krebsdyr > degnfluer > tovinger > varfluer > snegle. Tabel 8
viser forekomst og densitet af hovedparten af de anvendte forsegsorganismer i
de 1050 NOVA 2003 overvagningsvandleb.

TABEL 8. FUNDFREKVENS OG TATHED PA 1050 NOVA 2003 STATIONER | 2001 AF HOVEDPARTEN AF
DE | PROJEKTET UNDERS@GTE INVERTEBRATER. DET TAKSONOMISKE NIVEAU DER ANVENDES |
NOVA2003 ER SOM MINIMUM DET | DVF| FORESKREVNE (MILJ@STYRELSEN, 1998), MEN ENKELTE
AMTER UDF@RER EN FULD ARTSBESTEMMELSE. DERFOR INDEHOLDER TABELLEN BADE DVFI
NIVEAUET SAMT ET H@)ERE TAKSONOMISK NIVEAU (SLEGT OG ART) HVOR DETTE HAR
FOREKOMMET. HVAD DETTE BETYDER FOR TOLKNINGEN AF TABELLEN KAN EKSEMPLIFICERES FOR
GAMMARUS PULEX. GAMMARUS ER IDENTIFIKATIONSNIVEAUET | DVFI, MEN EN DEL AMTER HAR
BESTEMT TIL ARTSNIVEAU (G. PULEX). HOVEDPARTEN AF DE GAMMARUS DER ER FUNDET PA DE 81%
AF STATIONERNE VIL FORMENTLIG VERE G. PULEX DA DEN ANDEN ART, G. LACUSTRIS, ER LANGT
MINDRE UDBREDT | VANDL@B. IMIDLERTID VIDES DET KUN MED SIKKERHED AT DER ER G. PULEX PA
49% AF STATIONERNE.

Fundet pa antal stationer Densitet

Taxa (Frekvens) (middel antal individer pr.
station)

Gammarus 848 (81%) 200
Gammarus pulex 519 (49%) 242
Asellus 658 (63%) 50
Baetidae 766 (73%) 84
Baetis rhodani 317 (30%) 85
Leuctra 125 (12%) 12
Isoperla 73 (7%) n
Isoperla grammatica 20 (2%) 26
Hydropsyche 356 (34%) 18
Glossosomatidae 24 (2%) 25
Agapetus fuscipes 9 (<1%) 36
Sericostomatidae 145 (14%) 8
Sericostoma personatum 94 (9%) 7
Chironomus 63 (6%) 24
Chironomus riparius 10 (1%) 72
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4.1 ANVENDTE INVERTEBRATER

Gammarus pulex, ferskvandstangloppen, er et krebsdyr (Malacostraca;
Amphipoda). Denne organisme blev primeaert valgt pa grund af dens gode
laboratoriegenskaber, samt dens store udbredelse i danske vandleb (Tabel 8).
Ifelge undersogelser foretaget af Fyns Amt (2000) udger G. pulex ikke mindre
end 25% af den samlede smadyrsfauna i vandleb og kan antage en tethed pa
hen ved 8.000 individer pr. m’. Dens hyppige forekomst betyder da ogsa, at
den udger et meget vigtigt fodegrundlag for iseer fisk og fugle. Den udmeerker
sig desuden ved at vaere velbeskrevet i litteraturen, hvorfor
sammenligningsgrundlaget for forsgg med G. pulex udsat for andre
miljefremmede stoffer er stort. G. pulex er et veesentligt element i DVFI,
hvorfor den tillegges stor skologisk betydning i forbindelse med
kvalitetsbedemmelse af danske vandleb. G. pulex vil findes bade i rene og
moderat forurenede vandleb. Den indgar i Neglegruppe 3 og som positiv
diversitetsgruppe i DVFI og er meget vesentlig for at kunne at skelne de let og
moderat forurenede vandleb fra de sterkere forurenede vandleb.

Fodefunktionelt er G. pulex meget plastisk men betegnes overvejende som en
ituriver/samler, der primeert erngerer sig ved nedfaldne blade og andet dedt
organisk materiale. G. pulex opholder sig ved bunden eller brinkerne, hvor den
soger fode. G. pulex er meget mobil og findes hyppigt i drift. Desuden udviser
den meget udpraeget opstrems migration (positiv rheotaxi) for at kompensere
for driften. G. pulex er derfor en god kolonisator, salenge den ikke meoder
barrierer mod opstromsmigration i form af f.eks. rorunderferinger ved veje.

G. pulex udger en neglerolle i danske vandleb, da den kvantitativt er den mest
dominerende invertebrat. Den udger fodegrundlag for hgjere trofiske niveauer
og har desuden en neglerolle som bio-ingenierer i omsatningen af groft
organisk stof til fint. Det fine organiske stof indgar som et vaesentligt element i
detritivorfodenettet, og har stigende betydning ned gennem vandlgbet.

Asellus aquaticus er som Gammarus et krebsdyr (Malacostraca; Isopoda).
Hovedincitamentet for anvendelse af A. aquaticus er, at den ligesom G. pulex
er vidt udbredt i de fleste vandleb. Asellus indtager en vigtig rolle i DVFI, blot
med den forskel at dens forekomst anses at indikere en hej forureningsgrad.
Fadefunktionelt betegnes den som ituriver/samler, hvorfor den i lighed med
G. pulex udfylder en vigtig post som omsetter af organisk materiale. Naturligt
forekommer A. aquaticus blandt makrofyter i kantzonen i sterre vandleb.
Imidlertid vil A. aquaticus findes i flere vandlgbstyper, nar disse er pavirkede
af organisk forurening. A. aquaticus findes pa 63% af NOVA2003 stationerne
(Tabel 8), hvilket bl.a. afspejler at halvdelen af disse vandleb ikke har en
tilfredsstillende biologisk vandlebskvalitet (faunaklasse 4 eller lavere). A.
aquaticus opholder sig primaert pa bunden af et vandleb, hvor den kan
forekomme i meget store individantal (> 10.000 m®) i steerkt belastede
vandleb.

Isoperla er en slorvinge (Plecoptera) tilherende familien Perlodidae. Isoperia
tilherer gruppen Setipalpia, der er praeedatorer. Isoperla er valgt fordi den
befinder sig pa et hgjere trofisk niveau i forhold til andre invertebrater der er
indgdet i forsegsserierne, og fordi det er en meget rentvandskraevende
organisme, der indgar i DVFI som Neglegruppe 1 taxsa og positiv
diversitetsgruppe. Isoperla grammatica findes i hele landet, mens den anden
danske art, I. difformus, kun er fundet i Jylland. Isoperla er fundet i 7% af
NOVA 2003 vandlgbene (Tabel 8). De lever ikke i de mindste vandleb, men



er ellers udbredt i hele vandlebskontinuumet séleenge vandkvaliteten tillader
det. Isoperla har en 1-arig livscyklus og emergerer i maj-juni.

Leuctra er slorvinger (Plecoptera; Leuctridae), der lever af at samle fint
organisk stof (FPOM) og af at iturive blade og lign. (CPOM). Leuctra er
primeert knyttet til de mindre vandleb og de er forholdsvis almindelige (Tabel
8). Der er 4 arter i danske vandleb og de kraever alle gode iltforhold. Leuctra
indgar saledes i Noglegruppe 1 og teeller som positiv diversitetsgruppe 1
DVFIL. De fleste Leuctra, men iser Leuctra nigra, er imidlertid tolerante overfor
lav pH i det omgivende vand. Alle Leuctra arterne har en 1-arig livscyklus med
undtagelse af L. nigra, der har en 2-arig livscyklus. To arter emergerer i april-
maj (hippopus og nigra) og to arter september-oktober (fusca og digitata). Der
vil derfor veere store Leuctra nymfer i vandlebene det meste af aret safremt
vandkvaliteten tillader det.

Baetis (Ephemeroptera; Baetidae) er en meget udbredt degnflueslegt i danske
vandleb (Tabel 8). Den vil foreckomme fra de gvre kildebakke til store
vandleb. Baetis ernaerer sig som skraber af alger og biofilm pa sten og
makrofyter. Desuden erneerer Baetis sig som samler af FPOM. Der er 10 arter
1 Danmark, hvoraf B. rhodani og B. vernus er de mest udbredte. B. rhodani er
forholdsvis tolerant overfor forringede iltforhold sileenge vandet stremmer og
kan derfor veere hyppig i moderat forurenede vandleb. B. rhodani har to
generationer om aret, mens nogle af de gvrige Baetis-arter formentlig er 1-
arige.

Sericostoma personatum (Trichoptera; Sericostomatidae) er en typisk ituriver i
skovvandleb. Den vil kunne forekomme i mere dbne vandleb silenge
temperaturen ikke bliver for hej. S. personatum lever i omrader med lav
stromhastighed, og er derfor serlig felsom for lavt iltindhold i det omgivende
vand. Sericostomatidae indgar i Neglegruppe 1 og taeller som en positiv
diversitetsgruppe i DVFI. Sericostomatidae er af de undersggte organismer
den mest hyppigt foreckommende Noglegruppe 1 organisme i NOVA 2003
vandlebene (Tabel 8). S. personatum har en 2-arig livscyklus og emergerer om
foraret.

Agapetus fuscipes er en varflue (Trichoptera; Glossosomatidae), der lever af at
skrabe alger og andet biofilm af sten. Findes i Danmark primeert i mindre
vandleb men er forholdsvis sjeelden (Tabel 8). A. fuscipes kraever gode
iltforhold og familien Glossosomatidae indgar bade i Noglegruppe 1 og som
positiv diversitetsgruppe 1 DVFI. A. fuscipes har en 1-arig livscyklus og kan
emergere en stor del af aret.

Hydropsyche (Trichoptera; Hydropsychidae) har netspindende og fritlevende
larver, der meget udbredte i danske vandlgb (Tabel 8). Den ernerer sig ved at
spinde et silkenet hvormed den fanger forskellige suspenderede partikler som
tranporteres med vandet. ’ga. denne fodestrategi er Hydropsyche athengig af
groft, stabilt substrat og en kontinuerlig vandstrem. Desuden er teetheden af
Hydropsyche athaengig af den mengde fode, der fores med vandlgbet.
Hydropsyche vil typisk findes pa de mellemste vandlebsstreekninger, og kan
findes i masseforekomst i sgaflgb, hvor de lever af de planktoniske organismer
0. lign. der kommer fra sgen. Hydropsyche er generelt tolerante overfor darlig
vandkvalitet og vil kunne findes i moderat forurenede vandleb. Der 7 arter af
slegten Hydropsyche 1 Danmark, hvoraf en art (H. augustipennis) er udbredt og
almindelig. Hydropsyche-arterne er formentlig alle 1-arige og flere har en lang
flyveperiode, der streekker sig fra maj til august.
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Chironomus riparius er en dansemyg (Chironomidae) tilhgrende underfamilien
Chironomini. Som representant for organismer med en fuldstendig
forvandling og dermed ogsa et terrestrisk livsstadie blev C. riparius valgt.
Arten er naturligt forekommende i danske vandleb, men udmerker sig
specielt ved at veere egnet til at holde i laboratoriekultur, bl.a. fordi den har en
meget kort generationstid. Sidstnavnte forhold betyder ogsa at arten er serligt
velegnet til gennemforsel af komplette livscyklus tests. Efter forgeeves at have
forsegt at indsamle Chironomus fra felten blev vi i stedet nedt til at importere
C. riparius fra en allerede eksisterende laboratoriekultur (se senere
beskrivelse). Ifolge DVFI anses forekomst af Chironomus, 1 lighed med Asellus,
at indikere en hgj organisk forureningsgrad. Der er sdledes tale om en meget
forureningstolerant art, der tiler endog meget lave iltkoncentrationer. Vi fandt
det imidlertid relevant at undersegge om denne tilsyneladende hgje
toleranceteerskel ligeledes gor sig geeldende overfor forurening med pesticider.
C. riparus er et udpreget bunddyr, der lever bade i og af sediment, hvorfor
den fodefunktionelt betegnes som en samler. Der er i visse tilfeelde observeret
forekomster pa op til 50.000 individer pr. m’. Imidlertid har de sidste artiers
spildevandsrensning bevirket, at Chironomus ikke leengere er ret udbredt i
danske vandleb og de blev sdledes kun fundet pa 6% af NOVA 2003
stationerne i 2001.

Prodiamesa olivacea herer til underfamilien Prodiamesinae (familie:
Chironomidae), der er en lillle underfamilie med fa slegter og arter 1
Danmark. P. olivacea lever i sedimentet i vandleb. Den kraever forholdsvis
gode iltforhold og sedimenter med stort indhold af organisk stof, som den
ernarer sig af (sedimentaeder). Den kan vere meget talrig i moderat
forurenede vandleb med store forekomster af fint organisk stof, men vil ikke
findes i steerkt forurenede vandleb som f.eks. Chironomus.

Bithynia tentaculata er en forgeellesnegl tilhgrende familien Hydrobiidae. Da vi
ikke kunne fa indsamlet et tilfredsstillende stort antal individer af huesneglen
Ancylus fluviatilis blev denne almindeligt forekommende sumpsnegl anvendt
som repraesentant for de graessende organismer. Den blev primeert valgt udfra
praktiske hensyn, idet den optradte i stort antal pa indsamlingslokaliteten. Den
var siledes en meget hyppig bifangst ved indsamling af de gvrige organismer.
B. tentaculata er ikke omfattet af DVFI, men det betyder ikke at der er tale om
en gkologisk ubetydelig art, idet den, med dens store individteethed taget i
betragtning, kan opfylde en vigtig rolle som greesser og skraber af diverse
algetyper. B. tentaculata skraber biofilm af makrofyter og var i
indsamlingsvandlebet iseer knyttet til Elodea (vandpest). Vi fandt det desuden
relevant at vaelge en art med en meget begraenset og langsom
bevaegelsesadferd, der bevirker at den ikke umiddelbart kan forlade et
forurenet omrade.

4.2 STANDARDTESTS TIL BESTEMMELSE AF AKUT TOKSICITET (LC,))

Alle de arter som blev udvalgt til screeningtests er almindeligt forekommende
vandlebsinvertebrater i Danmark, og de fleste spiller en vigtig rolle i DVFT til
bedommelse af et vandlebs forureningsgrad. Kriterierne for udvelgelsen af de
respektive pesticider, samt ved hvilket koncentrationsniveau forseggene skulle
gennemfores er opsummeret i nedenstadende:



e Pesticiderne blev udvalgt i samarbejde med Miljestyrelsen pa baggrund af
deres anvendelse, virkemekanisme, samt deres effekt pa standard
testorganismer.

e Eksponeringskoncentrationer blev valgt pa baggrund af en kombination af
folgende: worst-case PECs fra Tier 1 eksponeringsscenarier (f.eks.,
hgjeste applikationsrate ved direkte oversprejtning pa en 30 cm dyb
vandoverflade); toksicitet overfor standard testorganismer (bl.a. Daphnia),
verdier tidligere fundet i danske vandlgb, samt i flere tilfzelde pa baggrund
af udfoerte pilotforseg.

Selvom de tilgeengelige malinger over pesticidforekomster i danske vandleb
sandsynligvis ikke repraesenterer den maksimale koncentration som kan
forekomme i1 pagaeldende vandleb, er det veerd at notere, at koncentrationer
pa over 2000 ng 1" er yderst sjeldne for noget pesticid (DMU 2002). Ikke
desto mindre inkluderede alle screeningtests koncentrationer pa minimum op
til 2000 ng 1", og i flere tilfzelde endda en faktor 1000 hejere. For mange af
arterne var det imidlertid ikke muligt at bestemme en LC_-verdi pd grund af
lav eller slet ingen dedelighed ved den hgjeste koncentration. Hvis der ikke
blev observeret dodelighed ved 2000 ng 1" eller derover i lobet af en
kontinuerlig eksponeringsperiode pa 24 timer (eller laengere) blev det antaget,
at det pagaeldende pesticid ikke at havde en malbar effekt ved kortere
pulseksponeringer med lignende koncentrationer. Derfor blev de pageldende
art-pesticid kombinationer nedprioriteret med henblik pa yderligere forsog.

Som det vil fremga af resultaterne fra de udferte screeningstests viste
Gammarus pulex sig konsekvent at veere den mest sensitive af alle de testede
arter. Af alle de testede pesticider var esfenvalerat Klart det mest toksiske
overfor ferskvandsinvertebrater efterfulgt af azoxystrobin. Ingen af de ovrige
pesticider, der blev testet, havde malbare effekter pa arter testet ved
miljerealistiske koncentrationer.

I bestraebelsen pa at bestemme effekterne af miljorealistiske pulsekponeringer
pa andre endpoints end dedelighed, blev G. pulex herefter valgt som
negleorganisme for videre studier til bestemmelse af folsomheden af
forskellige livsstadier.

Af de screenede arter var det udelukkende muligt (indenfor dette projekts
begraensede tidsramme) at udfere fulde livscyklusstudier med Chironomus
riparius. En yderligere argumentation for at fokusere pa C. riparius er, at det
er den eneste sedimentlevende invertebrat som regelmeessigt (under kronisk
eksponering) bliver anvendet til risikovurdering af pesticider.

4.2 Metode

Der blev udfert screeningstests til bestemmelse af LC_ -vardier med 5
forskellige arter udsat for 5 forskellige pesticider. De anvendte arter og
pesticider fremgar af oversigtsskemaet under resultatafsnittet. Som naevnt
indledningsvis viste den mest folsomme organisme sig at vere G. pulex,
hvorfor fokus under den felgende metode- og resultatgennemgang er lagt pa
denne art.

Gammarus pulex

Dette forseg med G. pulex blev udfert med henblik pa bestemmelse af L.C, -
veerdier af esfenvalerat (24h, 48h og 96h) for bade voksne (kropsleengde = 10-
14 mm) og juvenile (kropsleengde = 7-8 mm) individer ved hjeelp af et statisk
testdesign. De nominelle testkoncentrationer var 0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0 og
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2,0 ul" og saledes deekkende for et miljorealistisk koncentrationsniveau, idet de
hgjeste koncentrationer mélt i danske &er er 0,2 og 0,66 ul" (Fyns Amt 1999
og Wiggers 1999). Det enskede antal testorganismer blev indsamlet fra
Varebro A og opbevaret i laboratoriekultur (se detaljeret beskrivelse i senere
afsnit) minimum 14 dage inden forsggsstart. Der blev anvendt 3 replikater af
hver 10 individer pr. testkoncentration. Testkamrene bestod af glaspetriskéle,
der forudgaende var blevet mettet med den respektive testkoncentration,
indeholdende 120 ml vand. Dyrene blev fodret dagligt med sma bladskiver
(diameter = 18 mm), der normalt blev konsumeret indenfor ét degn. En
afmalt fedemaengde blev anvendt at for at minimere overfladeabsorption af
pesticidet. Bade immobilitet og dedelighed blev observeret efter 1, 24, 48 og
96 timers eksponering. Voksne individer blev eksponeret som par (5 hanner/5
hunner pr replikat), og der blev ligeledes gjort observationer over antallet af
par der blev forstyrret af eksponeringen. Herudover noteredes eventuelle
frigivelser af unger fra hunner som folge af eksponeringen. De ovrige 4
pesticider blev testet efter samme forsggsmetode.

Asellus aquaticus

Det onskede antal testorganismer af denne art blev indsamlet i Vaerebro A og
efterfolgende opbevaret i laboratoriekultur og pesticideksponeret til de
forskellige stoffer som beskrevet under G. pulex. Kropsleengden af de
anvendte individer var som folger: voksne = 8-12 mm, juvenile = 2-4 mm.

Bithynia tentaculata

Det gnskede antal testorganismer af denne art blev ligeledes indsamlet i
Varebro A og efterfolgende opbevaret i laboratoriekultur og
pesticideksponeret til de forskellige stoffer som beskrevet under G. pulex.
Skallengden af de anvendte individer var som felger: voksne = 10-12 mm,
juvenile = 3-5 mm.

Chironomus riparius

Testorganismer af denne art blev indsamlet fra egen laboratoriekultur og
efterfolgende pesticideksponeret til de forskellige stoffer som beskrevet under
G. pulex. Kropsleengden af de anvendte individer var som felger: store = 10-
12 mm (4. instar), sma (2. instar) = 1-3 mm.

Prodiamesa olivacea

Testorganismer af denne art blev med assistance og anvisning fra C.
Lindegaard (Ferskvandsbiologisk LLaboratorium, Hillered) indsamlet i
Gadevang-renden og efterfolgende opbevaret i laboratoriekultur som
beskrevet under C. riparius. Pesticideksponeringen til de forskellige stoffer
fulgte metoden som er beskrevet under G. pulex. Da det ikke lykkedes at
kultivere denne art blev der udelukkende udfert forseg med fuldvoksne larver
med en kropslengde pa 10-12 mm.

Statistik

LC, -vardier (£ 95% konfidensintervaller) for 24, 48 og 96 timers
eksponering blev estimeret ved logistisk regression ved hjaelp af SYSTAT ver.
10 (SPSS, Chicago, IL).

4.2.2 Resultater
Som det fremgar af oversigtstabellerne (T'abel 9 og 10) for alle de testede

arter og pesticider var bade voksne og juvenile individer af G. pulex mest
folsomme, specielt overfor esfenvalerat, hvorfor der primert fokuseres pa



beskrivelse af data fra disse screeningstests. En lang raekke af de ogvrige
screeninger gav ikke anledning til forgget mortalitet hos de testede organismer,
selv ikke ved urealistisk heje koncentrationsniveauer, hvorfor disse ikke
kommenteres yderligere.

Gammarus pulex eksponeret til esfenvalerat

Alle 30 voksne individer i alle eksponeringsgrupper (0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5,
1,0 og 2,0 pug 1) var stadigt levende efter 1 times eksponering til esfenvalerat.
I kontrolgruppen var 15 ud af 15 par stadigt intakte, mens kun 4 ud af 15 par
stadig var intakte i gruppen eksponeret til 0,01 pg1". Der var ingen intakte par
tilbage i koncentrationer hojere end 0,1 ug 1" efter 1 times eksponering. Alle
voksne individer var stadig mobile i kontrolgruppen samt grupperne
henholdsvis eksponeret til 0,01 og 0,05 pg I, mens 6 individer var immobile i
gruppen eksponeret til 0,1 ug 1" og alle individer i de resterende
eksponeringsgrupper var immobile. Unger blev frigivet fra hunner eksponeret
til 0,1 pug 1" og opefter.

Overlevelsen af voksne var faldende med eksponeringstid mellem 24 og 48
timer, men ikke mellem 48 og 96 timer. LC_-veardier blev estimeret til ca.
0,34 ug 1" efter 24 timers eksponering og 0,14 pg 1" efter 48 og 0,13 pg 1"
efter 96 timers eksponering. Hunnerne sa ud til at veere mere sensitive end
hanner og forskellen var specielt synlig efter 24 timers eksponering (Tabel
11).

TABEL 9. ESTIMEREDE LC, -VARDIER (UG L") FOR VOKSNE INDIVIDER AF KREBSDYR OG SNEGLE.
TESTENE MED DANSEMYG BLEV GENNEMF@RT MED STORE INDIVIDER (10-12 MM). TALLENE |
PARENTESERNE ANGIVER 95% KONFIDENSINTERVALLER.

Forsggsorganisme Esfen- Azoxy-strobin  Diflubenz- Pirimi- Dime-
valerat uron carb thoat
Gammarus pulex
LC,,(24h) 0,34 244 >200 >5000 >3000
(0,31-0,38) (232 - 258)
LC,,(48h) 0,14 148 >200 >5000 >3000
(0,13 -0,16) (139 -159)
LCSO(96h) 0,13 72 >200 >5000 >3000
(0,12 -0,14) (66 - 77)
LC50(24h) 6,89 >1000 >3000 >5000 >3000
(4,72-11,63)
LC5°(48h) 0,69 >1000 >3000 >5000 >3000
(0,58 — 0,85)
LCSO(96h) 0,52 >1000 >3000 >5000 >3000
(0,44 -0,63)
Chironomus ripar.
LC,,(24h) >2 435 >5000 >5000 >5000

(411 - 460)

o LC,,(48h) >2 395 >5000 >5000 >5000
(372 - 418)
LC,,(96h) >2 306 >5000 >5000 >5000

(285 - 328)
Prodiamesa oliva.
“-=:\ B ¢ LCSO(24h) >2 >1000 >5000 >5000 >5000
. *‘ LC, (48h) >2 >1000 >5000 >5000 >5000
= : .(96h) >2 >1000 >5000 >5000 >5000
Bithynia tentacul.
LCSO(24h) >10 >5000 >5000 >5000 >5000
LC,,(48h) >10 >5000 >5000 >5000 >5000
= LC_(96h) >10 >5000 >5000 >5000 >5000

47



Selvom antallet af unger der blev frigivet i lobet af den ferste time under
eksponeringen ikke blev talt, blev disse observeret i live 1 grupperne op til 0,1
pg 1", mens ungerne i grupperne 0,5, 1,0 og 2,0 ug 1" alle var dede. I
kontrollen var antallet af intakte par lavere efter 24 timer og resten af
forsegsperioden ud sammenlignet med 1 times eksponering. I modsaetning
hertil var der flere af de forstyrrede par i grupperne eksponeret til henholdsvis
0,01 og 0,05 pg 1" der blev gendannet med tiden. Dette var imidlertid ikke
tilfeeldet i de hgjere eksponeringsgrupper.

TABEL 10. ESTIMEREDE LC_-VARDIER (UG L") FOR JUVENILE INDIVIDER AF KREBSDYR OG SNEGLE.
TESTENE MED DANSEMYG BLEV GENNEMF@RT MED SMA INDIVIDER (1-3 MM). TALLENE |
PARENTESERNE ANGIVER 95% KONFIDENSINTERVALLER.

Forsggsorganisme Esfen- Azoxy-strobin  Diflubenz- Pirimi- Dime-
valerat uron carb thoat

Gammarus pulex

LC,,(24h) 0,24 72 >200 >5000 >3000
(0,22 — 0,26) (67-78)
LCSO(48h) 0,14 10 >200 >5000 >3000
(0,13 -0,15) (7-14)
LC,,(96h) 0,14 3 >200 >5000 >3000
(0713 _0715) (1'5)
LCSO(24h) 6,16 >1000 >3000 >5000 >3000
(2,90 -5,19)
LCSO(48h) 0,75 >1000 >3000 >5000 >3000
(0,65 —0,88)
LCSO(96h) 0,46 >1000 >3000 >5000 >3000
(0,39 - 0,53)
Chironomus ripar.
LCSO(24h) >2 681 >5000 >5000 >5000
0 (649-716)
LCSO(48h) >2 546 >5000 >5000 >5000
w) (524-569)
LC,,(96h) >2 395 >5000 >5000 >5000
(375-417)
Prodiamesa oliva.
‘“-:\ B 7 LC,,(24h) >2 >1000 >5000 >5000 >5000
. *‘ LC, (48h) >2 >1000 >5000 >5000 >5000
= WY : Le.(96h) >2 >1000 >5000 >5000 >5000
Bithvnia tentacul.
1 LCSO(24h) >10 >5000 >5000 >5000 >5000
LCSO(48h) >10 >5000 >5000 >5000 >5000
LC_(96h) >10 >5000 >5000 >5000 >5000

Som det fremgér af resultatet af LC_-forseg med eksponering af
sammenhangende par viste den prakopulative fase sig at veere yderst sensitiv
overfor esfenvalerat. Derfor blev netop denne forsggsparameter underkastet
yderligere opmaerksomhed i de efterfelgende undersggelser til bestemmelse af
folsomheder i forskellige livsstadier hos Gamimarus pulex.

Ligesom det var tilfeldet for voksne individer blev der hos de juvenile
observeret faldende overlevelse i tiden mellem 24 og 48 timer efter
eksponeringen, men ikke mellem 48, og 72 eller 96 timer efter eksponeringen.
De juvenile individer var mere sensitive end de voksne individer med
estimerede L.C_-veardier pd 0,24 pg 1" efter 24 timer, 0,14 ug 1" efter 48 og 96
timer. Ingen af de overlevende individer i gruppen eksponeret til 0,5 pug 1" var
aktive efter 24 timers eksponering i modsatning til gruppen eksponeret til 0,1
pg 1", hvor ca. 50 % var aktive og gruppen eksponeret til 0,05 pg 1" hvor ca.
75 % af de overlevende var aktive.



TABEL 11. AKUT TOKSICITET AF ESFENVALERAT PA VOKSNE GAMMARUS PULEX. DER VAR 5 PAR
VOKSNE OG 3 REPLIKATER PER EKSPONERINGSGRUPPE (N=3O PR GRUPPE).

Tid Koncentra-tion (ug ~ Overlevende (hanner; Levende men Intakte par

(timer) ") hunner) immobile

1 o 15,15 o 5
0,01 1515 o 4
0,05 15,15 o o
0,1 15;15 6 o
0,5 15,15 30 o
1,0 15,15 30 o
2,0 15;15 30 o

24 o 15,15 o 9
0,01 15,15 o 3
0,05 15;13 2 o
0,1 13;12 19 o
0,5 10;1 16 o
1,0 6;2 3 o
2,0 0;0 o

48 o 15,15 o 5
0,01 15;15 o 8
0,05 14,12 o 6
o, 12;10 o 2
0,5 2;0 2 o
1,0 0;0 o
2,0 0;0 o

96 o 15;15 o 5
0,01 15;15 o 8
0,05 14M o 7
0,1 12;9 o 6
0,5 2;0 o o
1,0 0;0 o
2,0 0;0 0

Mortalitet 1 stromrender

I driftundersggelserne gennemfort i recirkulerende stremrender (se afsnit 4.7)
registreredes antal dede og overlevende individer ved forsegenes afslutning
svarende til 96 timers eksponering. For de pesticider, der er testet overfor
bade krebsdyr (Gammarus, Asellus) og insektlarver (Baetis rhodani, Leuctra
hippopus, Hydrosyche siltalai) og hvor der kunne beregnes en lethal
koncentration var krebsdyrene og iseer Gammarus de mest folsomme (Tabel
12).

TABEL 12. SAMMENLIGNING AF LC_ ... (NG L") HOS KREBSBYR OG INSEKTLARVER |
STROMAKVARIER. * PIRIMICARB UDL@STE INGEN D@DELIGHED VED DEN H@JEST ANVENDTE
KONCENTRATION (1 MG L").

Pesticid Gammarus Asellus Baetis Leuctra Hydropsyche
Esfenvalerat 21 29 120 90 440
Sumi-alfa 1,6 5 30 26 160
Pirimicarb* >10° >10° >10° >10° >10°

4.3 EFFEKT AF EKSPONERINGSVARIGHED

For at undersoge letale effekter af bekeempelsesmidler i vandleb som funktion
af eksponeringsvarigheden blev der udfert laboratorieforseg med
invertebrater, primeert Gammarus pulex, eksponeret for forskellige pesticider.
Den eksperimentelle tilgang har inkluderet undersegelser af sammenhangen
mellem eksponeringsvarigheden og toksicitet samt undersegelser af eventuelle
forsinkede effekter af pesticider efter ophert eksponering. Med stigende
eksponeringsvarighed vil der ske et stigende optag af pesticid i organismen
hvorfor effektkoncentrationen vil veere faldende over tid. For let
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vandopleselige stoffer vil en ligevegt mellem optag og effekt indstille sig
relativt hurtigt, og herefter vil effektkoncentrationen teoretisk set vere stabil.
Organismerne vil dog veere udsat for et gget fysiologisk stress som funktion af
eksponeringsvarigheden, hvorfor en forgget toksicitet kan forekomme efter at
ligevaegt mellem optag og effekt er indtruffet. Lipofile stoffer optages
langsommere end vandopleselige stoffer, og en ligeveegt vil forst indtreffe
efter leengere tids eksponering. Lipofile stoffer vil have tendens til at
bioakkumulere i organismernes fedtveev, hvor koncentrationen vil overstige
den i det omgivende miljo. Derfor kan toksiciteten af lipofile stoffer forventes
at falde over en laengere periode sammenlignet med vandopleselige stoffer.
Ligeledes kan det forventes at bioakkumulerbare stoffer i hojere grad end
vandopleselige stoffer vil kunne medfere forsinkede effekter efter endt
eksponering som folge af det akkumulerede pesticid.

4.3.1 Metode

De gennemforte tests har i videst muligt omfang fulgt en standardiseret
protokol for undersegelse af akut toksicitet i det akvatiske miljg; OECD 202;
Daphnia sp; Acute Immobilisation Test (OECD 1984). Der foreligger ikke
egentlige guidelines til gennemforelse af test med de her anvendte arter, men
principperne i OECD guideline nr. 202 er fulgt i overordnede treek. De
gennemforte forseg har pa nogle omrader afviget fra standardtesten; dels er
relationen mellem toksicitet og eksponeringstid undersggt over en leengere
serie af eksponeringstider, og dels er testorganismerne efter endt eksponering
blevet overflyttet til rent vand og holdt under observation i op til 14 dage.

Testorganismer blev indsamlet i vandleb af DMU og bragt til DHI, hvor de
blev akklimatiseret under betingelser svarende til dem i forsgget i mindst 3
dage inden forsegets start. Inden forseget blev dyrene sorteret efter storrelse
og det blev tilstreebt at anvende mindre individer af samme storrelse og
dermed nogenlunde samme alder, idet optag og dermed effekt af kemiske
stoffer bl.a. antages at athaenge af overflade-volumen forholdet samt
udviklingsstadie af forsggsorganismerne. Eksponeringskoncentrationerne i de
enkelte forseg blev fastlagt pa baggrund af data for akut toksicitet for akvatiske
organismer fundet i litteraturen og/eller databaser. Pesticiderne blev maksimalt
testet i koncentrationer op til 5-10 mg I"'. Hojere koncentrationer end dette
niveau vurderedes ikke at veere miljorealistisk.

Eksponeringsforsggene blev udfert i avand fra Bradebaek (Hersholm).
Testorganismerne blev eksponeret for en fortyndingsraekke af det relevante
pesticid i variable tidsforleb, hvorefter de blev overfort til rent vand. Herefter
er udviklingen af toksiciteten fulgt i en periode op til 14 degn. Ca. 150 dyr
blev eksponeret for hver testkoncentration i 20 L akvarier med svag
gennembobling. Eksponeringstiderne var: %23 15 25 45 6; 24; 48; 72; 965 168,
240 og 336 timer. Til hver eksponeringstid og —koncentration blev der
overfort 10 dyr til rent vand i 250 ml krystallisationsskale forsynet med svag
gennembobling gennem kanylespids. Forsggene blev gennemfort semi-statisk
med to ugentlige vandskift i badde eksponeringskar og krystallisationsskéale
saledes at testkoncentrationerne i videst muligt omfang blev opretholdt i
testperioden.

Dodelighed samt synlige sendringer i adfeerd blev bestemt, dels til de enkelte
tider 1 lobet af eksponeringsperioden og dels hver 24. time efter at dyrene blev
overfort til rent vand. Testorganismerne blev fodret med Tetramin under
eksponeringen savel som efter overforsel til rent vand. It og pH blev malt
lebende bade under eksponering og i rent vand. Eksponeringerne blev udfert i



Klimarum ved ca. 15 °C, dog blev forsgg med varfluelarver og juvenile
slervinger udfert ved ca. 5 °C for at begraense udviklingshastigheden og
saledes sikre at dyrene ikke metamorfoserede i lobet af forsoget.

Det blev tilstraebt at undersogge et bredt spektrum af pesticider for at afdsekke
effekterne af pesticider med forskelligartede virkemekanismer inden for de
forskellige grupper af insekticider, fungicider og herbicider. Der blev testet 7
pesticider i forseg med Gammarus pulex: esfenvalerat, pendimethalin,
azoxystrobin, pirimicarb, prochloraz, dimethoat og ioxynil. Esfenvalerat blev
yderligere testet pa Isoperla grammatica og Agapetus sp. I det omfang det har
veeret muligt er eksperimenterne blevet udfert med radioaktivt meerkede
pesticider (esfenvalerat, pendimethalin og ioxynil). Ved brug af radioaktivt
merkede stoffer kan man dels folge den aktuelle eksponeringskoncentration
og dels opna informationer om akkumulering og koncentration af stoffet i
testorganismerne.

LC,_, vardier for pesticidernes akutte letale effekt som funktion af
eksponeringstid blev beregnet ved hjeelp af probit analyse (Probit analyse,
version 2.3, 1990).

4.3.2 Resultater

Toksicitet under eksponering

Resultaterne fra forseg med Isoperla grammatica og Agapetus sp. eksponeret for
esfenvalerat viste, at disse to arter ikke var velegnede til langtidsforseg i
laboratoriet i det anvendte testdesign. For Isoperla grammatica blev der forst
observeret effekter efter 7 dages eksponering (0-0,5 ug 17). Efter 10 dage
indtraf en forhgjet dedelighed hos kontroldyrene og der blev saledes ikke
opnaet information om effekter af eksponeringsvarighed. For Agapetus sp.
kunne der heller ikke etableres en sammenhang mellem effekter og
eksponeringsvarighed indenfor koncentrationsintervallet 0-1 ug 1" da der
ligeledes indtraf en forhgjet dedelighed hos kontroldyrene allerede efter 72
timers varighed. Der blev derfor udelukkende arbejdet videre med Gammarus
pulex som 1 hgjere grad var anvendelige til langtidsforseg i den anvendte
forsegsopstilling.

Eksponering af Gammarus pulex for de valgte pesticider viste som forventet en
stigende mortalitet ved oget eksponeringsvarighed. For esfenvalerat og
azoxystrobin, som var de mest toksiske pesticider, indtradte en dedelig effekt i
de hgjest testede koncentrationer allerede efter fa timers eksponering (Fig.
19). For de avrige pesticider sas letale effekter forst senere i
eksponeringsforlebet, hvorfor effektkoncentrationer (LC) ferst kunne
estimeres efter flere dogns eksponering.

Idet eksponeringsforsegene skulle tilvejebringe informationer om toksiciteten i
et relativt langt tidsinterval (0-14 dage) var det vanskeligt at veelge
koncentrationsserier som bade medferte effekter pa en meget kort tidsskala
(minutter-timer) uden samtidig at sla hele testpopulationen ihjel inden for f&
dogn. Esfenvalerat havde en markant hgjere toksicitet overfor Gammarus pulex
sammenlignet med de @vrige pesticider. Letale effekter af esfenvalerat gjorde
sig gzeldende i koncentrationsomridet ng 1" mens effekter af de ovrige
pesticider sds i koncentrationsomradet mg 1". Pirimicarb medforte ikke
toksiske effekter overfor Gammarus pulex i de testede koncentrationer (0-5 mg

.
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FiIGur 19. MORTALITET HOS GAMMARUS PULEX SOM FUNKTION AF PESTICIDKONCENTRATION OG
VARIGHED AF EKSPONERING. @VERST: INSEKTICIDERNE ESFENVALERAT OG DIMETHOAT;MIDT:
FUNGICIDERNE AZOXYSTROBIN OG PROCHLORAZ; NEDERST: HERBICIDERNE: IOXYNIL OG
PENDIMETHALIN. EKSPONERINGEN TIL AZOXYXTERBIN BLEV AFSLUTTET EFTER 10 DAGE DA
MORTALITETEN | KONTROLLERNE OVERSTEG 10%.

LC_ blev bestemt som funktion af eksponeringstiden for de enkelte pesticider.

I Figur 20 ses sammenhangen mellem eksponeringstid og L.C_ for
esfenvalerat, azoxystrobin, pendimethalin, prochloraz, dimethoat og ioxynil. I
Bilag B er de eksakte veerdier for bide LC_ og L.C_ koncentrationer angivet.

Figur 20 illustrerer hvorledes pesticidernes toksicitet gges som funktion af
eksponeringstiden. Toksicitetsforggelsen sker typisk inden for de forste 2
degn efter begyndende toksicitet observeres, og efterfolgende flader
toksicitetskurven ud. Dette skyldes bl.a. at der kraeves en vis
eksponeringsvarighed for der indtraeder en ligeveegt mellem pesticid
koncentration i organismen og eksponerings-koncentration. Teoretisk set vil
denne ligevaegt indstille sig hurtigere for vandopleselige stoffer sammenlignet
med lipofile stoffer. Lipofile stoffer kan akkumuleres over en leengere periode,
og effektkoncentrationen vil derfor falde over en leengere tidsskala. De her
undersogte pesticider har vidt forskellige opleseligheder. Esfenvalerat,
pendimethalin, prochloraz og ioxynil kan karakteriseres som lipofile stoffer
(log K, > 3, se Tabel 4) mens azoxystrobin og iser dimethoat og pirimicarb
er relativt vandopleselige. Effekten af eksponeringsvarighed synes dog ikke at



variere for de hhv. opleselige og lipofile pesticider. LLC_ stabiliseres ikke
markant hurtigere for de vandopleselige pesticider azoxystrobin og dimethoat
sammenlignet med de @vrige, mere lipofile pesticider. For alle 6 pesticider ses
imidlertid en tendens til at toksiciteten vedbliver med at falde, hvilket kan
skyldes det konstante fysiologiske stress dyrene er udsat for under
eksponeringen.
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FIGUR 20. LC (£ 95 % KONFIDENSINTERVAL) HOS GAMMARUS PULEX SOM FUNKTION AF
EKSPONERINGSVARIGHED. QVERST: INSEKTICIDERNE ESFENVALERAT OG DIMETHOAT; MIDT:
FUNGICIDERNE AZOXYSTROBIN OG PROCHLORAZ; NEDERST: HERBICIDERNE: IOXYNIL OG
PENDIMETHALIN. TOKSICITETEN AF ESFENVALERAT, PENDIMETHALIN OG IOXYNIL ER BASERET PA
MALTE KONCENTRATIONER (“C-MARKEDE STOFFER). TOKSICITETEN AF AZOXYSTROBIN,
PROCHLORAZ OG DIMETHOAT ER BASERET PA NOMINELLE KONCENTRATIONER. TESTEDE
KONCENTRATIONER, DER IKKE MEDF@RTE MORTALITET ER MARKERET PA X-AKSEN.

De anvendte pesticider udgeres af bade insekticider, herbicider og fungicider.
For at sammenligne den akutte toksicitet for de forskellige typer af pesticider
er de beregnede LC_ vaerdier efter endt eksponering vist i Tabel 13. Sledes
fas folgende rangordning af de 7 pesticiders toksicitet: esfenvalerat >
azoxystrobin > pendimethalin > prochloras > demethoat > ioxynil >
pirimicarb.
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TABEL 13. SAMMENLIGNENDE TOKSICITET AF DE ANVENDTE PESTICIDER EFTER 14 DAGES
EKSPONERING

LC. (14 dage) mg

Pesticid Type Virkemekanisme SRS
Esfenvalerat* Insekticid Nervegift 3,2:10°
Azoxystrobin Fungicid Mitichondriel respiration inhibitor 0,01
Pendimethalin* Herbicid Celledeling inhibitor 0,26
Prochloraz Fungicid Ergosterol biosyntese inhibitor 0,56
Dimethoat Insekticid Cholinesterase inhibitor 1,29
. L Inhibitor af fotosyntese og oxidativ

loxynil Herbicid phosphorylering 5,73
Pirimicarb Insekticid Cholinesterase inhibitor >5

* LC_ baseret pa malte koncentrationer af radioaktivt stof

Det fremgar af Tabel 13 at de undersogte insekticider ikke konsekvent var de
mest toksiske af pesticiderne pa trods af at insekticiderne i kraft af deres
egenskaber kunne forventes havde en mere specifik virkning pa invertebrater
end herbicider og fungicider.

For pendimethalin, prochloraz, dimethoat, ioxynil og pirimicarb indtraf der
ikke akutte letale effekter inden for det forste degn i de testede
koncentrationer. Da de testede koncentrationer generelt er meget hgje i
forhold til hvad der er malt i danske vandleb kan der ikke forventes
umiddelbare toksiske effekter ved realistiske koncentrationer.

Forsinket toksicitet

Observationerne af dyr der er blevet overfort til rent vand efter eksponering
gav ikke et entydigt billede af forsinkede effekter som folge af eksponering til
pesticider. I forseg med Isoperla grammatica samt Agapetus sp. indtraf en
forhejet dedelighed bade hos kontroldyr og eksponerede dyr umiddelbart efter
overforsel til rent vand, hvorfor der ikke blev opnéet information om
eventuelle forsinkede effekter. I forseg med Gammarus pulex blev der i flere
tilfzelde observeret en tendens til at toksiciteten bibeholdes efter endt
eksponering og i nogle tilfelde ligefrem forsteerkes, idet dedeligheden ogedes
efter endt eksponering. Iser i koncentrationer, hvor der ikke blev observeret
mortalitet under eksponeringen, sas en tendens til forsinkede toksiske effekter i
de efterfolgende ca. 14 dage i rent vand. Dette kunne tyde pa at korte
pulseksponeringer, der ikke umiddelbart resulterer i1 akutte, toksiske effekter,
kan medfere en forsinket langtidseffekt hos vandlgbsdyr. I andre tilfeelde sas
en initiel ’recovery” effekt af Gammarus efter overforsel til rent vand, som dog
efterfolges at en oget mortalitet. Dette gor sig geeldende for de mere toksiske
eksponeringskoncentrationer, hvor mortaliteten falder umiddelbart efter at
dyrene overfores til rent vand, men senere gges til et niveau svarende til de dyr
der er under eksponering.

Iseer to faktorer gor tolkningen af de forsinkede effekter hos Gammarus pulex
vanskelige. I de glas hvor dyrene opholdt sig i rent vand blev der observeret en
stigende grad af kannibalisme med tiden, trods regelmessig fodring igennem
hele forseget. De individer der blev spist af deres artsfeeller blev udeladt fra
beregningerne. Dertil medferer forsggsdesignet at de individer der overfores
til rent vand kan have en anderledes tolerance overfor det anvendte pesticid i
forhold til den samlede testpopulation. Ved koncentrationer der ikke medferer
akutte toksiske effekter (lave koncentrationer, kort eksponeringsvarighed) ma



individer der udtages til rent vand formodes at have en tolerance der er
reprasentativ for hele populationen. Ved koncentrationer hvor der observeres
en hej akut mortalitet (heje koncentrationer, lang eksponeringsvarighed) ma
de individer der overfores til rent vand formodes at have en hgjere tolerance
overfor det anvendte pesticid, idet de mest folsomme individer allerede er
dede.

I relation til miljerealistiske eksponeringsscenarier er det mest relevant at se pa
de kortvarige eksponeringer hvor koncentrationen af det givne pesticid ikke
medferer synlige toksiske effekter, og hvor de individer der overfores til rent
vand ma formodes at have en felsomhed svarende til gennemsnittet for
testpopulationen. Eksponeringer pa op til 14 dage er vaesentligt leengere end
den relevante tidsskala for eksponering i vandleb (se Fig. 6). For at undersege
om kortvarige eksponeringer kan medfere forsinkede effekter er det saledes
valgt at fokusere pa sub-letale eksponeringskoncentrationer, dvs.
koncentrationer der ikke medferte mortalitet under eksponeringen. For de
pesticider hvor der blev observeret en forsinket mortalitet i rent vand som
folge af eksponering i op til 24 timer blev LT, beregnet. LT .
angiver det “mediane letale tidspunkt”, hvor 50% af individerne i rent vand
forventes at de¢ som felge af en kortvarig eksponering.

Forsinkede effekter af kortvarige, sub-letale eksponeringer gjorde sig geldende
for esfenvalerat, azoxystrobin og prochloraz. For pendimethalin, dimethoat,
ioxynil og pirimicarb blev der ikke observeret forsinkede effekter som folge af
korttidseksponering (0-24 timer). Esfenvalerat medferte ingen akutte effekter 1
op til 4 timers eksponering (0-1 pg 1), men i den efterfolgende periode i rent
vand indtraf en stigende dedelighed hos dyr eksponerede for hhv. 0,25, 0,5 og
1 ug 1", Figur 21 viser hvorledes mortaliteten eges hos individer der er
overfort til rent vand efter 0-4 timers eksponering for 1 pg 1" esfenvalerat.
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FIGUR 21. FORSINKET MORTALITET HOS GAMMARUS PULEX EFTER EKSPONERING TIL 1
MG L' ESFENVALERAT | HHV. 0,5, 1, 2 OG 4 TIMER

For Gammarus pulex eksponeret for 1 ug 1" esfenvalerat blev LT,
beregnet til 16,4 dage efter 0,5 timers eksponering, 2,1 dage efter 1 times
eksponering og 0,76 dage efter 4 timers eksponering (Tabel 13). Saledes
falder LT, .. med stigende eksponeringsvarighed. Endelig kan det ses at
den samme dedelighed (ca. 100%) opnas tidsforskudt som felge af bade 1, 2
og 4 timers eksponering til esfenvalerat.
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Azoxystrobin (0-6,25 mg 1) medforte akut mortalitet i de testede
koncentrationer allerede efter 2 timers eksponering, hvorfor der kun er
begraensede data for sub-letale eksponeringer. Ved 0,5-1 times eksponering
for 2,5 mg 1" sis en forsinket mortalitet i rent vand med en LT, pi 2,8-
5,4 dage (Tabel 14). Ved 0,5-1 times eksponering for 6,25 mg 1" sis en
forsinket mortaliteti rent vand med en LT, pd 1,4-1,9 dage.

Prochloraz medferte ikke akutte effekter inden for de forste 6 timers
eksponering (0-10 mg 1), men i den efterfolgende periode i rent vand indtraf
en stigende dedelighed hos dyr eksponeret for hhv. 2, 5 og 10 mg 1". Figur 22
viser hvorledes mortaliteten eges hos individer der er overfort til rent vand
efter 0,5-6 timers eksponering for 10 mg 1" prochloraz.
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FIGUR 22. FORSINKET MORTALITET HOS GAMMARUS PULEX SOM FQLGE AF
EKSPONERING TIL 10 MG/L PROCHLORAZ | HHV. 0,5, 1, 2, 4 OG 6 TIMER

For Gammarus pulex eksponeret til 10 mg 1" prochloraz blev LT,
beregnet til 5,7 dage efter 0,5 timers eksponering, 4,3 dage efter 1 times
eksponering, 3,8 dage efter 4 timers eksponering og 2,8 dage efter 6 timers
eksponering (Tabel 14).

TABEL 14. MEDIAN LETALE TID (LT,
EKSPONERING.

HVOR 50% AF INDIVIDERNE D@R EFTER EN KORTVARIG

SORENT VAND)’

Pesticid Koncentration Eksponering sorentvand
(timer) (dage)

Esfenvalerat 1pgl 0,5 16,4
- 1 2,1
- 4 0,76

Azoxystrobin 2,5mgl’ 0,5 5,4
- 1 2,8

6,25 mg I 0,5 1,9

- 1 1,4

Prochloraz 10 mgl’ 0,5 5,7
1 4,3

4 3,8

6 2,8

For de mest toksiske pesticider ses saledes en tendens til at selv ganske
kortvarige, ikke letale eksponeringer helt ned til 0,5 timer udleser et forsinket
toksisk respons i form af en foreget dedelighed efter eksponeringens opher.
Dette kan skyldes en tidsforskydning mellem eksponering og effekt ved korte



pulseksponeringer, da pesticidet ikke nér dets “’site of action” under
eksponeringen. I sddanne tilfelde kan tidsrummet mellem eksponering og
effekt forventes at afthenge af pesticidernes virkemekanismer samt optagelses-
og fordelingskinetik, idet transporthastigheden til de forskellige ’sites of
action” vil variere. Eksemplerne ovenfor illustrerer sdledes at korte
pulseksponeringer, der ikke medferer synlige akutte effekter, kan
underestimere de toksiske effekter. Det ses ogsa at eksponeringstiden influerer
pa hvor hurtigt det efterfelgende toksiske respons indtreffer, idet L'T
bliver fremskyndet med stigende eksponeringsvarighed.

50rent vand

Den forsinkede mortalitet, der blev observeret i forsgg med esfenvalerat,
azoxystrobin og prochloraz er betinget af relativt hoje eksponerings-
koncentrationer. I vandleb vil koncentrationerne typisk veere langt lavere, og
der kan ikke forventes forsinket mortalitet efter kortvarig eksponering.
Forsinkede effekter kan dog ogsa komme til udtryk i form af sub-letale effekter
som f.eks. hemmet udvikling, vekst eller reproduktion, som pa leengere sigt
kan pavirke populationerne (se 4.5). De udferte forseg illustrerer dog
vigtigheden af at veelge eksponeringsscenarier der tager hgjde for
eksponeringsvarighed samt semi-kroniske effekter, der indtreeffer med
forsinket virkning.

Resultaterne indikerer saledes, at de almindeligt anvendte parametre til
bestemmelse af akut toksicitet (48-96 timers LC,) i flere tilfzelde ikke kan
anvendes til at forudsige korttidstoksiciteten af pesticider i vandleb, da man
ved ekstrapolering til effektkoncentrationer ved korte eksponeringstider ikke
tager hgjde for eventuelle forsinkede effekter. For at kortleegge effekterne af
pulseksponeringer for pesticider i vandleb er det sdledes relevant at inddrage
en ’post-eksponerings fase” der ogsa omfatter eventuelle forsinkede effekter.

4.4 BESTEMMELSE AF INTERNE EFFEKT KONCENTRATIONER

Det normalt anvendte endpoint i toksicitets test, EC/LC_, angiver den
testkoncentration i det omgivende miljg der medferer en effekt pa 50% af
testpopulationen. EC/LLC_ kan derfor betragtes som den eksterne effekt
koncentration. Denne varierer som folge af almindelig biologisk variation
testorganismer imellem, men ogsa som felge af betingelserne i det omgivende
milje. F.eks. vil biotilgeengeligheden af lipofile stoffer veere pavirket af mediets
sammensatning, indhold af partikler og organisk materiale samt typen af
testbeholdere, da disse parametre influerer pa stoffets sorption.

Som supplement til eksterne effekt koncentrationer kan man undersoge
kemiske stoffers interne effektkoncentration ved at relatere en given effekt
(f.eks mortalitet) til den moleere koncentration af stoffet i organismen
(mmol/kg vadveaegt). Den interne effektkoncentration for et kemisk stof er
teoretisk set konstant for forskellige organismer, idet det antages at en toksisk
effekt udleses nar veevskoncentrationen nar en effekt-specifik teerskelveerdi.
Det er dertil antaget at stoffer med forskellige virkemekanismer vil resultere i
forskellige interne effektdoser.

4.4.1 Metode
I denne undersoegelse blev den interne letale koncentration (lethal body
burden, LBB) bestemt i forsog med de radioaktivt maerkede pesticider

esfenvalerat, pendimethalin samt ioxynil eksponeret til Gammarus. LBB blev
kvantificeret ved at bestemme den akkumulerede radioaktivitet i nyligt dede
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individer indsamlet lebende fra forsegene med varierende
eksponeringsvarighed. Saledes blev der beregnet L.LBB vardier til forskellige
eksponeringstider og eksponeringskoncentrationer.

4.4.2 Resultater

De beregnede LLBB vardier syntes at veere uathangige af eksponeringstiden
mens der var en tendens til LBB steg med eksponeringskoncentrationen (data
ikke vist). Spektret af de beregnede LBB veardier er vist i Figur 23 (bemaerk
logaritmisk skala).

Esfenvalerat [ A A M

Pendimethalin | EEEE =

loxynil X

1 1 1 L

1,00E-05 1,00E-04 1,00E-03 1,00E-02 1,00E-01 1,00E+00
LBB, mmol/kg vadveegt

FIGURr 23. LETHAL BODY BURDENS FOR ESFENVALERAT, PENDIMETHALIN OG IOXYNIL.

Gennemsnittet af LBB veerdierne for de tre pesticider er vist i Tabel 15.
Ligeledes er LC | efter endt eksponering (14 dage) angivet for at illustrere den
relative toksicitet af pesticiderne.

TABEL 15. LETHAL BODY BURDENS FOR ESFENVALERAT, PENDIMETHALIN OG IOXYNIL
LC,, (14 dage)

Pesticid LBB, mmol/kg vadveegt mg I’
Esfenvalerat o 5 S
(insekticid) 1,710" (+8,3-107) 3,210
Pendimethalin s 5

(herbicid) 2,810° (£2,6-10°) 0,26

loxynil (herbicid) 1,5:10"(£5,4-107) 5,73

Trods spredningen af I.LBB vardierne for de enkelte pesticider fremgar det at
der er en simpel sammenhang mellem LBB og pesticidernes akutte toksicitet,
idet LBB falder med stigende toksicitet. Saledes er den interne Kkritiske
koncentration lavest for esfenvalerat som er det mest toksiske af de tre
pesticider, mens den indre kritiske koncentration er vesentligt hejere for
ioxynil, som har en relativt lav akut toksicitet. Med andre ord er den akutte
toksicitet negativt korreleret med den interne kritiske koncentration: jo hgjere
toksicitet, jo lavere er den indre kritiske koncentration der udleser det toksiske
respons. Dette kan understotte teorien om, at forskellige virkemekanismer er
associeret med forskellige spektre af body burdens.

Det var i denne undersggelse ikke muligt at skaffe flere radioaktivt meerkede
pesticider, hvorfor LBB ikke kunne beregnes for et bredt udsnit af pesticider
med forskellige virkemekanismer. Bade esfenvalerat, pendimethalin og ioxynil
er relativt lipofile stoffer hvorfor en akkumulering i organismerne over tid kan



forventes. Det havde veret relevant at undersege om forsinkede effekter
generelt var betinget af et hgjt akkumuleringspotentiale, idet den
akkumulerede body burden forventes at veere hgjere for lipofile stoffer
sammenlignet med vandopleselige stoffer. Dette var dog ikke muligt at
gennemfore i nerverende projekt.

4.5 LIVSCYKLUSEFFEKTER HOS GAMMARUS PULEX

Det var det primaere mél med denne delundersggelse at kvantificere den
relative folsomhed hos forskellige livsstadier hos krebsdyret Gammarus pulex.
Effekter pa livscyklus hos insektet Chironomus riparius er omtalt 1 afsnit 4.6.
Sammenholdt giver disse forseg mulighed for at vurdere forskelle i felsomhed
mellem arter, forskellige stadier og effektparametre.

I projektets sene fase blev der forsegt at udfere livscyklusundersogelser med
dansemyggen Prodiamesa olivacea, der i modsetning til C. riparius lever
udbredt i vandleb og med betydeligt hojere krav til iltindhold og formodes at
veere mere folsom end C. riparius. Der var dog problemer med kultiveringen
af P. olivacea og forsggene kunne ikke gennemfores. I Bilag F er beskrevet
forsegene pa kultivering.

4.5.1 Indsamling og forsegsoversigt

Individer af G. pulex blev indsamlet fra Varebro A, en sedimentrig og
langsomtlgbende 4 neer Roskilde Amts prevestation nr. 1213.
Indsamlingslokaliteten, der pa den ene side var omgivet af brakmarker og pa
den anden side af buske og treeer, klassificeres af Roskilde Amt (1998) som
tilhgrende forureningsgrad II/III eller faunaklasse 4. Indsamlingen af
organismer foregik ved brug af ketcher og sparkeprever. I laboratoriet blev
organismerne forsigtigt sorteret 1 vandfyldte plastkar og kun ubeskadigede og
ikke-parasitinficerede (Echinorriyncus sp.) individer blev udvalgt til senere
eksperimentelt brug.

Opbevaring og kultivering af dyrene fulgte generelt McCahon & Pascoe’s
(1988a; 1988b) anvisninger herfor. Minimum 14 dage for start af et
eksperiment blev dyrene opbevaret i 10 liters plastakvarier med en tethed pa
ca. 200-300 dyr pr. akvarium. Dyrene blev holdt i luftgennemboblet vand, der
bestod af en blanding (50:50) af vand indsamlet pa feltlokaliteten og kunstigt
ferskvand. Det kunstige ferskvand blev fremstillet efter OECD Guideline 202.

Bade under kultivering og eksperimenter blev dyrene holdt i klimarum ved
13°C og kunstige lysforhold (12 timer lys:12 timer merke). Foderet bestod af
delvist opleste elleblade (Alnus sp.) indsamlet pa feltlokaliteten. Bladene, der
alle var pa samme forradnelsesniveau, blev konditioneret i vand indsamlet pa
feltlokaliteten i en periode pad minimum 14 dage inden brug.

Afhzngig af eksperimentet varierede testkamrene i storrelse og volumen, men
i de fleste tilfzelde blev der anvendt plastbeholdere med et volumen pa 200 ml
vand. For at minimere turbulens i testkamrene og stress af testorganismerne,
blev der i visse eksperimenter tilfert luft gennem kanylespidser som beskrevet
af Welton & Clark (1980). I enkelte eksperimenter bestod testkamrene
ligeledes af en sedimentfase. I tilfelde af en sedimentfase blev der anvendt
vasket akvariegrus med en partikelstorrelse pa 2-3 mm.

59



60

Der blev udfert 6 forskellige forsog med Gammarus pulex varierende fra
”worst-case” eksponering af voksne individer til detaljerede forsgg med
esfenvalerats effekt pa parringsadfeerd og effekter pa afkom.

Detaljer om dosering and analyse af esfenvalerat samt anvendt statestik
fremgar af Bilag C.

4.5.2 Worst-case eksponering af G. pulex

Dette forseg blev udfert med henblik pd bestemmelse af effekten af et ”worst-
case scenarium”, hvor G. pulex blev eksponeret til en 1-times puls af
esfenvalerat ved koncentrationerne: 0 og 4,65 ul”, hvor den heje
koncentration svarer til den hgjeste mulige eksponering ved direkte
oversprojtning pa en 2 meter dybt vandomrade, beregnet udfra anvendelse af
EU’s maksimale dosis pa 93 g a.i./ha. Herudover blev der desuden anvendt en
acetonekontrol. I bade kontrolgruppen og acetonekontrolgruppen blev der
anvendt 10 voksne (kropsleengde = 10-14 mm) individer, mens der i
eksponeringsgruppen blev anvendt 20 voksne individer. Efter
pulseksponering, der foregik i beegerglas, blev dyrene skyllet i rent vand og
overfort til testkamre indeholdende rent vand. Overlevelse og immobilitet blev
herefter observeret over en periode pa 144 timer. Undervejs blev dyrene
fodret med bladskiver (diameter = 18mm).

Figur 24 illustrerer effekter pa overlevelsen af voksne G. pulex efter, at de har
veeret udsat for et “worst-case pulseksponerings scenarium”. Allerede 1 time
efter pulseksponeringen er kun 60% af de eksponerede individer i live, mens
der blev observeret 100 % dedelighed 144 timer efter eksponeringen. Til
sammenligning er der henholdsvis 10% og 90% overlevelse i kontrol- og
actonegruppen.

100p——0——6——0 o2

2 80 —6— Kontrol

o) (n=10)

o

© 60 —o— Acetone

2 (n=10)

Q40

s —%—4.65pg/l
20 (n=20)

0 1 1 1 1 1
0 24 48 72 96 120 144
Timer efter eksponering

FIGUR 24. OVERLEVELSE EFTER WORST-CASE (4.56pG L") PULSEKSPONERING AF G. PULEX.

4.5.3 Effekt pa juvenile og ikke-reproducerende voksne

Dette forseg undersogte overlevelsen af bade juvenile (kropsleengde = 3-7
mm) og ikke-reproducerende voksne (kropslengde = 9-15 mm) eksponeret til
en 1-times puls af esfenvalerat. Foruden en kontrol og en acetone-
kontrolgruppe blev der anvendt testkoncentrationer pa 0,1 og 0,3 pl". I
forseget blev testkamrene foruden vand tilfert sediment (1 del sediment: 5
dele vand, pa volumen basis). I halvdelen af eksponeringsgrupperne blev



testorganismerne efter pulseksponeringen overfort til testkamre med rent vand
og rent sediment, mens den anden halvdel af testorganismerne blev overfort til
testkamre hvor kun vandet blev skiftet. Formalet med dette forsegsdesign var
at bestemme i hvor hgj grad esfenvalerat bandt sig til sedimentpartiklerne
under pulseksponeringen, og om det sdledes efterfglgende kunne virke som en
kontinuerlig eksponeringskilde. Der blev anvendt 10 replikater af hver 10
individer pr koncentration for voksne og 10 replikater af 5 individer pr
koncentration for juvenile. Umiddelbart efter eksponering blev dyrene
overfort til deres respektive testkammer, hvor overlevelsen blev observeret
hver anden dag over en periode pa to uger.

Alle voksne individer overlevede den 1 times pulseksponering med
esfenvalerat koncentrationer pa op til 0,3 pug1". Overlevelsen var faldende i
perioden efter eksponeringen, men variationer i median overlevelsestid
testgrupperne imellem blev forst detekteret syv dage efter pulsen (Kruskal
Wallis p-veerdier var som folger: Dag 1: 0,746; Dag 2: 0,746; Dag 3: 0,141;
Dag 4: 0,179; Dag 7: 0,033; Dag 9: 0,005; Dag 11: 0,046; Dag 14: 0,038).
Gennemsnitlig og median overlevelsestid for hver gruppe, estimeret udfra
overlevelseskurverne, fremgar af Tabel 16.

TABLE 16. GENNEMSNITLIG OG MEDIAN OVERLEVELSESTID (DAGE) HOS JUVENILE OG VOKSNE EFTER
1-TIMES PULSEKSPONERING TIL ESFENVALERAT. VARDIERNE | DEN SIDSTE KOLONNE ER FRA
SAMMENLIGNINGER | OVERLEVELSESKURVER (TARONE-WARE LOG-RANKTEST) MELLEM JUVENILE OG
VOKSNE INDENFOR HVER EKSPONERINGSGRUPPE.

Gruppe Overlevelsestid Overlevelsestid Tarone-Ware,
hos juvenile hos voksne Y og
Gennemsnitlig; Gennemsnitlig; P-veerdier
Median Median
Kontrol 11,44; >13 13,85; >14 19,5, 0.00001
Acetone 11,84; >13 13,84; >14 19,2, 0.00001
0.1, kontamineret sediment 5,42; 3 13,43; >14 117,7, <0.00001
0.1, rent sediment 6,46; 4 13,74; >14 103, <0.00001
0.3, kontamineret sediment 1,88; <1 13,25; >14 163,6, <0.00001
0.3, rent sediment 1,66;<1 13,1; >14 149,6, <0.00001

Betragtes overlevelseskurverne ses en tendens til at overlevelsen i de 14 dage
efter pulseksponeringen faldt hurtigere i de eksponerede grupper end i
kontrollerne og at overlevelsen i grupperne eksponeret til 0,3 pg 1" faldt
hurtigere end grupperne eksponeret til 0,1 ug 1" (Figur 25). Selvom figuren
indikerer en lille forskel i overlevelse mellem grupperne der modtog den
samme pulskoncentration - men som blev overfort til testkamre henholdsvis
med eller uden kontamineret sediment - var forskellen mellem kurverne ikke
signifikant (T'arone-Ware; 0,3 pg I': p=0.808; 0,1 ng 1I": p=0,601).
Overlevelsen var generelt hgj i alle grupper og oversteg 80 % i alle grupper
(Figur 25).

Alle juvenile individer overlevede en times pulseksponering til esfenvalerat
koncentrationer pé op til 0,3 ug 1. Overlevelsen faldt over tid i perioden efter
pulsen, og i modsatning til de voksne individer kunne der detekteres
variationer i median overlevelsestid grupperne imellem allerede et degn efter
pulsen (Kruskal Wallis p-veerdi < 0,001 for alle dage). Overlevelseskurverne
indikerer at overlevelsen faldt hurtigere efter pulsen i de eksponerede grupper
end i kontrol grupperne og at overlevelsen i grupperne eksponeret til 0,3 pg 1"
faldt hurtigere end i grupperne eksponeret til 0,1 pg 1" (Figur 26). Selvom
figuren indikerer en lille forskel 1 overlevelse mellem grupperne der modtog
den samme pulskoncentration - men som blev transporteret til testkamre
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henholdsvis med eller uden kontamineret sediment - var forskellen mellem
kurverne ikke signifikant (Tarone-Ware; 0,3 pg1": p=0,638; 0,1 pg 1™
p=0,184). Gennemsnitlig og median overlevelsestid for hver gruppe,
estimeret udfra overlevelseskurverne, kan ses 1 Tabel 16.

Ved slutningen af forseget var overlevelsen i kontrollen og acetonekontrollen
pa henholdsvis 74 og 76 %, mens overlevelsen i grupperne eksponeret til 0,1
ug I var 24% (rent sediment) og 14 % (kontamineret sediment). I grupperne
eksponeret til 0,3 pg 1" var overlevelsen pa henholdsvis 0 % (kontamineret
sediment) og 2% (rent sediment).

Opverlevelsen faldt hurtigere i alle eksponeringsgrupper hos de juvenile end
hos de voksne individer, og trods sma forskelle var der ogsa signifikante
forskelle i overlevelsen mellem juveline og voksne i kontrol- og
acetonekontrolgrupperne (Tabel 16).
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Dage efter puls
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FiGur 25. OVERLEVELSE AF VOKSNE INDIVIDER AF G. PULEX UDSAT FOR EN 1-TIMES PULS AF
ESFENVALERAT.
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FIGUR 26. OVERLEVELSE AF JUVENILE INDIVIDER AF G. PULEX UDSAT FOR EN 1-TIMES PULS AF
ESFENVALERAT.



4.5.4 Effekt pa reproducerende par og deres afkom

I dette forseg undersogtes effekten af en kort puls af esfenvalerat pa
reproduktionsadfeerden hos voksne G. pulex. Fjorten sammenhaengende par af
G. pulex, alle med en @gbaerende hun, blev eksponeret til hver en 1-times puls
af folgende testkoncentrationer: 0, 0,05, 0,1 og 0,3 pl™".
Eksponeringsproceduren var den samme som beskrevet under tidligere
eksperimenter. Efter eksponering blev hvert par placeret individuelt 1
testkamre og overlevelsen af de voksne og deres afkom observeret over en
periode pa to uger. Juvenile der blev frigivet fra de gravide hunner under
eksponeringen og den efterfolgende observationsperiode blev talt og
opbevaret separat. Afkommet blev isoleret for at undga praedation fra de
voksne under forsgget.

Under den 1-times pulseksponering frigav hunnerne et stort antal befrugtet
afkom (Tabel 17).

TABEL 17. OVERSIGT OVER ANTAL UNGER FRIGIVET UNDER EKSPONERING, PROCENT UNGER
OBSERVERET VED FORS@GETS SLUTNING, ANTAL OVERLEVENDE VOKSNE (HUNNER + HANNER), SAMT
ANTAL GENDANNEDE PAR AF 14 MULIGE.

Koncentrati Antal unger % levende unger  Antal levende voksne 15 Antal

on (ugl") frigivet under ved ekspone- dage efter eksponerin- gendan-
eksponering ringens opher gen (hunner, hanner) nede par

o 12 100 6,14 1

0,05 129 89 2,7 o

0,1 142 89 3, 4 o

0,3 114 49 2,0 o

Den procentvise overlevelse hos de unger der blev frigivet under
pulseksponeringen var faldende med stigende koncentration (Figur 27).
Overlevelsen af afkommet fortsatte med at falde over tid under den to uger
lange observationsperiode i rent vand og var afhaengig af pulskoncentrationen.
Parrede voksne var relativt sensitive overfor esfenvalerat (sammenlignet med
tidligere studier af ikke-parrede voksne) og overlevelsen ved den hojeste
koncentration (0,3 pg1") var meget lav for bade hanner og hunner (Figur 28).
Hertil kommer, at overlevelsen hos hunnerne var faldende over tid og ca. halvt
s stor som hos hannerne ved slutningen af den to uger lange
observationsperiode, og dette forhold gjorde sig ligeledes geeldende i
kontrollen (Tabel 17).

1008—c—6—0 o— o
o 80
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FIGUR 27. OVERLEVELSE AF UNGER FRIGIVET EFTER EN 1-TIMES PULSEKSPONERING AF FORZELDRENE VED
FOLGENDE KONCENTRATIONSNIVEAUER AF ESFENVALERAT: O, 0,05, 0,1 OG 0,3 UG L.
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Ingen par i de eksponerede grupper blev gendannet under den to ugers
observationsperiode sammenlignet med kontrollen, hvor 11 ud af 14 par blev
gendannet (Tabel 16). Ligeledes var overlevelsen blandt de juvenile, der blev
produceret under de to uger efter eksponeringen betydeligt lavere i
forsegsgrupperne end i kontrollen (Figur 29).
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FIGUR 28. OVERLEVELSE AF REPRODUCERENDE VOKSNE G. PULEX EFTER EN 1-TIMES PULSEKSPONERING
VED FOLGENDE KONCENTRATIONSNIVEAUER AF ESFENVALERAT: O, 0,05, 0,1 OG 0,3 UG L.
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FiGur 29. ANTAL OVERLEVENDE UNGER PRODUCERET AF VOKSNE INDIVIDER AF G. PULEX OVER EN
PERIODE PA TO UGER EFTER EN 1-TIMES PULSEKSPONERING TIL ESFENVALERAT VED FGLGENDE

KONCENTRATIONSNIVEAUER: O, 0,05, 0,1 OG 0,3 UG L.

4.5.5 Effekt pa nyfedte

Da det forgaende forsegt afslerede en relativ hej dedelighed blandt de unger,
der var blevet frigivet af den tidligere eksponerede moder, blev dette forseg
udfert for at undersege nyfedte individers sensitivitet overfor en Kortvarig puls
af esfenvalerat. Halvtreds nyligt frigivede juvenile (kropsleengde = 1-2 mm)
pr. testgruppe blev eksponeret til en 1-times puls af hver af folgende
koncentrationer: 0, 0,05, 0,1 og 0,3 ul" og overlevelsen observeret over en



periode pa en uge. Der blev ikke anvendt replikater, idet alle individer fra hver
koncentration blev holdt i et enkelt testkammer. Under observationsperioden
blev de juvenile fodret med faekalier produceret af voksne fra kulturakvarierne.

Overlevelsen blandt nyfedte eksponeret for en 1-times puls af esfenvalerat
faldt med stigende koncentration i ugen efter eksponering (Tarone-Ware Log-
rank Test, ¥°=138,2, P<0,00001; Figur 30). Den gennemsnitlige
overlevelsestid var: 6,8 dage (kontrol), 5,1 dage (0,05ug 1" gruppe), 3,5 dage

(0,1 pg I gruppe) og 2,3 dage (0,3 ugI" gruppe).
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FIGuRr 30. OVERLEVELSE AF NYLIGT PRODUCEREDE JUVENILE G PULEX EFTER EN 1-TIMES
PULSEKSPONERING TIL ESFENVALERAT VED FOLGENDE KONCENTRATIONSNIVEAUER!: O, 0,05, 0,1 OG 0,3 UG
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4.5.6 Effekt pa parringsadfeaerd og efterfolgende reproduktion

I modseaetning til tidligere beskrevne eksperimenter relateret til G. pulex’s
reproduktive adferd, blev dette forsgg udfert med par af G. pulex hvor
hunnerne endnu ikke var blevet befrugtet og derfor endnu ikke bar juvenile pa
maven. Ti prekopulative par per testgruppe blev forsigtigt adskilt efter
metoden beskrevet af Malbouisson (1995), idet det sammenhaengende par
blev lagt pa et filterpapir indtil hannen gav slip pa hunnen. Hanner og hunner
blev herefter individuelt eksponeret til en 1-times puls af hver af felgende
koncentrationer: 0, 0,05, 0,1, 0,3 og 0,6 pl'l. Kropslengden hos hannerne
varierede mellem 10-15 mm mens kropslengden hos hunnerne varierede
mellem 9-12 mm. Efter eksponering blev dyrene skyllet i rent vand og placeret
1 testkamre med den samme partner som for adskillelsen. Overlevelse, tid til
evt. gendannelse af par, samt den procentvise gendannelse af par blev herefter
observeret over en periode pa to uger. Antallet af juvenile produceret per
reproducerende hun blev ligeledes noteret. Juvenile og dede individer blev
straks fjernet fra testkamrene. Par hvor en af parterne dede i lobet af
observationsperioden blev ikke anvendt i den endelige dataanalyse.

Under den 1-times eksponeringspuls blev de fleste af individerne i de tre
hgjeste koncentrationsgrupper immobile og forblev liggende pa bunden af
eksponeringskamrene. Denne effekt fortsatte et par dage efter eksponeringen.
Til trods for den relativt store starrelsesforskel kennene imellem, blev der ikke
observeret nogen statistisk signifikans i overlevelsen mellem hanner og hunner
(Tarone-Ware Log-rank test x°<0,07 og P>0,78 for alle koncentrationer).
Tretten dage efter pulseksponeringen var overlevelsen pa 95 og 100% i
henholdsvis kontrollen og acetonekontrollen, hvorimod overlevelsen kun var
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pa 60% i den hejeste eksponeringsgruppe (0,6 pg 1"). For begge kon viste 0,1
ug I gruppen en lavere overlevelse end 0,3 pg I'gruppen. Den gennemsnitlige
overlevelsestid var: 17,4 dage (kontrol), 13,0 dage (acetone), 11,8 dage (0,05
pg 1", 12,7 dage (0,1 ngl1"), 12,2 dage (0,3 ugl"), og 10,9 dage (0,6 ng 1)
(Figur 31).
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FIGUR 31. OVERLEVELSE AF REPRODUCERENDE VOKSNE G. PULEX FORSTYRRET FRA PRECOPULA VED
SEPARATION OG PULSEKSPONERING (1 TIME) TIL ESFENVALERAT VED FOLGENDE KONCENTRATIONER: O,
0,05, 0,1, 0,3 0G 0,6 UG L. DER BLEV DESUDEN ANVENDT EN ACETONEKONTROL. JVERST: HUNNER;

NEDERST: HANNER.

Efter to dage var 60% af de overlevende par i bade kontrollen og
acetonekontrollen gendannet. Til sammenligning tog det ca. seks gange sa
lang tid (12 dage) for de forstyrrede par, der havde veret eksponeret til
esfenvalerat, blev gendannet. Eksponeringskoncentrationen havde en
signifikant effekt pa den tid det tog for parrene at blive gendannet (Tarone-
Ware Log-rank test 3’=16,29 og P=0,006). Det bor dog noteres, at tiden til
gendannelse af par i de hgjeste eksponeringsgrupper er baseret pa faerre
individer, idet overlevelsen var faldende med stigende koncentrationer (Tabel

18).



TABEL 18. VARIGHED FOR GENETABLERING AF PRECOPULA, PROCENT HUNNER SOM
REPRODUCEREDE OG GENNEMSNITLIGT ANTAL AFKOM ER HUN EFTER PULSEKSPONERING TIL
ESFENVALERAT.

Grupper Gennemsnitlige tid til % reproducerende Gennemsnitlig (+
gendannelse af par hunner 13 dage efter SD) antal unger pr
(dage) eksponering hun
Kontrol 4,5 8o 16,1 (3,46)
Acetone 7.4 8o 13,4 (5,59)
0,05 ug I’ 6,9 60 10 (3,03)
o1 ugl 14,9 16,7 10 (8,49)
o3ugl 12,2 25 15 (7,21)
o6pgl 12,3 33,3 8,5 (3,54)

Eksponering til en kortvarig puls af esfenvalerat havde en signifikant effekt pa
antallet af juvenile, der blev produceret i perioden efter pulsen (Figur 32).
Hos alle hunnerne havde esfenvalerat en signifikant effekt pa antallet af
juvenile produceret efter eksponering (Kruskal-Wallis Test, P=0,002).
Kontrolgruppen producerede signifikant flere juvenile end 0,1 pg 1" gruppen
og 0,6 pg 1" gruppen, men ikke 0,3 pg 1" gruppen. Betragter man udelukkende
de ynglende hunner vil esfenvalerats effekt pa antallet af producerede juvenile
derimod veere marginal signifikant (Kruskal-Wallis Test, ’=0,09). Dette
indikerer at effekten pa reproduktionen formentlig kan tilskrives det lavere
antal reproducerende hunner.
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FiGur 32. GENNEMSNITLIGE ANTAL UNGER PRODUCERET AF GENDANNEDE PAR | DE FORSKELLIGE
EKSPONERINGSGRUPPER.

Det storste antal juvenile (total = 133 individer produceret af 8 hunner) blev
fundet i kontrolgruppen, hvilket kan forklares med en hgj overlevelse samt
hurtig genparring blandt de voksne. Til sammenligning blev der fundet
faerrest juvenile i 0,6 ug 1" gruppen (total = 17 individer produceret af 2
hunner). Antallet af juvenile produceret pr. ynglende hun varierede fra 4 (0,1
ug 1" gruppen) til 25 (acetone gruppen). Det ber noteres, at antallet af
juvenile fundet i hver gruppe kan veere en smule underestimeret grundet
pradation fra de voksne.

4.5.7 Effekt af ugentlige eksponeringer til korte pulser

Dette forseg blev udfert for at undersege effekten af gentagende pulser af 1
times varighed ved koncentrationerne: 0 og 0,1 ul” pa parringsadfeerden hos
G. pulex. Der blev anvendst tre replikater af fem par voksne (kropslengde =
10-14 mm) individer af G. pulex per testgruppe. Testgruppe A blev udsat for
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tre pulseksponeringer (1 hver uge i tre uger), testgruppe B blev udsat for 2
pulseksponeringer (1 hver uge i de to forste uger) mens testgruppe C blev
udsat for en enkelt pulseksponering (1 i den ferste uge). Kontrolgruppen fik
maksimal stressbehandling som testgruppe A, dvs. tre eksponeringer, blot
med den forskel at eksponeringen foregik i rent vand.
Eksponeringsproceduren var som tidligere beskrevet, idet parrene blev
eksponeret i glasbeholdere og efterfolgende skyllet og overfort til testkamre
med rent vand. Dyrene var aldrig foedebegrensede, idet de blev foderet
regelmeessigt med bladskiver. Under den tre ugers forsegsperiode blev
overlevelse og gendannelse af parrene noteret.

Den hgjeste overlevelse efter tre uger blev observeret i kontrollen (77 %),
mens den laveste overlevelse blev observeret i testgruppe A (60 %), der havde
veeret udsat for tre pulseksponeringer (Figur 33). I testgruppe B, der havde
veeret udsat for to pulser, var overlevelsen 70 %, mens testgruppe C, der
havde veaeret udsat for en enkelt puls, sluttede med en overlevelse pa 73 %.
Gendannelsen af par var generelt lav i alle testgrupper efter forste
eksponering, hvilket antyder, at de fleste par allerede havde reproduceret og
derfor ikke behovede at gendannes.
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FIGur 33. OVERLEVELSE AF G. PULEX PAR UDSAT FOR EN UGENTLIG 1-TIMES PULSEKSPONERING AF
ESFENVALERAT (O,'IMG Lr‘). PILENE ANGIVER EKSPONERINGSTIDSPUNKTERNE. A BLEV UDSAT FOR TRE
PULSEKSPONERINGER ('I HVER UGE | TRE UGER), B BLEV UDSAT FOR 2 PULSEKSPONERINGER ('I HVER UGE
| DE TO FOQRSTE UGER) MENS C BLEV UDSAT FOR EN ENKELT PULSEKSPONERING ('I | DEN FOQRSTE UGE).

4.6 LIVSCYKLUSEFFEKTER HOS CH/RONOMUS RIPARIUS

400 larver fra henholdsvis en finsk og en engelsk kultur af Chironomus riparius
blev anvendt til start af egen kultur. Kultiveringsteknikken fulgte generelt
OECD Guidelines for the Testing of Chemicals (Proposal for a New
Guideline 219). Saledes blev larverne holdt i kulturbure med folgende
dimensioner: hgjde = 40 cm, leengde = 34 cm, bredde = 20 cm, hvor bunden
blev forsynet med et ca. 3 cm tykt lag kunstigt sediment fremstillet efter
OECD’s anvisning herfor. Vandet bestod af afboblet hanevand i1 en dybde pa
ca. 6 cm og der blev tilfert luft og omrering i vandsejlen ved hjelp af en svag
gennemboblinge. Toppen af kulturburene bestod af en aftagelig sveermekasse
fremstillet af myggenet med en maskestorrelse pd 1mm. Dyrene blev holdt
ved 20°C og kunstige lysforhold (12 timers lys: 12 timers morke) med en
lysintensitet pa ca. 1000 lux. Foderet bestod almindeligt fiskefoder



(TetraMin) knust og oplest i vand ved forholdet: 1 gram fiskefoder/20 ml
vand. I henhold til OECD’s guideline anbefales sma larver en fodermaengde
pa ca. 0,25-0,5mg/dag mens store larver kraever ca. 0,5-1 mg/dag for at opna
optimale veaekstbetingelser. Producerede egsaekke blev hostet dagligt og den
eksakte leeggedato noteret, idet de herefter blev overfort til petriskale.

Anvendt statistik er anfert i Bilag C.
4.6.1 Eksponering til en 1-times puls (uden sediment)

Forseoget havde til formal at undersgge effekten af en kortvarig puls af
esfenvalerat ved et koncentrationsniveau pa 0,2ug 1. Seks gsakke med
samme alder (+ 1 degn) fra egen laboratoriekultur blev isoleret i en petriskal.
En uge senere blev det enskede antal larver udtaget og eksponeret i
glasbeholdere med et vandvolumen pa 0,5 liter. Der blev anvendt 4 replikater
af 30 dyr pr. testkammer fordelt pa tre forsegsgruppe. Forsggsgrupperne var
omfattede: en kontrolgruppe; en testgruppe eksponeret til en 1-times puls pa
0,2ug I'" og overfort til testkamre med rent sediment; samt en testgruppe
eksponeret til en 1-times puls pa 0,2ug 1" og overfort til testkamre med

sediment der ligeledes havde vaeret kontamineret til en 1-times puls pa 0,2ug I
1

Efter endt eksponering blev dyrene med automatpipette overfort til et storre
kar med en stort vandvolumen, for at undgé overforsel af pesticidrester.
Herfra blev dyrene atter ved hjeelp af automatpipette overfort til de respektive
forsegskamre. Testkamrene malte 7 cm i diameter og 4 cm i hgjden og blev
tilfert 20 ml kunstigt sediment og 100 ml gennemboblet hanevand. 30
individer i hvert forsegskammer gav en tzthed pa: 1 individ/ 1,3 cm’. Hvert
testkammer blev forsynet med et aftageligt lag, hvis top bestod af myggenet, til
opsamling af kleekkede individer. Der blev fodret svarende til et niveau pa 0,5
mg/larve/dag.

Efterfolgende blev forsegskamrene observeret i en periode pa 39 dage med
henblik pa bestemmelse af folgende effektparametre:

e tid til klekning

e antal og kensfordeling af feerdigudviklede og svermende individer
e reproduktion fra svermende individer (antal producerede ag)

e klekningssucces af lagte &g

Antal og ken af kleekkede individer i hvert testkammer blev dagligt noteret og
de feerdigudviklede individer blev straks overfert til sveermebure med folgende
dimensioner: hgjde = 20 cm, leengde = 34 cm, bredde = 20 cm.
Svaermeburene indeholdt ligeledes en vandfyldt petriskal til opsamling af
egsekke. Alle feerdigudviklede individer tilherende den samme forsegsgruppe
blev, uathaengigt af replikat, overfort til det samme svermebur. Dette var for
at sikre et tilstreekkeligt stort antal individer pr. sveermebur til at reproduktion
kunne forega. Manglen pa replikater som folge af denne forsggsopstilling
beted, at det ikke var muligt at udfere en statistisk analyse pa de opndede
reproduktionsdata. Ved forsggets afslutning blev sedimentet i samtlige
testkamre sigtet for at bestemme antallet af evt. ukleekkede larver og pupper.

Figur 34 viser den procentvise kumulative andel af alle kleekkede individer 1

forsegsperioden, idet hver kurve repraesenter bade hanner og hunner. Den
hojeste andel af kleekkede individer over tid blev observeret i kontrolgruppen
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(ca. 50%), mens den laveste andel blev fundet i gruppen med kontamineret
sediment (ca. 12%).

Eksponering til esfenvalerat reducerede tiden til klaekning i bade gruppen med
rent og kontamineret sediment (Tabel 19). Generelt var hunnerne leengere tid
om at klaeekke end hannerne. Selvom der ikke var signifikans i interaktion
mellem esfenvalerat og ken, indikerede separate parvise sammenligninger af
hver gruppe, at det kun var i kontrolgruppen at kleekningstiden hos hunner
var signifikant leengere end hanner (ANOVA; kontrol: P=0,001; rent
sediment: P=0,88; esfenvalerat sediment: P=0,22). Median kleekningstid er
vist 1 Tabel 20. Klekningstiden blev reduceret for bade hanner og hunner ved
pulseksponering til esfenvalerat, men effekten var sterre pd hunner end pa
hanner. Eksponering til esfenvalerat havde ogsd en markant effekt pa det
totale antal af voksne der kleekkede (‘T'abel 20; Pearson Chi-square = 49,44,
df=2, P << 0,001). Dette forhold var geeldende for bade gruppen holdt i rent
og kontamineret sediment efter pulseksponeringen.
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FIGUR 34. PROCENTVISE KUMULATIVE ANDEL AF ALLE KLEKKEDE INDIVIDER OVER EN FORS@GSPERIODE
PA 39 DAGE.

TABEL 19. EFFEKT AF ESFENVALERAT OG K@N PA TID TIL KLEKNING HOS CH/IRONOMUS RIPARIUS.
INTERAKTIONEN MELLEM ESFENVALERAT OG K@N VAR IKKE SIGNIFIKANT (P=O,50) OG EN
REDUCERET MODEL, UDEN INTERAKTION, BLEV ANVENDT.

Effekt df F P
Esfenvalerat 2 7,22 0,001
Kgn 1 9,94 0,002
Error 88

Det totale antal @g produceret af kontrolgruppen var 1180, 164 g blev
produceret af gruppen holdt i rent sediment efter eksponeringen, mens der
blev produceret 472 &g af gruppen holdt i kontamineret sediment efter
eksponeringen. Af disse kleekkede 835 succesfuldt i kontrolgruppen (70,1%),
122 1 gruppen med rent sediment (74,4%) og 319 i gruppen med
kontamineret sediment (67,6%).



TABEL 20. MEDIAN TID TIL KLEKNING OG TOTAL ANTAL KLEKKEDE VOKSNE INDIVIDER AF
CHIRONOMUS RIPARIUS.

Kontrol Rent Sediment Esfenvalerat
Sediment
Median kleekningstid (dage)
Hanner 33 29 29,5
Hunner 37 30,5 32
Total antal kleekkede individer
Hanner 37 15 4
Hunner 21 4 1
Total 58 19 15
Procent 64,4 21,1 16,7

4.6.2 Eksponering til en 1-times puls (med sediment)

Da den mest realistiske eksponeringsvej for den sedimentlevende organisme
C. riparius formodes at foregd gennem sedimentet blev testorganismerne i
dette forseg pulseksponeret mens de befandt sig i sedimentet, modsat i
ovenstiaende forseg, hvor testorganismerne blev pulseksponeret udenfor
sedimentet.

Foruden bestemmelse af effekten af en kortvarig puls til esfenvalerat ved et
koncentrationsniveau pa 0,2 ug 1" havde dette forsog til formal at undersoge
betydningen af populationsteetheden 1 testkamrene. Fra egen laboratoriekultur
blev udtaget 6 a2gsaekke med samme alder (1 degn). Disse blev isoleret i en
petriskal og en uge senere blev 600 larver udtaget og fordelt i folgende
forsegsgrupper af hver 10 replikater: en kontrolgruppe med en taethed pa 1
larve pr. 5 cm’, en testgruppe med en tethed pa 1 larve pr. S cm’ eksponeret
til en 1-times puls esfenvalerat (0,2 pg 1I'); en kontrolgruppe med en tzethed pa
1 larve pr. 2,5 cm’, en testgruppe med en tethed pa 1 larve pr. 2,5 cm’
eksponeret til en 1-times puls esfenvalerat (0,2 pg 1"). Pulseksponeringen af
testorganismerne foregik forst et dogn efter, at larverne var blevet introduceret
til de respektive testkamre indeholdende kunstigt sediment og gennemboblet
hanevand i volumenforholdet (1:5). Herved havde larverne faet lejlighed til at
grave sig ned i sedimentet inden selve eksponeringen. Testkamrene malte 8
cm i diameter og 4 cm i hgjden. Ligesom i det foregaende forsgg blev hvert
testkammer forsynet med et aftageligt 1ag til opsamling af klaekkede individer.
Der blev foderet svarende til et niveau pa 0,25 mg/larve/dag.

Herefter fulgte forseget den samme procedure som beskrevet under forsgget
med eksponering udenfor sedimentet, idet der blev testet for de samme
endpoints, samt betydningen af individteetheden i testkamrene. Dette forseg
blev kert over en periode pa 44 dage.

Figur 35 viser den procentvise kumulative andel af alle kleekkede individer 1
forsegsperioden, idet hver kurve repraesenter bade hanner og hunner. Den
hgjeste andel af kKleekkede C. riparius blev observeret i kontrolgruppen med lav
individteethed, hvor hele 93% af de tilforte testorganismer var Klaekket ved
forspgets afslutning efter 44 dage. Den laveste andel (57%) af klaekkede C.
riparius blev fundet i gruppen med hej individteethed eksponeret til 0,2 pg 1.

71



72

(@]
o

—6— Kontrol lav
—o—Kontam. Lav
—>— Kontrol hgj
—A— Kontam. hgj

P (o]
o o

N
o

Kleekkede individer - %

o

Alder - dage

FiGur 35. PROCENTVISE KUMULATIVE ANDEL AF ALLE KLAEKKEDE INDIVIDER OVER EN
FORS@GSPERIODEN PA 44 DAGE.

Hos hanner havde esfenvalerat eksponering en reducerende effekt pa tid til
kleekning, mens stigende individteethed havde en egende effekt pa tid til
kleekning (Tabel 21). Hos hunner var der ingen effekt af
esfenvalerateksponering pa tid til klekning, mens stigende individtethed
havde en signifikant ggende effekt pa tid til kleekning. Bade i kontrol og
esfenvalerat eksponerede grupper, og ved bade lave og heje individtetheder,
blev der hos hunnerne observeret en signifikant leengere tid til kleekning end

hos hannerne (p<0,001 for alle tests).

TABLE 21. EFFEKT AF ESFENVALERAT OG TATHED PA TID TIL KLEKNING HOS CH/IRONOMUS
RIPARIUS. HVERKEN FOR HANNER ELLER HUNNER VAR INTERAKTIONEN MELLEM ESFENVALERAT OG
TATHEDEN SIGNIFIKANT (HANNER; P=0,685, HUNNER; P=0,241).

Kgn Effekt Df F P

Hanner Esfenvalerat 1 8,69 0,004
Teethed 1 102.50 <0,001
Error 215

Hunner Esfenvalerat 1 0,031 0,86
Teethed 1 86,13 <0,001
Error 190

Tiden til 50% af individerne klaekkede og det totale antal af kleekkede individer
1 forsggsperioden pa 44 dage er vist i Tabel 22. Individteetheden havde en
signifikant og negativ effekt pa kleekningssuccesen af larver i bade kontrollen
(Pearson Chi-square=24,02; P < 0,001) og gruppen eksponeret til
esfenvalerat (Pearson Chi-square=24,10; P < 0,001). Derimod havde
esfenvalerat ingen signifikant effekt pa den procentvise andel af larver med
klaekningssucces 1 gruppen med lav individteethed (Pearson Chi-square=1,45,
P=0,23) eller i gruppen med hej individteethed (Pearson Chi-square=1,22;
P=0,27).

I Tabel 23 er vist det samlede reproduktive output i de forskellige grupper
over den 44 dage lange forsegsperiode. Hverken eksponering til esfenvalerat
eller individteethed havde en signifikant effekt pa eegproduktionen
(Esfenvalerat: df=1,4; F=0,31; P=0,61; T=thed: df=1,4; F=1,86; P=0,24;
esfenvalerat x Teethed: df=1,4; F=0,99; P=0,38). Ligeledes blev der heller
ikke observeret nogen signifikant effekt pa antallet af unger der klaekkede
(esfenvalerat: df=1,4; F=0,03; P=0,87; Tathed: df=1,4; F=0,42; P=0,55;
esfenvalerat x Teethed: df=1,4; F=0,96; P=0,38). Den gennemsnitlige
Klaekningssucces af aeggene var for alle grupper 77% (£11,25=SD).



TABEL 22. MEDIAN KLEKNINGSTID OG ANTAL KLEKKEDE VOKSNE INDIVIDER AF CHIRONOMUS
RIPARIUS VED 1 LARVE PR. § CM’ OG 1 LARVE PR. 2.5 o™’

Median kleekningstid (dage)

Kontrol Esfenvalerat

Teethed 1 larve 1 larve pr. 1 larve pr. 1 larve pr.
pr.5cm’ 2,5¢cm’ 5cm’ 2,5cm’
Hanner 29 35 28 32
Hunner 34 42 35 40
Total antal kleekkede individer
Kontrol Esfenvalerat
10 20 10 20

Hanner 49 64 37 68
Hunner 44 52 51 46
Total 93 118 88 114
Procent 93 64,5 88 57
klekkesucces

TABEL 23. REPRODUKTIVE OUTPUT FRA CH/IRONOMUS RIPARIUS VED 1 LARVE PR. 5 CM’ OG 1 LARVE
PR. 2.5 cM’. KLEKKEDE INDIVIDER FRA REPLIKAT 1-5 OG REPLIKAT 6-10 BLEV PULJET FOR AT SIKRE
TILSTRAKKELIGT ANTAL VOKSNE INDIVIDER TIL REPRODUKTION.

Total antal g (overlevende aftkom)

Kontrol Esfenvalerat
1 larve pr. 1 larve pr. 1 larve pr. 1 larve pr.
5cm’ 2,5cm’ 5cm’ 2,5 cm’
Rep.1-5 1142 (932) 801 (676) 1678 (1368) 1163 (956)
Rep. 6 - 10 1804 (1356) 1011 (832) 1056 (533) 1395 (1105)

4.7 DRIFT HOS INVERTEBRATER EFTER PESTICIDEKSPONERING

En sammenligning af felsomheden af forskellige effektparametre i test med
pesticider i kunstige vandleb har vist, at forgget drift (korttidsrespons) af
insektlarver og gammarider generelt er mere folsom end reduktion i abundans
(langtidsresponse) (Mghlenberg et al. 2001). I vandleb er drift en naturlig
adfeerd hos bundlevende krebsdyr og insektlarver, der knytter sig til
spredning, fodesagning og forplantning. Ved ugunstige forhold f.eks. som
folge af torke og forekomst af toksiske stoffer sa som pesticider kan der
udleses katastrofedrift i invertebratbestandene. Denne drift kan dels vaere
udtryk for en aktiv response for ugunstige forhold eller den kan skyldes en
narkotisk virkning af et pesticid og en folgende passiv transport med
strgmmen.

Under normale forhold kan 1-5 % af en population veere i drift pa et givet
tidspunkt. Hvis bunddyrene udsattes for insekticider som lindan, permetrin
oa. gges driftraten, i enkelte tilfzelde med op til 10000 % (Mghlenberg et al.
2001). Generelt kan drift og endring i abundans opfattes som reciprokke
processer, idet gget drift fra et omrade vil fore til reduktion i abundans.

I projektet er der undersegt for pesticiders effekt pa drift hos krebsdyr og
insektlarver, dels under laboratorieforhold 1 sma systemer (recirkulerende
strgomrender) dels under under ’semi-naturlige” forhold i kunstige vandleb
uden recirkulering

4.7.1 Drift i recirkulerende stremrender
I eksperimenterne anvendtes 16 stromakvarier placeret i termorum (Fig. 36).

Akvarierne er fremstillet i en blanding af transparent, lys og merk grd, Smm
tyk akryl, bukket i form under opvarmning og samlet ved svejsning med
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akryltrad. Akvarierne er 1m lange, 20cm brede og adskilt i to parallelle render
med en 80cm lang midtervaeg. Vandstrommen genereres af en cylinder i PVC
med en diameter pa 11cm. Ydervaeggen er 7,5c¢cm hgj og under forsggene er
vanddybden 5cm ved 10 L vand, hvorved cylinderen stikker 2,5-3 cm ned 1
vandet. Stromhastigheden i systemerne bestemmes af
omdrejningshastigeheden af cylinder, der styres af 2 frekvensregulerede
motorer, som hver er koblet til 8 streamrender

FIGUR 36. TO AF DE 16 STROMAKVARIER. UNDER FORS@G TILSATTES KVARTSGRUS OG
KONDITIONEREDE BLADE SOM SUBSTRAT FOR INVERTEBRATERNE | RENDEN MODSAT DEN
ROTERENDE CYLINDER

I forsegene anvendtes minimum 10 individer per art per stremakvarium. Et
degn inden et forseg blev stremakvarierne fyldt med filtreret 4vand, der
placeredes 200 g kvartsgrus (5 mm) i renden modsat det roterende hjul over
en streekning pa 45 cm. Der placeredes yderlige 10 “konditionerede” blade
(elm, el, eg) fra en beholder med avand. Bladene blev fastholdt med sten.
Dyrene blev tilsat og vandstrommen indstillet til 9-10 cm s (fri hastighed ved
overfladen). Efter 24 timer vil hovedparten af dyrene sidde i eller pa
blade/grus. Dyrenes placering (indenfor og udenfor grus) og aktivitet
noteredes kontinuerligt indtil 40 min. Herefter tilsattes pesticidet (oplest i
acetone for tungtopleselige pesticider) 1 koncentrationer fastlagt ved
indledende forseg og dyrenes placering og aktivitet noteres igen kontinuerligt
indtil 90 min og derefter over en 15 min periode hver 24. time indtil 96 timer.
Ved hver registrering (ca. 4-5 gange i minuttet) noteres dyrenes placering (pa
streekning udenfor sten). Aktiviteten udenfor afsnittet med sten inddeles i:

1. Opstrems migration
2. Drift (nedstrems)

3. Anden bevagelse

4. Inaktivitet

Intensiteten i opteellingen varierede mellem 2-6 gange per 5 min periode
afhaengig af antal stromakvarier i et forsgg og iser af dyrenes art og storrelse.
For at undga eventuelle bias blev observationerne midlet over 5 min
intervaller.

Hver forsegsserie gennemfortes med minimum 2 kontrolrender og et
varierende antal eksponeringsrender (6-14). I de tilfzelde hvor det var
neodvendigt at oplese pesticidet i acetone (esfenvalerat, deltamethrin,
pendimethalin, azoxystrobin) blev der tilsat acetone i samme koncentration i
alle stromrender. Temperaturen under forsgget blev afpasset til arstiden og in
sttu temperaturen (6-15 °C). Der anvendtes temperaturer indenfor intervallet
7-12°C.

Driftraten blev udtrykt i procent af aktive (og observerbare) individer:



= D -100
# D+#OP+# AB

%

hvor #D = antal levende individer i drift, #OP = antal individer under
optrems migration, #AB = antal individer der viste andre aktivitetsmeonstre
eller kunne observeres som levende.

I stedet for at basere beregningerne pa det totale antal tilsatte dyr i
stromrenderne sikrede denne beregning, at dede og inaktive (evt.
paralyserede) individer ikke indgik. Ulempen ved fremgangsmaden var dog en
storre relativ variation fordi “neevneren” (summen af #D, #OP og #AB) var
variabel og ofte vaesentlig lavere end det tilsatte antal dyr (10).

Bindingen af pesticider til overflader i stremakvarier kan mindske
eksponeringen. Adsorptionen af esfenvalerat (som har den hejeste Kd af de
undersggte pesticider) blev undersegt ved hjeelp af radioaktivt meerket
esfenvalerat. Tabet blev bestemt til at veere mellem 20-30% over en time, som
var den normale forsggsvarighed (Figur 37). Vi antog derfor, at de nominelle
koncentrationer gav et deekkende udtryk for de reelle koncentrationer under
forsegene.
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FiGur 37- TIDSLIG VARIATION | KONCENTRATIONEN AF RADIOAKTIVT ESFENVALERAT GENNEM 60
MIN | STROMRENDE.

Driftrespons blev undersogt hos Gammarus sp., Asellus, Baetis, Leuctra,
Hydropsyche, efter eksponering til pesticiderne pendimethalin, pirimicarb,
azoxystrobin, deltamethrin samt esfenvalerate (Tabel 24). Sidstneevnte blev
undersggt som rent kemisk stof og 1 handelsproduktet Sumi-alpha, som
indeholder detergenter og hjelpestoffer i ikke offentliggjort koncentration og
art.

TABEL 24. OVERSIGT OVER GENNEMF@RTE FORS@G MED DRIFTRESPONS (OG TOKSICITET) |
RECIRKULERENDE VANDSL@BSRENDER.

Pesticid Organismer

Pendimentalin Gammarus, Asellus

Pirimicarb Gammarus, Baetis, Leuctra, Hydropsyche, Asellus
Azoxystrobin Gammarus, Asellus

Esfenvalerat Gammarus, Baetis, Hydropsyche, Leuctra, Asellus
Sumi-alfa (Esfenv.) Gammarus, Baetis, Hydropsyche, Leuctra, Asellus
Delta-methrin Gammarus

Undersogelserne viste, at kun pyrethroiderne (esfenvalerat og deltamethrin)
udleste drift hos krebsdyrene og insektlarverne (Fig. 38 - 40), mens ingen af
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herbiciderne, fungicidet azoxystrobin eller insekticidet pirimicarb udleste
flugtrespons (Bilag D).

For esfenvalerat var der foroget drift hos Gammarus ved 0,6 ng 1" 45-90 min
efter tilseetning, mens felsomheden hos Asellus, Baetis og Leuctra var ringere
(typisk 6 ng 1"). Undersogelserne viste ingen drift hos Hydropsyche uanset
koncentration eller art pesticid.
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FIGUR 38. DRIFTRESPONS HOS GAMMARUS OG ASELLUS EKSPONERET TIL ESFENVALERAT |
FORSKELLIGE KONCENTRATIONER. DRIFTEN BLEV KVANTIFICERET 0-40 MIN EFTER TILSATNING AF
ESFENVATERAT (VENSTRE KOLONNE) OG 45-90 EFTER TILSETNING (H@JRE KOLONNE). VARDIERNE
VISER GENNEMSNIT FOR PERIODERNE + 95% KONFIDENSINTERVALLER.
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FIGUR 39. DRIFTRESPONS HOS BAETIS OG LEUCTRA EKSPONERET TIL ESFENVALERAT | FORSKELLIGE
KONCENTRATIONER. DRIFTEN BLEV KVANTIFICERET O-40 MIN EFTER TILSATNING AF ESFENVATERAT
(VENSTRE KOLONNE) OG 45-90 EFTER TILSATNING (H@JRE KOLONNE). VARDIERNE VISER
GENNEMSNIT FOR PERIODERNE £ 95% KONFIDENSINTERVALLER.



Undersogelser med anvendelse af esfenvalerat i det formulerede produkt
Sumi-alfa
viste, at driften hos alle arter udlestes tidligere og ved lavere koncentrationer
end det rene stof (Fig. 40 & 41).
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FiGur 40. DRIFTRESPONS HOS GAMMARUS OG ASELLUS EKSPONERET TIL SUMI-ALFA
(ESFENVALERAT) | FORSKELLIGE KONCENTRATIONER. DRIFTEN BLEV KVANTIFICERET 0-40 MIN EFTER
TILSATNING AF ESFENVATERAT (VENSTRE KOLONNE) OG 45-90 EFTER TILSATNING (HQJRE
KOLONNE). VARDIERNE VISER GENNEMSNIT FOR PERIODERNE * 95% KONFIDENSINTERVALLER.
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FIGUR 41. DRIFTRESPONS HOS BAET/S OG LEUCTRA EKSPONERET TIL SUMI-ALFA (ESFENVALERAT) |
FORSKELLIGE KONCENTRATIONER. DRIFTEN BLEV KVANTIFICERET 0-40 MIN EFTER TILSATNING AF
ESFENVATERAT (VENSTRE KOLONNE) OG 45-Q0 EFTER TILSATNING (H@)JRE KOLONNE). VARDIERNE
VISER GENNEMSNIT FOR PERIODERNE £ 95% KONFIDENSINTERVALLER.
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”No effect concentrationer” (NEC) blev bestemt ved log-lineaer regression (se
ogsa Fig. 7) som skeringen mellem den gverste konfidensgranse for
kontrollen og den nederste konfidensgraense for pesticideksponeringerne (Fig.
42). Ved hgje koncentrationer af pyrethroider skete der ingen yderligere
stigning i driftraten og ved leengerevarende eksponering skete et fald 1
driftraten ved stigende koncentration fordi dyrene blev inaktive (se Fig. 40).
Disse vardier indgik ikke i dosis-respons regressionen. EC,  koncentrationen
blev beregnet udfra dosis-respons regressionen, hvis nedre greense defineredes
af driftraten i kontrolforsegene og den gvre greense af den maksimale driftrate
i det enkelte forsag (se Fig. 42). I eksemplet med esfenvalerat var
kontroldriften 11% og den maksimale driftrate 53% ved 63,5 ng1".
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FIGUR 42. DOSIS-RESPONS RELATION FOR GAMMARUS PULEX EKSPONERET TIL ESFENVALERAT. "NoO
EFFECT CONCENTRATION” (NEC) BESTEMMES VED SKARINGEN AF KONFIDENSGRANSERNE FOR
KONTROLFORS@G OG EKSPONERINGSFORS@G (MARKERET MED PIL).

TABEL 25. EFFEKT AF PYRETHROIDER PA DRIFT HOS GAMMARUS, ASELLUS, BAETIS OG LEUCTRA. "No
EFFECT CONCENTRATION” (NEC) 0G EC,  ANGIVET I NG L" 0-40 MIN OG 45-90 MIN EFTER
EKSPONERINGSSTART. - = KAN IKKE BEREGNES; ND = INGEN DATA.

Pesticid Tid Gammarus Asellus Baetis Leuctra
min NEC EC,, NEC EC,, NEC EC,, NEC EC,,
Esfenvalerat 0-40 1,0 5,8 52 - 9,1 17 81 51
45-90 0,55 3,2 9 68 6,4 14 - -
Sumi-alfa 0-40 0,19 0,29 1,1 8,0 0,77 2,8 0,46 3,6
(esfenvalerat) 45-90 0,16 0,36 0,90 2,9 0,60 1,5 0,80 3,3
Delta-methrin 0-40 3,5 12,2 nd nd nd nd nd nd
45-90 1,6 7,8 nd nd nd nd nd nd

De hgjeste koncentrationer af pyrethroider som ikke udleste forgget drift
(NEC) og EC_ koncentrationerne varierede mellem arter og pesticider og
reduceredes med varighed af eksponering. Gammarus pulex var mest folsom
med en NEC-vardi for esfenvalerat sa lav som 0,55 ng 1" (Tabel 25).
Sammenlignet hermed var insektnymferne Baetis og Leuctra samt Asellus
mindre folsomme med 10-20 gange hojere NEC- og EC, -vaerdier.

Testene med det formulerede produkt af esfenvalerat (Sumi-alfa) viste
markant lavere effektveerdier hos alle arter sammenlignet med det rene stof.
Med undtagelse af EC, -vardien hos Asellus var egningen i folsomhed over tid
begranset, hvilket peger pa en hurtigere effekt og optagelse end i det ikke-
formulerede stof.



4.7.2 Drift under in-situ forhold

Driftrespons hos vandlebsinvertebrater er undersegt for, under og efter
pulseksponering med pyrethroidet esfenvalerat i semi-naturlige
vandlebsrender. Undersggelserne fokuserede hovedsageligt pa krebsdyret
Gammarus pulex men ogsa degnfluen Baetis rhodani og varfluen Sericostoma
personatum indgik i undersggelserne. Under forsegene blev savel
koncentration som varighed varieret for at fa et indblik i driftresponset ved en
reekke realistiske eksponeringsscenarier. Forsggene blev forst gennemfort som
enkeltarts test med G. pulex og derefter med samfund bestaende af alle
ovenstdende arter.

Metode

Undersegelserne blev udfert pA DMU’s udenders vandlebsrende-faciliteter i
Lemming, 8 km nord for Silkeborg. Systemet bestar af 12 vandlebsrender
som konstant fedes med friskt grundvand der hele aret har en temperatur pa
7-8°C (Fig. 43). Inden vandet ledes i renderne fores det ned af en
iltningstrappe og gennem et trykfilter, hvor bl.a. partikler og jern bindes (se
Tabel 26). Fra trykfiltret fores vandet til en fodekasse (50x70x60cm), hvorfra
det, via et rorsystem, fordeles ligeligt til alle 12 render sa de har en konstant
vandfering pa 3,2 1 min". De 12 vandlebsrender er fire meter lange og 10 cm
brede. Faldet pa vandlebsrenderne er indstillet til 1%, hvilket svarer til et
naturligt fald pa strygsekvenser i mindre danske vandleb. Substratet i
vandlebsrenderne er udlagt sdledes at det imiterer en strygsekvens i et mindre
dansk vandlgb med grus og sten samt bladpakker i partierne med stromlee
(Figur 44). Ved den anvendte substratfordeling er vandets gennemsnitlige
opholdstid i renderne 58,2 + 1,3 sekunder og den gennemsnitlige
stromhastighed 0,06 m sek” (Tabel 26). Terminalt i hver vandlebsrende
falder/leber hele vandferingen gennem et driftnet (maskevidde 1mm) som
opfanger alle invertebrater sterre end 1 mm, der fores med stremmen.

Fic. 43. FOTO AF FORS@GSOPSTILLINGEN MED DE 12 VANDL@BSRENDER. DRIFTNETTENE ER
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PLACERET | DE LODRETTE NEDL@BSR@R FORREST | BILLEDET.
TABEL 26. FYSISKE OG KEMISKE PARAMETRER FOR VANDET | RENDERNE

Kemiske parametrer Veerdi/koncentration
NH, 0,009 mg ["
NO, + NO, 2,720 mg I
Total N 2,830 mg I’

PO, 0,003 mg "
Total P 0,003 mg "
Total Fe 0,005 mg "

pH 7.0

Fysiske parametrer

Vandfgring per rende 3,2 | min.”
Vandets gennemsnitlige opholdstid i renderne 58,2 + 1,3 sek.
Gennemsnitlig stramhastighed 0,0637 £ 0,001 m sek.”
Vandtemperatur (range) 6,50-8,19°C

Sével vandlebsrenderne som sedimentet i vandlgbsrenderne blev udskiftet
mellem alle forsggsserier saledes at hver forsggsserie indledtes med at etablere
sedimentet. Forst blev hver vandlgbsrende tilfort 4,5 kg grus (1-3 cm) fordelt
jevnt pa en 3 meter lang straeekning. Gruset var forinden konditioneret 7 dage
i vandlgbsvand for at skabe en naturlig biofilm pa substratet. Efter fordelingen
af gruset blev der udlagt knytnaeve store sten for hver 30. centimeter. Disse
sten blev indsamlet samme dag som etableringen af vandlebsrenderne 1
Hulbzk, et lille vandleb 5 km est for Silkeborg. Inden stenene blev udlagt i
vandlebsrenderne blev de renset for dyr og skidt. Efter udleegningen af sten
blev der i stromlaeet bag hver sten placeret 2 elleblade (Alnus glutinésa (1))
som forinden var konditioneret 5 dage i kildevand ved 10°C. Efter
udlegningen af elleblade blev en Stowaway Tidbit temperatur logger placeret
1 nedstremsenden af substratsstreekningerne. Efter etableringen af substratet
blev et kendt antal invertebrater introduceret umiddelbart opstrems for den
tre meter lange substratsstraekning i alle render. 1,5 time efter introduktionen
af invertebraterne blev driftnettene udskiftet og de opfangede invertebrater
blev reintroducret opstrems for substratsstreekningen.



FIGur 44. FoTo AF DE 3 METER LANGE SUBSTRAT-STREKNINGER BESTAENDE AF GRUS, STEN OG
ELLEBLADE.

Neste formiddag, ca. 20 timer efter introduktionen af invertebraterne, blev
driftnettene skiftet igen og de fangede invertebrater kasseret og indgik dermed
ikke i selve forsgget. Herefter blev driftnettene udskiftet med 45 minutters
intervaller resten af dagen og igen neste formiddag, ca. 20 timer efter
pesticidtilferslen.

Under hver udskiftning blev de opfangede dyr skyllet ud i en hvid fotobakke,
talt og konserveret i ethanol. Forsegene blev afsluttet efter temningen af
driftnettene 20 timer efter pesticidtilferslen. Ved forsggenes afslutning blev
substratet skyllet ud af renderne og tilbageverende invertebrater blev
frafiltreret og talt. De ethanolkonserverede invertebrater blev i laboratoriet
efterfolgende malt, sdledes at deres torvegt kunne bestemmes pa baggrund af
tidligere beskrevne relationer mellem leengden af en given morfologisk enhed
(f.eks. hovedkapsel bredden) og dyrenes torvegt (Zelinka & Marvan, 1976,
Iversen & Jessen, 1977, Friberg et al. 2002). Middel tervegten af G. pulex og

81



32

B. rhodani blev saledes bestemt til hhv. 3,85 + 0,09 mg og 7,24 + 0,63 mg
mens den askefri torvaegt af S. personatum blev bestemt til 5,32 + 0,17 mg.

Esfenvaleratoplesningerne blev fremstillet ved at oplese en given maengde stof
1 10 ml acetone og derefter lave en fortyndingsserie med demineraliseret vand
til de enskede koncentrationer. Koncentrationerne blev fremstillet saledes at
tilseetning af 6 ml oplesning per minut gav den enskede nominelle
koncentration. Fremstillingsmetoden beted at acetonekoncentrationen i
vandlobsrenderne varierede mellem 1,9 x 10° - 7,4 x 10” %.

Efter 1,5 time, og dermed to driftnettemninger, blev pulstilforslen af pesticid
indledt. Pesticidpulsen blev tilfort fra 1,75 liters lavementposer forbundet med
et infusionssaet indstillet til at afgive 6 ml pesticidoplgsning per minut til
opstremsenden af vandlebsrenderne (Fig. 45). Undersogelserne omfattede
scenarier med pulsvarighed pa 30 og 150 minutter og koncentrationen
varierede mellem 0,2 ng 1" og 2 ug 1" (Tabel 27). Undersogelserne blev
gennemfort i seks serier, hvor der 1 hver serie blev gennemfort forsgg med to
pesticidkoncentrationer. Under serierne blev hver af de to
pesticidkoncentrationer tilfort fire vandlgbsrender mens de fire resterende
vandlebsrender ikke blev tilsat pesticid og fungerede som kontrol. Under
enkeltartsforsggene med G. pulex blev der udfert en forsegsserie, hvor 4
vandlebsrender blev tilsat acetone svarende til koncentrationen under
eksponeringen med 2 pg 1" i 30 minutter og 4 vandlobsrender med acetone
koncentrationer som under eksponeringen for 0,0002 ug 1" i 150 minutter. I
modsatning hertil blev der under samfundsforsggene tilsat acetone til
kontrolrenderne under selve forsgget i en koncentration, der svarede til hgjeste
koncentration anvendt i eksperimentelrender.

FiGur 45. DOSERING AF PESTICIDOPL@SNING TIL VANDL@BSRENDER



TABEL 27 UNDERS@GTE EKSPONERINGSSCENARIER

30 minutters 150 minutters 150 minutters
eksponering eksponering eksponering
(G. pulex) (G. pulex) (Samfund)
Koncentrationer 0, 0,002, 0,02, 0,2, 2,0 0, 0,0002, 0, 0,0002, 0,002, 0,02,
(g 0,002 0,2
Antal replikater 4 4 4
kontrol (0): 2x4 kontrol (0): 2x4

Statistisk metode

Data fra driftundersogelserne i de semi-naturlige vandlebsrender analyseres
ved brug af logrank testen fra overlevelsesanalyse (Campbell & Machin,
1990). Denne test sammenligner driftmenstret til forskellige tidspunkter for to
grupper af observationer. Data for de fire render for hver
eksponeringsscenarium er puljet under analysen.

Enkeltartsforsog med G. pulex

Alle eksponeringsscenarierne under enkeltartsforsggene med G. pulex
medferte signifikant foreget drift (Tabel 28 og 29). Under forsegene med 30
minutters eksponering driftede 50% ved en nominel pulskoncentration pa
0,002 pg 1" og 90 % ved 0,02 pg1”, hvorimod alle G. pulex driftede ved
koncentrationer p4 0,2 og 2 pug 1" (Figur 46). Sterrelsen af driftresponset var
saledes koncentrationsafthengigt men ogsa responstiden var Korreleret med
pulskoncentrationen. Saledes var andelen af G. pulex i drift efter fra starten af
pesticideksponeringen og 135 minutter frem signifikant mindre ved 0,002 pg
1" end ved koncentrationerne 0,02, 0,2 og 2 ug 1" under forsegene med 30
minutters eksponering (Tabel 28). Samme forsinkelse af responset blev
observeret ved 0,0002 pg I under forseget med 150 minutters
pesticideksponering (Figur 47 og Tabel 28).
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FiGur 46. AKKUMULERET DRIFT AF G. PULEX UNDER ENKELT ARTSFORS@GENE MED 30 MINUTTERS
ESFENVALERAT EKSPONERING. DEN AKKUMULEREDE DRIFT ER AFBILLEDET SOM PROCENT AF INDIVIDERNE
TILSTEDE TIL TIDEN +0,75 TIMER (N), HVOR TIDEN O TIMER INDIKERER START AF ESFENVALERAT

EKSPONERING. PUNKTERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE FIRE REPLIKATER MED STANDARD ERROR.
BEMARK BRUDDET PA X-AKSEN OM NATTEN.

83



34

TABEL 28. TEST AF FORSKELLE MELLEM DE UNDERS@GTE KONCENTRATIONER VED 30 MINUTTERS
EKSPONERING. VARDIERNE ANGIVER Xz(‘) OG DE KORRESPONDERENDE P-VARDIER. N ANGIVER
ANTALLET AF INDIVIDER TILSTEDE TIL TIDEN —O,75 TIMER.

Periode: o — 22 timer

Koncentration o 0,002 0,02 0,2 n
(g!)
o - 90/93
0,002 46,5 P<0,01% - 92
0,02 115,3 P<0,01% 37,6 P<o,01 96
0,2 135,8 P<0,01% 53,7 P<0,01% 2,4 94
P=12%
2 149,8 P<0,01% 65,2 P<0,01% 6,5 2,11 104
P=1,0% P=15%
Periode: 0 — 135 min
Koncentration 0,002 0,02 0,2 -
(gl
0,02 32,3 P<0,01% -
0,2 50,9 P<0,01% 2,02 -
P=15%
2 78,9 P<0,01% 11,3 P=0,08% 1,41
P=23%

Under forseget med 150 minutters esfenvalerat eksponering driftede 50% af
individerne ved eksponering for 0,0002 ug 1"’ (0,2 ng1") og 95% af G. pulex
driftede ud af vandlobsrenderne eksponeret for 0,002 pg 1" (Fig. 47).
Sammenholder man resultaterne fra forsggene med 30 og 150 minutters
eksponering ved 0,002 ug 1" ses det, at driften eges fra 50 til 95% ved den
lange eksponering. Desuden svarede driftresponset, malt som akkumuleret
drift ved forsegets afslutning, under 150 minutters eksponeringen cirka til
responset under 30 minutters eksponeringen efter eksponering for ti gange sé
heje koncentrationer. Driftresponset er altsa ikke kun afhengig af
koncentration men ogsa varighed af eksponeringen.

150 minutters eksponering
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Ficur 47 AKKUMULERET DRIFT AF G. PULEX UNDER ENKELT ARTSFORS@GET MED 150 MINUTTERS

ESFENVALERAT EKSPONERING. DEN AKKUMULEREDE DRIFT ER AFBILLEDET SOM PROCENT AF INDIVIDERNE

TILSTEDE TIL TIDEN +0,75 TIMER (N), HVOR TIDEN O TIMER INDIKERER START AF ESFENVALERAT
EKSPONERING. PUNKTERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE FIRE REPLIKATER MED STANDARD ERROR.
BEMARK BRUDDET PA X-AKSEN OM NATTEN.



TABEL 29, TEST AF FORSKELLE MELLEM DE UNDERS@GTE KONCENTRATIONER VED 150 MINUTTERS
EKSPONERING. VARDIERNE ANGIVER XZ(‘) OG P-VARDIEN. N ANGIVER ANTALLET AF INDIVIDER

TILSTEDE TIL TIDEN —O,75 TIMER.

Periode: o — 22 timer

Koncentration (pg I) o 0,0002 n
o - - 72
0,0002 35,8 P<0,01% - 68
0,002 100,4 P<0,01% 64,4 P<0,01 93
Periode: 0 — 135 min

Koncentration (pg ") o 0,002

o -

0,0002 0,0013 P=97% - -
0,002 73,0 P<0,01% 70,0 P<0,01% -

Acetoneeksponering af G. pulex pavirkede ikke driftraten selv ved den hgjeste
acetonekoncentration benyttet under esfenvaleratforsegene (Figur 48; Tabel

30). Den forhgjede drift under eksponeringen for esfenvaleratoplesninger kan
altsa udelukkende tilskrives effekt af pesticidet. Dog kan det ikke udelukkes at
der findes synergistiske effekter af esfenvalerat og acetone, selvom litteraturen

ikke beskriver sadanne effekter.

Kontrol af acetone effekt
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FiGur 48 AKKUMULERET DRIFT AF G. PULEX UNDER KONTROL FORS@GENE MED ACETONE
EKSPONERING. DEN AKKUMULEREDE DRIFT ER AFBILLEDET SOM PROCENT AF INDIVIDERNE
TILSTEDE TIL TIDEN 0,75 TIMER (N), HVOR TIDEN O TIMER INDIKERER START AF ACETONE
EKSPONERING. PUNKTERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE FIRE REPLIKATER MED STANDARD

ERROR. BEM/ZRK BRUDDET PA X-AKSEN OM NATTEN.

TABEL 30. TEST AF EFFEKTEN AF ACETONE EKSPONERING PA DRIFTEN BLANDT G. PULEX. VARDIERNE
ANGIVER sz OG P-VARDIEN. N ANGIVER ANTALLET AF INDIVIDER TILSTEDE TIL TIDEN —0,75 TIMER.

Periode: o — 22 timer

Koncentration (pg ") o
o -
1,9 x10° 0,33 P=56%
7,3%x10° 0,44 P=51%

1,9x10° n

- 88

- 88

0,89 P=34% 95
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Samfundsforsog

Under samfundsforsegene blev der observeret store forskelle i arternes
tendens til at indtreede i drift under esfenvalerateksponering. Andelen af
individer i drift var under alle eksponeringer, G. pulex > B. rhodani > S.
personatum.

Driftraten hos varfluen S. personatum blev hverken pavirket under eller efter
nogen af pesticideksponeringerne (Figur 49). Natten var det eneste tidsrum,
hvor der blev fanget S. personatum 1 driftnettene men denne drift var ikke
storre efter pesticid eksponering. Den udpragede natdrift kan tilskrives at S.
personatum primeert soger fode om natten.

Sericostoma personatum
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FIGur 49 AKKUMULERET DRIFT AF S. PERSONATUM UNDER SAMFUNDSFORS@GENE MED 150
MINUTTERS ESFENVALERAT EKSPONERING. DEN AKKUMULEREDE DRIFT ER AFBILLEDET SOM PROCENT
AF INDIVIDERNE TILSTEDE TIL TIDEN +0O,75 TIMER (N), HVOR TIDEN O TIMER INDIKERER START AF
ESFENVALERAT EKSPONERING. PUNKTERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE FIRE REPLIKATER MED
STANDARD ERROR. BEMARK BRUDDET PA X-AKSEN OM NATTEN.

Dognfluen B. rhodani responderede pa esfenvalerat eksponeringen med
forgget drift (Figur 50A). Dog var der intet driftrespons ved eksponering for
0,0002 g 1" og driften var forst signifikant forhejet ved eksponering for 0,02
ug I'" (Tabel 31). Driften var signifikant forhgjet efter eksponeringen for 0,02
og 0,2 ug 1" men ingen af koncentrationerne medforte en drift pa mere end
60% af individerne mod cirka 10% i kontrolrenderne.

TABEL 31 TEST AF FORSKELLE DRIFTEN AF B. RHODAN/ VED DE UNDERS@GTE KONCENTRATIONER.
VARDIERNE ANGIVER X2(‘) OG P-VARDIEN. N ANGIVER ANTALLET AF INDIVIDER TILSTEDE TIL TIDEN —

0,75 TIMER.
Periode: 0 — 20 timer
Koncentration o) 0,0002 0,002 0,02 0,2
(hgl)
o - 0,13 P=72% 2,4 P=12% 13,0 P=0,03% 10,32 P=0,13%
n 38/26 37 41 30 27




Baetis rhodani
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FiGur SOA AKKUMULERET DRIFT AF B. RHODAN/ UNDER SAMFUNDSFORS@GENE MED 150
MINUTTERS ESFENVALERAT EKSPONERING. DEN AKKUMULEREDE DRIFT ER AFBILLEDET SOM
PROCENT AF INDIVIDERNE TILSTEDE TIL TIDEN =+0,75 TIMER (N), HVOR TIDEN O TIMER INDIKERER
START AF ESFENVALERAT EKSPONERING. PUNKTERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE FIRE
REPLIKATER MED STANDARD ERROR. BEMAZRK BRUDDET PA X-AKSEN OM NATTEN.

Driftresponset observeret blandt G. pulex under samfundsforsegene var i god
overensstemmelse med menstret observeret under enkeltartsforsegene (Figur
50B, Tabel 32). Eksponering for 0,2 ng 1" medforte ogsa under
samfundsforsggene, at ca. 50 % af individerne gik i drift og eksponering for
koncentrationer pa 0,002, 0,02 og 0,2 ug 1" forarsagede 100 % drift blandt G.
pulex. Ligeledes blev der i samfundsforsggene observeret en klar negativ
korrelation mellem eksponeringskoncentration og start pa drift respons.

Gammarus pulex

100 ] |

90 —O— Kontrol forsgg 1

804 —4— Kontrol forsgg 2

X 70 —%—0,0002 pg I'(f.1)

£ 50l —>—0,0020 pg I''(f.1)

S ] —3—0,0200 pg I''(f.2)

® 907 —>—0,2000 pg I'(f.2)
o 40-
=} 4
€ 304
E 4
< 20
< 40
0

T T T T T T T T

-1 0 1 2 3 4 5 19 20 21
Timer siden start af pesticideksponering

FiGur SOB AKKUMULERET DRIFT AF G. PULEX UNDER SAMFUNDSFORS@GENE MED 150 MINUTTERS
ESFENVALERAT EKSPONERING. DEN AKKUMULEREDE DRIFT ER AFBILLEDET SOM PROCENT AF INDIVIDERNE
TILSTEDE TIL TIDEN +0,75 TIMER (N), HVOR TIDEN O TIMER INDIKERER START AF ESFENVALERAT
EKSPONERING. PUNKTERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE FIRE REPLIKATER MED STANDARD ERROR.
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TABEL 32 TEST AF FORSKELLE | DRIFTEN AF G. PULEX VED DE UNDERS@GTE KONCENTRATIONER
EFTER 150 MIN EKSPONERING. VARDIERNE ANGIVER X', OG P-VERDIEN. N ANGIVER ANTALLET AF
INDIVIDER TILSTEDE TIL TIDEN —0O,75 TIMER.

Periode: o — 20 timer

Koncentration o 0,0002 0,002 0,02 0,2

(gl

o) - 43,5 P<0,01% 103 91,9 P<0,01% 84,3
P<0,01% P<0,01%

n 85/83 84 87 67 71

Sammenligner man arternes driftrespons ved de enkelte koncentrationer
fremkommer et Klart billede med G. pulex som responderer med en signifikant
storre andel individer i drift end bade B. rhodani og S. personatum ved alle de
testede koncentrationer (Tabel 33). Andelen af B. rhodani 1 drift var dog
signifikant sterre end andelen af S. personatum ved samtlige
esfenvalerateksponeringer (Tabel 33).

TABEL 33. TEST AF FORSKELLE | DRIFTEN HOS ARTERNE VED DE ENKELTE KONCENTRATIONER FRA
START AF EKSPONERING OG RESTEN AF FORS@GET (0—20 TIMER). VARDIERNE ANGIVER Xz(‘) OG DE
KORRESPONDERENDE P-VERDIER.

Koncentration S. personatum B. rhodani
0,0002 B. rhodani 5,08 P=2,4% -

G. pulex 30,5 P<0,01% 16,05 P<0,01%
0,002 B. rhodani 6,7 P=0,94% -

G. pulex 57,3 P<0,01% 56,0 P<0,01%
0,02 B. rhodani 5,6 P=1,8% -

G. pulex 41,0 P<0,01% 28,5 P<0,01%
0,2 B. rhodani 19,8 P<0,01% -

G. pulex 39,4 P<0,01% 23,8 P<0,01%

Sammenligner man driftresponset hos G. pulex og B. rhodani fra starten af
pesticideksponeringen og de folgende 135 minutter fremgar det klart at G.
pulex responderer langt hurtigere end B. rhodani pa esfenvalerat (Tabel 34).

TABEL 34. TEST AF FORSKELLE | DRIFT HOS G. PULEX OG B. RHODAN/ UNDER DE F@RSTE 135
MINUTTER EFTER START AF PESTICIDEKSPONERING. VARDIERNE ANGIVER Xz(‘) OG DE
KORRESPONDERENDE P-VARDIER.

Koncentration

G. pulex
0,0002 B. rhodani 3,12 P=7,8%
0,002 B. rhodani 49,0 P<0,01%
0,02 B. rhodani 34,2 P<0,01%
0,2 B. rhodani 31,7 P<0,01%

4.8 NEDBRYDNING AF DETRITUS

Vandlebsinvertebraters nedbrydning af detritus under péavirkning af pesticider
blev undersggt under laboratorieforhold i klimarum. Forsggene fokuserede pa
hastigheden hvormed krebsdyret Gammarus pulex (L) nedbred bladplader af
rodel (Alnus glutinésa) efter eksponering for forskellige pesticider.
Undersogelserne omfattede studier, hvor G. pulex blev direkte eksponeret til
insekticiderne esfenvalerat og dimethoat samt fungicidet azoxystrobin i pulse
af 30 og 150 minutters varighed inden de blev overfort til forsggsopstillingen.
Desuden blev der gennemfert undersogelser af effekten af indirekte
eksponering af G. pulex for esfenvalerat og azoxystrobin gennem elleblade
eksponeret for pesticiderne.



4.8.1 Metode

Forsogsopstilling

Forsegsopstillingen bestod af 75 nummererede 100 ml baegerglas.
Baegerglassene var fyldt med 80 ml kildevand gennemluftet af en iltsten (Figur
51). Desuden indeholdte hvert baegerglas en G. pulex og fedekilde i form af to
bladplader af redel med en diameter pa 10 mm. Undersogelserne foregik i
klimarum hvor temperaturen blev holdt konstant pd 10°C og lyset blev styret i
12 timers lys-/morke-cyKkler.

FIGur 51 FORS@GSOPSTILLINGEN BENYTTET UNDER FORS@GENE MED NEDBRYDNING AF
DETRITUS. HVERT 100 ML BAGER GLAS INDEHOLDER 80 ML VAND, SOM BLIVER GENEMLUFTET
AF ILTSTEN, 2 ELLEBLADPLADER OG EN G. PULEX.

Blade

Ellebladene var samlet i september direkte fra treeerne lige inden lgvfald og
opbevaret ved +18°C. To til tre uger for brug blev der udstanset bladcirkler
med en diameter pa 10 mm. Bladcirklerne blev herefter konditioneret i 4 liter
iltet kildevand ved 10°C. Konditioneringen fandt sted for at kolonisere
bladpladerne med mikroorganismer, hvilket gger deres fedeveardi for
makroinvertebrater (Friberg & Jacobsen, 1999). Efter 2-3 uger i kildevand og
umiddelbart inden forseget blev bladpladerne afduppet parvis mellem to
stykker filter papir ved standadiseret tryk i 5 sekunder og vejet. Det afvejede
bladpladepar blev herefter overfort til et baegerglas i forsggsopstillingen.

Forsogsdyr

Alle G. pulex blev samlet i Hagenstrup Mollebaek (tilleb til Gudenaen) fa
hundrede meter nedstrems for kildefeltet. Individerne til forsegene blev
udvalgt sa sterrelsesvariationen var sa lille som mulig. Middel torvegten af de
anvendte G. pulex var 3,7910,04 mg. De benyttede G. pulex blev aklimatiseret
til 10°C i minimum ti dage inden forsegene og de sidste tre dage inden
forsegene gik de uden mad.

Forsegene blev gennemfort med to insekticider: dimethoat og esfenvalerat
samt et fungicid: azoxystrobin. Pesticidoplgsningerne til pulseksponering af
dyrene blev fremstillet med demineraliseret vand. Dog blev det aktive stof
oplest i 10 ml acetone under fremstillingen af pesticidoplesningerne med de
tungt opleselige stoffer esfenvalerat og azoxystrobin. Efterfolgende blev
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acetoneoplesningen fortyndet i demineraliseret vand sa der maksimalt var 0,1
ug acetone i oplgsningen dyrene blev udsat for. Samtidig blev
kontroldyrene/bladene uden pesticid ogsa tilsat 0,1 pg acetone under
eksponeringen.

Direkte eksponering

I forsegene, hvor G. pulex blev direkte eksponeret for pesticidet blev de
umiddelbart for overforslen til forsggsopstillingen neddyppet i
pesticidoplesningen i 30 eller 150 minutter. Under eksponeringen var dyrene
fanget i sma akvarienet, hvor nettet hang ned i1 baegerglas fyldt med en liter
pesticidoplesning gennemluftet af en iltsten. Under forsggene med direkte
eksponering blev G. pulex udsat en serie af koncentrationer af de undersegt
pesticider (Tabel 35). Efter pesticideksponeringen blev nettet med dyr
overfort til et 1 liters baegerglas med rent vand gennemluftet af en iltsten.
Dyrene opholdt sig 5-10 minutter i det rene vand for, at skylle eventuelle
pesticidrester af inden de blev overfort til forsggsopstillingen.

Indirekte eksponering

Den indirekte eksponering af dyrene fandt sted ved at neddyppe bladene i
pesticidoplesning inden de blev overfort til forsggsopstillingen. Under
bladeksponeringen blev 50 bladplader efter to ugers konditionering i
kildevand overfort til hvide fotobakker og overheeldt med en liter
pesticidoplesning. Bladpladerne forblev i pesticidoplesningen i syv dage inden
de blev afduppet, vejet og overfort til forsegsopstillingen

TABEL35. OVERSIGT OVER DE UNDERS@GTE EKSPONERINGSSCENARIER

esfenvalerat dimethoat azoxystrobin

Direkte eksponering
Eksponeringsvarighe
d

(dyr)

Koncentrationer
(hgl)

Antal replikater

30 min. 150 min. 30 min. 150 min. 30 min. 150 min.

0, 0,002,
0,02, 0,2, 2

0, 0,0002, 0, 0,002, 0,02,
0,002, 0,02, 0,2, 2, 20, 200, 2, 20, 200,
0,2 2000 2000

15 15 15 15 15 15

0, 0,02, 0,2, 0, 2, 20,

200, 2000

0, 2, 20, 200,
2000

Indirekte ekspon.
Eksponeringsvarighe
d (Blade)
Koncentrationer

(kel)
| Antal replikater

7 dage 7 dage

0, 0.,002, 0,02, 0,2, 2 pg " 0, 2, 20, 200,
2000 pg I
15 - 15

Hvert kontamineringsscenarium blev gennemfort med 15 replikater. Under
forsegene blev dyrenes tilstand observet dagligt. Forsgget blev afsluttet efter
syv dage, ved afslutningen blev bladresterne fra hvert baegerglas overfort til
forvejede foliedigler og terret ved 60°C til konstant vegt. Lengden af forste
thorakalled af G. pulex blev malt og terveegt blev fundet ud fra en kendt
relation mellem laengde og tervegt (Iversen & Jessen, 1977).

Sidelobende med forsegene blev 50 bladpladepar konditioneret og vejet som
under de evrige forseg. Begerglassene de blev overfort til indeholdt dog ingen
dyr, hvorfor forholdet mellem vadveegt for og tervaegt efter forsgg uden
pavirkning af dyr kunne etableres.



4.8.2 Resultater

Hastigheden hvormed krebsdyret G. pulex nedbred groft detritus (CPOM) til
fint detritus (FPOM) efter pulseksponering for pesticider var generelt nedsat.
Nedbrydningshastigheden efter eksponering for insekticidet esfenvalerat faldt
med stigende eksponerings koncentration (Figur 52).
Nedbrydningshastigheden faldt efter 30 minutters eksponering for 0,02 pg 1"
esfenvalerat og faldet var signifikant efter eksponering for 0,2 pug 1" (Tabel
36). Det meget kraftige fald i nedbrydningshastighed efter eksponering for 2
ug I skyldes primeert, at 14 af 15 individer dode efter overforsel fra
esfenvaleratoplesningen til forsegsopstillingen. At bladveegttabet kan vaere
negativt skyldes primeert to ting: 1) Ikke to bladpar er ens og maengden af
nervation i bladpladerne vil have betydning for det forhold vi etablerede
mellem vadveegt for og tervaegt efter, 2) Mangden af mikroorganismer pa
bladene vil gges med tid og biomassen af disse mikroorganismer pavirkes af
tilstedeveerelsen af G. pulex.

Efter 150 minutters eksponering med esfenvalerat blev der ogsa observeret et
fald i nedbrydningshastigheden med stigende koncentration. Faldet var dog
ikke signifikant pa S % niveau efter eksponering for 0,2 pg I (Tabel 36).
Faldet 1 nedbrydningshastighed var ikke entydigt blandt de testede insekticider
da stoffet dimethoat ikke pavirkede nedbrydningshastigheden selv efter
eksponering for 2000 ug 1" (Bilag E).

30 mintters esfenvalerat eksponering 150 minutters esfenvalerat eksponering
14 14
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g 124 g 1,2]
g 1,04 g) 1,0
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FIGUR52 NEDBRYDNINGEN AF DETRITUS EFTER PULSEKSPONERING AF G. PULEX FOR ESFENVALERAT |
HHV. 30 OG 150 MINUTTER ER AFBILLEDET SOM BLADPLADERNES VAGTTAB PER MG DYR MOD
EKSPONERINGSKONCENTRATION. S@JLEDIAGRAMMERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE 1§
REPLIKATER MED STANDARD ERROR. * INDIKERER AT BLADVAGTTABET ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGT
FRA KONTROLLERNE (F-TEST, P<0,05)

TABEL 36. TEST AF FORSKEL FRA KONTROL UNDER FORS@G MED ESFENVALERAT SAMT OVERSIGT
OVER D@DELIGHED, HVOR FORSVUNDNE ER INDIVIDER DER ER KRAVLET OVEN UD AF GLASSET.
V/ARDIERNE ANGIVER F-VARDIEN SAMT DE KORRESPONDERENDE P-VARDIER.
Test Antal replikater Dedelighed
Antal dede/forsvundne

30 minutters ekspon.

Koncentration (pg ") Kontrol 15 2/o
0,002 0,12; P=74% 15 1/0
0,02 3,62; P=6,1% 15 1/0
0,2 16,23; P=0,01% 15 2/0
2 68,69; P<0,01% 15 14/ 0
150 minutters ekspon.

Koncentration (pg I) Kontrol 15 1/1

0,0002 1,32; P=25% 15 o/o
0,002 0,95; P=33% 15 1/0
0,02 0,00; P=97% 15 2/0
0,2 1,87; P=18% 15 1/0
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Pulseksponering med fungicidet azoxystrobin forarsagede et fald i
nedbrydningshastigheden hos G. pulex (Figur 53). Ved 30 minutters
eksponering var falder signifikant efter eksponering for 20 ug 1" (Tabel 37).
Det kraftige fald i nedbrydningshastigheden efter eksponering for 2000 ug 1"
skyldes primert at 12 af 15 individer dede efter overforsel fra
pesticidoplesningen til forsegsopstillingen (Tabel 37).
Nedbrydningshastigheden efter 150 minutters eksponering var ogsa negativt
korreleret med azoxystrobin koncentrationen dog uden at nogen af
koncentrationerne medferte et signifikant fald nedbrydningshastigheden pa 5
% niveau (Tabel 37).
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FIGUR 53 NEDBRYDNINGEN AF DETRITUS EFTER PULSEKSPONERING AF (. PULEX FOR AZOXYSTROBIN |
HHV. 30 OG 150 MINUTTER ER AFBILLEDET SOM BLADPLADERNES VEGTTAB PER MG DYR MOD
EKSPONERINGSKONCENTRATION. S@JLEDIAGRAMMERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE 15
REPLIKATER MED STANDARD ERROR. * INDIKERER AT BLADVAGTTABET ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGT
FRA KONTROLLERNE (F-TEST, P<0,05)

TABEL 37. TEST AF FORSKEL FRA KONTROL UNDER FORS@G MED AZOXYSTROBIN EKSPONERET TIL G.
PULEX SAMT OVERSIGT OVER D@DELIGHED, HVOR FORSVUNDNE ER INDIVIDER DER ER KRAVLET
OVEN UD AF GLASSET. VARDIERNE ANGIVER F-VERDIEN SAMT DE KORRESPONDERENDE P-VAERDIER.

Test Antal replikater Dodelighed
Antal dede/forsvundne

30 minutters ekspon.

Koncentration (pg I) Kontrol 15 o/o
2 2,86; P=9,5% 15 1/0
20 5,97; P=1,7% 15 1/0
200 3,86; P=5,3% 15 o/o
2000 12,42; P=0,08% 15 12 /0
150 minutters ekspon.

Koncentration (pg ") Kontrol 15 o/1
2 1,56; P=22% 15 1/0
20 2,70; P=11% 15 o/o
200 3,88; P=5,4% 15 3/0

Under forsegene med indirekte eksponering var G. pulex ikke eksponeret for
pesticiderne i vandfasen men derimod gennem deres fedeemne - elleblade.
Denne form for eksponering medferte nedsat nedbrydningshastighed under
forsogene med blade eksponeret for esfenvalerat (Figur 54).

Nedbrydningshastigheden var signifikant nedsat ved eksponering af bladene
for 0,002 ug 1", hvorimod nedbrydningshastigheden ved blade eksponeret for
0,02 pg 1" ikke var signifikant mindre end kontrolforsegene (Tabel 38).
Nedbrydningshastigheden var yderligere kraftigt reduceret under forsggene
med blade eksponeret for 0,2 og 2 pg I (Figur 54). I ingen af forsogene dode
mere end et individ per eksponeringskoncentration og faldet i
nedbrydningshastighed er altsa ikke et artefakt af dedelighed blandt G. pulex
som folge af pesticideksponering (Tabel 38).



Forspgene med indirekte eksponering af G. pulex for azoxystrobin gennem
foden medferte ingen signifikant endring af nedbrydningshastigheden (Bilag
E).
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FIGUR 54 NEDBRYDNINGEN AF DETRITUS EFTER SYV DAGES EKSPONERING AF ELLEBLADE |
ESFENVALERAT ER AFBILLEDET SOM BLADPLADERNES VAGTTAB PER MG DYR MOD
EKSPONERINGSKONCENTRATION. S@JLEDIAGRAMMERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF DE 15
REPLIKATER MED STANDARD ERROR. * INDIKERER AT BLADVAGTTABET ER SIGNIFIKANT FORSKELLIGT
FRA KONTROLLERNE (F-TEST, P<0,05)

TABEL38 TEST AF FORSKEL FRA KONTROL UNDER FORS@G MED ESFENVALERAT EKSPONERING AF
BLADE (7 DAGE) SAMT OVERSIGT OVER D@DELIGHED, HVOR FORSVUNDNE ER INDIVIDER DER ER
KRAVLET OVEN UD AF GLASSET. VARDIERNE ANGIVER F-VERDIEN SAMT DE KORRESPONDERENDE P-
VARDIER.

Test Antal replikater Dodelighed
Antal dede/forsvundne
Koncentration (pg ") Kontrol 15 1/0
0,002 5,61; P=2,1% 15 1/0
0,02 2,03; P=16% 15 o/o
0,2 8,72; P=0,43% 15 1/0
2 40,32; P<0,01% 15 1/1
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5 Diskussion

Projektets overordende maél var at undersege og kvantificere effekter af
almindeligt anvendte eller fundne pesticider under forsegsforhold der var
sammenlignelige med eller som gor det muligt at overfere resultaterne til
mulige effekter i mindre vandleb. Det var endvidere et mal at sammenligne
folsomheden af forskellige arter og effektparametre.

Det har veaeret tilstraebt at belyse mange forskellige problemstillinger omkring
pesticiders effekt i vandleb og hvis forsggsresultater har peget pa seerlige
forhold, er der gaet i dybden med disse. De undersogte pesticider (ialt 14)
udger et repraesentativt udvalg af de pesticider som anvendes i jordbruget
og/eller som er pavist i danske vandleb, og hovedparten af de aktive
stofgrupper og virkemekanismer er representeret.

De biologiske effektundersggelser har spendt vidt, bade hvad angar
eksponeringsmade, -varighed og anvendte organismer. Der er undersegt for
effekter af kortvarige pulseksponeringer, der udfra malinger i danske vandleb
er de mest realistiske, samt effekter under kontinuert eksponering til
pesticider.

Der er undersogt effekter pa “naturlige” mikroalgesamfund som reprasentant
for primeerproducenterne i vandlgb. Disse undersogelser har omfattet effekter
pa funktionelle (primerproduktion) og struktuelle (forskydninger mellem
forskellige grupper af alger) parametre.

Indenfor vandlebsdyrene er der undersogt for direkte effekter af pesticider pa
overlevelse, adfeerd (drift), samt indirekte effekter i form af nedbrydning af
detritus. Forsggsorganismerne har bestaet af en raekke arter (ialt 11 arter)
repraesenterende forskellige taksonomiske (krebsdyr, insekter, snegle) og
fodebiologiske grupper. Der er endvidere undersogt for effekter pa forskellige
livsstadier og der er gennemfort undersagelse af effekt pa fuld livscyklus hos et
insekt.

I det folgende sammenlignes resultaterne med andre undersegelser af samme
eller beslaegte pesticider og sandsynligheden for effekter under danske forhold
vurderes i lyset af forbrug og fund af de undersogte pesticider i danske
vandleb. Yderligere sammenlignes folsomheden af de forskellige
forsegsmetoder og organismer og ved sammenligning med resultater fra
standardtest diskuteres om der er behov for at udvide batteriet af standardtest
med test som er malrettet mod at forbedre risokovurderingen af pesticider 1
vandleb.

5.1 EFFEKT AF HERBICIDER OG FUNGICIDER PA BUNDLEVENDE MIKROALGER
I forseggene er anvendt 2 effektparametre, fotosynteseaktivitet samt

algebiomasse/sammensatning, der er vitale parametre for funktionen og
delvist den biologiske struktur i vandleb.
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De undersogte fotosynteseheemmere, isoproturon og metribuzin havde ikke
overraskende en entydig effekt pa fotosynteseaktiviteten, Det var dog
overraskende at effektkoncentrationerne var sd lave som 0,3 - 1 pg 1.
Sammenlignet med fotosyntesehaemningen optradte malbare effekter pa
biomasseudvikling ved veesentligt hgjere koncentrationer (isoproturon: 30 pg I’
', metribuzin: 50 pg 1"). Disse vardier er i god overensstemmelse med
undersggelser af veksthaemning hos planktonalger (Chlorella pyrenoidosa,
Scenedesmus subspicatus, Chlamydomonas reinhardi) med EC, . mellem 12
og 40 pg I'' (Traunspurger et al. 1996, Anton et al. 1993), mens
koncentrationen og diversiteten af mikrobentiske kiselalger var reduceret ved 5
ug I, som var den laveste testkoncentration i forsog udfert af Pérés et al.
(1996). I sidstnaevnte forseg var eksponeringsvarigheden dog veesentligt storre
end i nerverende undersogelse.

I NOVA programmet er isoproturon pavist i mere end 25 % af de
analyserede prover med en maksimal vardi pa 0,63 pg 1" og 3 % af proverne
havde indhold over 0,3 ug 1" (DMU 2002). Metribuzin forekom i mindre end
5% af de undersggte prover, mens triaziner med samme giftighed som
metribuzin (atrazin, terbuthylazin, simazin) forekom i mere end 30% af
proverne, med en maksimal koncentration pa 2,5 ug 1" . Det er derfor meget
sandsynligt, at fotosyntesechaemmere kan pavirke stofproduktionen i enkelte
vandleb. Da varigheden af forhgjede koncentrationer typisk er 2-10 timer i
smd vandleb (Styczen et al. 2003) og effekterne af fotosynteseheemmerne var
fuldt reversible efter 2-3 dage i rent vand vurderes den direkte effekt pa
mikroalgerne af denne stofgruppe dog at veere af mindre betydning.

Effektkoncentrationer af fungiciderne azoxystrobin og fenpropimorph var
heje, omk. 1 mg 1". EC_, for azoxystrobin i vaeksthemningstest med
planktonalger angives til mellem 100 og 360 g "' med gronalger som de mest
folsomme (EU 1998, USEPA 1997). For fenpropimorph varierer EC, fra
170 ug 1" til mere end 2 mg 1". Set i forhold til en lav mobilitet pa grund af
lave opleseligheder og hej partikelaffinitet er det lidet sandsynligt at disse
fungicider forarsager effekter pa mikroalger i vandlgbene. I NOVA
programmet er fenpropimorph pavist i 2-4% af de undersegte prover, med en
median-maximum koncentration pa 0,07 ug 1" (DMU 2001, DMU 2002).
Med den baggrund anser vi effekter af fenpropimorph pa algesamfundene for
usandsynlige. Azoxystrobin indgar ikke i NOVA overvagningen (DMU 2001)
og forekomst i danske vandleb er derfor darligt belyst. Som det var tilfzeldet
for fotosyntese-haemmerne var effekterne (reduceret biomasse og fotosyntese)
ogsa fuldt reversible i lobet af 2-3 dage.

Metsulfuron-methyl pavirkede fotosyntesen hos bentiske mikroalger ved
koncentrationer over 6-7 ug I og kun efter lengerevarende eksponering (48
timer), mens der der kun kunne pavises effekter pa biomassen ved
koncentrationer over 1 mg1". Som det var gzldende for isoproturon og
metribuzin var var bade fotosynteseraten og biomassen genetableret efter 48
timer ved alle undersoggte koncentrationer. Effektkoncentrationer i vaeksttest
med planktonalger viser meget stor variation fra 2,3 og 1250 pg 1" (Blanck &
Bjorksidter 1998, Fahl et al. 1995). Den lave vardi blev fundet i en enkelt art
blandt 40 eksponeret til midlet Ally og méa vurderes som utypisk, da den
gennemsnitlige EC_ af alle arter var ca. 100 gange hgjere. Indenfor gruppen
af stoffer med samme virkemekanisme (hemmer af aminosyresyntese,
Acetolactat synthase, ALS) er effekten overfor planktonalger meget variabel,
mens effektkoncentrationerne for hejere planter (andemad) typisk er 100
gange lavere (Battaglin & Fairchild 2002). Da forbruget af metsulfuron og
andre herbicider med samme virkemekanisme er meget begrenset og de ikke



er fundet i danske vandlgb under NOVA programmet (DMU 2002) er det
ikke sandsynligt, at denne gruppe af herbicider vil have effekter pa mikroalger
i danske vandleb.

Pendimethalin var giftig overfor bundlevende alger og i modsatning til
fotosyntesehaemmerne og fungiciderne var reetablering af samfundene efter
endt eksponering meget langsom. Iseer grenalger var felsomme og effekten pa
deres biomasse fortsatte selv efter overfersel til rent vand ved den lavest
anvendte koncentration (10 ug 1"). I litteraturen angives effektkoncentrationer
(EC.,) overfor planktonalger til mellem 5 pg 1" og 72 mg 1" (f.eks. Clausen
1998, Mohlenberg et al. 2002). I flere lande udnytter man den store giftighed
og bekemper aktivt alger i det terrestiske miljo med pendimethalin. I denne
undersegelse var biomassen af gronalger reduceret med 50% efter 24 timers
eksponering til 10 ug 1" og en “recovery periode” pa 192 timer. Pendimethalin
bindes steerkt til partikler og der er forbud mod sprejtning i en 10 m zone
langs vandleb, hvilket taler imod en signifikant transport til vandlebene. Bade
forseg og overvagning i vandlgb viser dog, at pendimethalin kan transporteres
til vandlgbene. I forsgg med simulerede nedbershaendelser (70-110 mm time
") 24 timer efter udsprojtning blev der tabt ca. 0.1% af den udsprejtede
mangde pendimethalin ved afstremning, heraf blev 35% transporteret i
partikelbundet form (Miiller et al. 2002). Sammenlignet med mere oploselige
herbicider var koncentrationerne i det afstrommende vand lave (12-20 pg1™")
og tabsprocenten 3-10 gange lavere end de ovrige undersggte pesticider.
Pendimethalin optraeder i ca. 10% af undersogte prover fra danske vandleb
(DMU2002) men koncentrationerne er normalt lave. Nedbrydningen af
pendimethalin sker langsomt i jord og sammen med det store forbrug er det
antagelig arsagen til de hgje fundprocenter i vandlebene. Grundet den store
partikelaffinitet ma det formodes, at sedimentet i vandlebenes
aflejringsomrader i perioder er beriget med pendimethalin. Vi er dog ikke
bekendt med sadanne malinger og det er uvist om sedimentbundet
pendimethalin vil veere tilgeengeligt for algerne. Undersogelser har dog vist, at
toksiciteten af herbicider med stor partikelaffinitet reduceres op til 900 gange,
hvis der er sediment tilstede i forsggene (Shillabeer et al. 2000)

5.2 EFFEKT AF PESTICIDER PA VANDL@BSDYR
5.2.1 Mortalitet

Med undtagelse af ioxynil har forsegene med vandlebsdyr vaeret centreret om
undersoagelse af effekter af fungicider og insekticider. Gammarus pulex har
veret den langt mest benyttede organisme og forsegene med denne art
dominerer dette afsnit.

Toxynil var kun svagt toksisk overfor Gammarus pulex (EC,,, ,..= 5,7 mg M
og effekter indtradte forst efter 4 dages eksponering. Til sammenligning
pavirkes dafnier tidligere, udtrykt ved en sammenlignelig EC, verdi mellem
3,9-5,6 mg 1", der dog blev bestemt efter 48 timer (f.cks. Clausen 1998,
Moghlenberg 2002). I NOVA programmet er fundprocenterne lave (6%) og
den maksimalt malte koncentration er 0,033 ug 1" (DMU 2001). Der vil
derfor veere minimal risiko for at ioxynil kan have effekter pa
invertebratfaunaen i danske vandleb.

Azoxystrobin var toksisk overfor Gammarus pulex med sterkt faldende
effektkoncentration ved oget varighed af eksponering, (LC,,. = 15mgl’,
LC,, =120 pg 1, LC, . =20 ug I, LC, . = 10 ug I". Disse

50,4dage
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effektkoncentrationer er lavere end i andre sammenlignelige test med G. pulex
(LCy, s = 350 ug 1) og i test med Daphnia magma (110-280 g1,
Moghlenberg 2002). Kortvarige eksponeringer (72-2 timer) forte til ”forsinket”
mortalitet i en efterfolgende periode med rent vand, men kun hvis
eksponeringskoncentrationen havde vzaret urealistisk hoj (2,5 mg1"). Derimod
blev fodebearbejdningsaktiviteten hos G. pulex (malt som nedbrydning af
elleblade) signifikant reduceret ved selv kortvarige (V2 time) eksponeringer til
20 ug I'" og hejere koncentrationer. Sammenlignet hermed var der ingen effekt
pa nedbrydningen af kontaminerede blade. Koncentrationen af azoxystrobin i
bladene var dog ukendt. Azoxystrobin er forst indfert i jordbruget i 1998 og
folgelig er der ringe erfaring med forekomst i danske vandleb. Azoxystrobin
indgar ikke NOVA programmet. Forekomst af azoxystrobin i koncentrationer
omkring 20 pg 1" i danske vandleb er ikke sandsynlige selv om mobiliteten er
relativt hej og nedbrydningen meget langsom, men da azoxystrobin er nyt pa
markedet og endnu ikke har indgéet i omfattende overvagningsprogrammer
kendes de realistiske koncentrationer ikke.

Azoxystrobin pavirkede ikke driften hos G. pulex, hvilket er 1
overensstemmelse med undersogelser af bevaegelsesadfeerden under
eksponering til azoxystrobin (Nerum & Bjerregaard 2003).

Prochloraz var moderat toksisk overfor Gammarus pulex med sterkt faldende
effektkoncentration med eget eksponeringstid (LC, ,,. =22mgl’, LC, ..
=7mgl’, LG, 4o = 0,6 mg 1'). Under sammenlignelige forsegsforhold var
effektkoncentrationen hos Daphnia magma lavere (LC,, . = 2,6 mgl’,
NOEC,,.. =22 ug 1", Clausen 1998, Mohlenberg et al. 2002) end hos G.
pulex. Ved en eksponeringsvarighed som er realistisk for mindre vandleb (<
24 timer) var der ingen akut mortalitet selv ved 10 mg 1". Derimod blev der
“afsat” toksicitet ved kortvarige (Y2-1 time) eksponeringer til meget hgje
koncentrationer (>5 mg ") og disse kom til udtryk ved foreget mortalitet i de
efterfolgende 5-10 dage i rent vand. Prochloraz er ikke pavist i danske vandleb
under NOVA programmet og sammen med de hgje effektkoncentrationer
anser vi det for usandsynligt at fungicidet kan pavirke invertebratfaunaen i
danske vandleb.

Toksiciteten af insekticidet dimethoat var lav overfor alle undersogte
invertebrater med LC,,,, . verdier pa 5 mg 1" eller hojere. Hos Gammarus
pulex agedes toksiciteten med eksponeringsvarigheden, men selv efter 14
dages eksponering var LC,, veerdien hejere end 1 mg1”. I litteraturen er der
stor uenighed om den akutte toksicitet (LC,) af dimethoat overfor
gammarider, fra 180 pug 1" (Baekken & Aanes 1991), 200 ug 1" (Johnson &
Finley 1980), 2,4-3,5 mg1' (Norum & Bjerregaard 2003) til 4,1 mg 1"
(Pantani et al. 1997). Den lavest angivne LC, , . for vandlebsdyr (Baetis
rhodani) er 7 ug 1" doseret som aktivstof (Baekken & Aanes 1991).
Effektkoncentrationer af dimethoat er generelt lidt lavere hos dafnier
(gennemsnit LC, .. = 460 ug 1", Clausen 1998, Mohlenberg 2002) selv om
variationen er meget stor,). Der var ingen effekt pa Gammarus’ nedbrydning
af elleblade selv efter eksponering til 2 mg 1". Set i forhold til meget lave
fundprocenter og koncentrationer i danske vandleb (DMU 2002) anser vi
derfor at effekter af dimethoat pa vandlgbsdyr for lidet sandsynlige.

Pirimicarb havde den laveste toksicitet af de underseggte pesticider overfor
Gammarus pulex. Eksponering til sa hoje koncentrationer som 5 mg 1"
medferte ingen toksicitet selv efter 14 dage. Hos larver af stikmyg (Culex
quinquefasciatus) angives LC,,, . il 8,5 mg1" (Magnin et al. 1988). Til
sammenligning er toksiciteten af pirimicarb langt hejere overfor dafnier
LC =14-22 ug 1", NOEC =1-2 pg I, Kusk 1996). Arsagen til
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denne uszdvanligt store forskel i folsomhed er ikke kendt. Hvis de heje
effektkoncentrationer overfor G. pulex er reprasentative for vandlebsdyrene
generelt (se nedenfor) anser vi ikke at effekter af pirimicab er sandsynlige i
danske vandleb, set i lyset af lave fundprocenter (4%) og meget lave
koncentrationer, der er pavist (max 0,026 ug1").

Toksiciteten af insekticidet diflubenzuron blev undersogt overfor 5 forskellige
invertebrater i1 akuttest. Der kunne ikke pavises nogen akut (96 timer)
mortalitet ved de hejeste anvendte koncentrationer (Gammarus: 0,2 mg 1",
ovrige arter: 3-5 mg 1"). Insekticider indenfor benzoylphenylurea gruppen er
specifikt virkende pa vaekst/hudskifte hos insekter (og formentligt krebsdyr) og
der kan derfor ikke forventes effekter ved kortvarige eksponeringer. I
feltundersoggelser er er diflubenzuron vist at pavirke populationer af dafnier ved
5ugl’ (WHO 1995). I Danmark anvendes insekticider af benzoylphenylurea
gruppen ikke i jordbruget og risikoen for transport til vandleb er meger ringe.

Esfenvalerat var langt det mest giftige af de undersogte pesticider.
Standardiserede akuttest viste LC, . . verdier for Gammarus pulex pa 120
ng 1", som er pa niveau med de laveste vaerdier hos dafnier (ILC = 100-
1000 ng 1", Clausen 1998, Mghlenberg 2002). Med oget
eksponeringsvarighed (14 dage) reduceredes L.C,, veerdien til ca 30 ng 1. Set i
lyset af de korte varigheder af forhgjede koncentrationer i vandlgb var det
vigtigt, at selv kortvarige (%2-1 time) eksponeringer til lave koncentrationer
efterfolgende havde effekt pa overlevelse, vaekst/udvikling, reproduktion,

fodebearbejdning samt adfeerd i form af drift.
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En 1-times pulseksponering til esfenvalerat ved koncentrationer pa mellem
100 — 600 ng 1" havde effekter pa overlevelsen, parringsadfaerd bestemt som
gendannelse af par, og det reproduktive output hos Gammarus pulex, der
stadig kunne detekteres mindst to uger efter pulseksponeringen. Trods 100 %
overlevelse under pulseksponering op til 2 pg 1" steg dodeligheden i visse
tilfzelde markant efter overferselen til rent vand. Lignende observationer hos
G. pulex udsat for stoffer sdsom cadmium, cyanid og pyrethoridet permethrin
er gjort af Abel & Garner (1986). I denne undersogelse var
eksponeringskoncentrationerne, der medforte effekter efter kun en 1-times
puls, ikke meget hojere end de estimerede LC_-vaerdier (96 timer). Det
betyder, at den toksiske dosis afszettes hurtigt i dyrene, men at effekterne i
form af ded forst bliver synlige senere. Det betyder videre, at brugen af
endpoints fra standard akuttoksicitetstests (f.eks. eksponering i 48 timer) ikke
navneveaerdigt overestimerer effekterne selv ved meget korte eksponeringer.

Reproduktionsadferden (praekopula) hos G. pulex viste sig at veere yderst
sensitiv overfor eksponeringer med esfenvalerat og en
eksponeringskoncentration pa 50 ng 1" forte til gjeblikkelig forstyrrelse og
separation af parrene, hvor de gravide hunner straks smed deres afkom.
Denne forstyrrelse af parrene kan saledes virke forsinkende pa
reproduktionen, idet mange af de forstyrrede par aldrig eller forst sent
gendannedes efter overforsel til rent vand. Maltby & Naylor (1990) fandt
lignende effekter hos G. pulex hunner eksponeret til zink over en periode pa
tre til fire uger, idet de observerede en stigning i antallet af aborterende
hunner og dermed stigende variation i antallet af unger. De forklarede disse
observationer ved en reduktion af den tilgeengelig energimengde til veekst og
reproduktion, forarsaget af nedsat foedeoptag hos de eksponerede hunner.
Effekten af esfenvalerat pa reproduktionadfeerden hos G. pulex var dog
momentan og skyldes nok den direkte effekt pa impulsledningen i nerverne.
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I forsegene med Chironomus riparius eksponeret til miljorealistiske
koncentrationer (200 ng1") af esfenvalerat blev det vist, at eksponeringsvejen
er af stor betydning for overlevelsen. Saledes blev der observeret en meget
lavere kleekning af individer i det forseg, hvor dyrene var blevet
pulseksponeret udenfor sedimentet, modsat forsgget hvor dyrene blev
pulseksponeret, mens de befandt sig i nede i sedimentet. Da
eksponeringsscenariet i andet forseg formodes at repraesentere den mest
realistiske eksponeringsvej er der pa baggrund af de opniede resultater ikke
belaeeg for at tro, at kortvarige miljorealistisk pulser af esfenvalerat udger en
trussel for populationsdynamikken hos C. riparius. Det var imidlertid lidt
overraskende, at overlevelsen af den anden undersegte chironomid-art
Prodiamesa olivacea, der ikke er ner si tolerant overfor lave iltkoncentrationer
som C. riparius, ikke blev pavirket af esfenvalerat selv ved koncentrationer pé
optil2 gl

Bade i forseg med og uden sediment under eksponeringen var kleekningstiden
hos hunner sterre end hos hanner. Dette er i overensstemmelse med tidligere
studier, hvor der ikke er eksponeret med pesticid, hvorfor denne observation
ikke kan relateres til eksponeringen med esfenvalerat.

5.2.2 Drift

Effekt af pesticider pa driften hos vandlebsdyr blev undersggt ved to
forskellige metoder, dels i recirkulerende render i laboratoriet, dels under in
situ lignende forhold i langt sterre gennemstrgmssystemer, hvor vand (og
pesticidoplesning) kontinuerligt blev fornyet. I de recirkulerende render blev
driften kvantificeret ved andelen af organismer som var i drift pa et givet
tidspunkt, mens driften i gennemstremsrenderne blev kvantificeret som
andelen der var driftet ud af renderne over en leengere periode. Teoretisk vil
gennemstromsprincippet og opsamling af driftede individer vaere mest folsom,
fordi drifteffekten akkumuleres over en periode pa flere timer. Alligevel var
effektgraeenserne sammenlignelige i de to undersegelser. Fordelene ved de
recirkulerende render er en mere simpel logistik og forsggsgang samt at
resultaterne pa grund af en sterre tidsoplesning umiddelbart kan anvendes i
koblede skeebne-effekt modeller.

I enkeltarts- og samfundsforsggene gennemfert under “in situ” forhold var
der forgget drift hos Gammarus pulex ved den lavest testede koncentration af
esfenvalerat (0,2 ng1") og bedemt pa responset er det sandsynligt at den
laveste effektkoncentration er vaesentligt under denne veerdi (se f.eks. Fig. 47
& 50). Hos G. pulex var der en Klar positiv korrelation mellem driftaktiviteten
og esfenvaleratkoncentrationen under eksponeringen. I de recirkulerede
render gennemfortes forsegene ved 6-8 forskellige koncentrationer og det var
muligt at beregne en ”no effect concentration” af esfenvalerat pa 0,55 ng 1"
ved regression.

Tiden fra start af esfenvalerateksponering og til start af driftrespons var
negativt korreleret hos Gammarus pulex, driftresponset blev sdledes initieret
tidligere jo hgjere koncentration de blev eksponeret for. Hos de ovrige
undersggte arter var denne sammenhang ikke s udpreget og den forogede
drift udlestes senere. Det hurtige respons hos G. pulex tyder pa at de sanser
pesticidet og flygter for at sege et refugium. Denne teori understottes af et
bioassay udfert af Schulz og Liess (1999) hvor de indirekte paviser at G. pulex
sager fra et hovedleb kontamineret med fenvalerat (pyrethroid) og parathion-
ethyl op 1 et pesticidfrit tillob. Yderligere stotte til teorien findes i studier af
driftadfeerden hos G. pulex under pyrethroid eksponering, hvorunder det blev



observeret at hovedparten af G. pulex i drift var aktivt svemmende (Liess
1994) og i underspgelser af bevaegelsesadferden kvantificeret ved
videosporing (Nerum & Bjerregaard 2003). Det noget langsommere
driftrespons hos de gvrige arter med driftrespons skyldes formentligt, at de
forst initierer drift, nar de er fysiologisk pavirket af pyrethroidet. Denne teori
understottes af tidligere driftundersegelser udfert med det neert beslaegtede
pyrethroid lambda-cyhalothrin, hvor op mod 80 % af de driftende Baetis
rhodani udviste pavirket adfeerd, mod under 10 % af G. pulex (LLauridsen
2002).

Sammenbholdes resultaterne fra 30 og 150 minutters eksponering under
enkeltartsforsggene med G. pulex i gennemstremsrenderne, samt resultaterne i
0-40 min og 45-90 min perioderne i forsggene i recirkulerede render fremgar
det, at ikke kun eksponeringskoncentrationen men ogsa eksponeringstiden har
betydning for driftresponset. Eksempelvis driftede 50 % af individerne under
forsegene med 30 minutters eksponering ved 2 ng 1" mod 95 % under
forsegene med 150 minutters eksponering for samme koncentration. For at
give et bud pa responset pa en given eksponering er det altsd ikke nok at
kende koncentrationen - man ma ogsa have kendskab til eksponeringens
varighed.

Driftforseg i1 de recirkulerende render viste at esfenvalerat, nar det forekom
som formuleret produkt (Sumi-alfa) udleste foreget drift ved koncentrationer
der var 3-20 gange lavere end det rene stof. Handelsprodukter er ofte tilsat
overfladeaktive stoffer for at gge pesticidernes optag i og effekten pa
malorganismer. En sddan forggelse af “effektiviteten” gjorde sig ogsa
geeldende i form af forgget driftrespons, nar det formulerede produkt
anvendtes i forsggene.

Driftrespons efter eksponering med esfenvalerat og andre pyrethroider er ofte
rapporteret i litteraturen (Kreutzweiser & Sibley 1991, Breneman & Pontash
1994, Liess 1994, Jensen 2001). Imidlertid er der aldrig tidligere rapporteret
forhojet drift blandt invertebraterne ved en koncentration si lav som 0,2 ng 1".
Den lave effektkoncentration er dog i overensstemmelse med undersggelser af
bevaegelsesadfeerden hos Gammarus pulex, hvor den tilbagelagte afstand blev
oget ved 0,3 ng 1" og hojere koncentrationer (Norum & Bjerregaard 2003).

Det observerede driftrespons ved en nominel koncentration pa 0,2 ng 1" er
langt lavere end de hgjeste koncentrationer af esfenvalerat mélt under
flomhandelser i danske vandleb pa 0,66 ug 1" (Wiggers, 1999). Umiddelbart
vil man derfor forvente, at brug af esfenvalerat forer til driftrespons blandt
vandlgbenes invertebrater. Imidlertid binder esfenvalerat steerkt til organisk
materiale og esfenvalerat malt i vandleb vil derfor primert forekomme som
bundet til suspenderet stof. Undersggelser har dog vist, at ogsd partikelbundet
pyrethroid har effekt pa driften blandt invertebrater selv om
effektkoncentrationerne er hejere (Schulz & Liess 2001).
Effektkoncentrationer under 1 ng 1" leder desuden til en ny problemstilling, da
det ikke muligt at méle sa lave koncentrationer med de tilgeengelige metoder.
Situationen er altsa den, at vi observerer effekt af koncentrationer som ikke
kan detekteres ved kemisk analyse.

De okologiske effekter i naturlige vandlebssystemer af en gget drift vil
afhaengige af de tidslige og rumlige forhold. En kortvarig pulseksponering af
en vandlebsstraeekning med esfenvalerat vil pga. af gkosystemets evne til at
rette sig selv op ikke have nogen permanent effekt. Imidlertid méa det forventes
at safremt koloniseringsmulighederne ikke er optimale, og safremt vandlebet
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pavirkes gentagne gange, vil der kunne ske bade strukturelle og funktionelle
@ndringer i gkosystemet. Ligeledes vil pavirkninger af lange
vandlebsstraekninger, evt. helt fra udspringet af mindre vandlgb, kunne have
store effekter pa invertebratsamfundet.

P4 baggrund af de gennemferte forseg er det desuden sveert at forudsige
@ndringer pa samfundsniveau, da vi kun undersegte enkeltarter og meget
simple samfund bestaende af tre arter. Pa leengere sigt kan selv smé
pavirkninger forskyde konkurrence og praedationsforhold, og sdledes endre
samfundets struktur. Lampert et al. (1989) har sialedes for planktoniske
systemer vist at samfundsniveauet er langt mere folsomt for herbicider end de
enkelte arter som samfundet er opbygget af.

5.2.3 Fodebearbejdning

Eksponeringen til esfenvalerat nedsatte generelt hastigheden hvormed
Gammarus pulex nedbred detritus i form af elleblade med en laveste
effektkoncentration pa 200 ng 1". Lignende effekter af andre toksiske stoffer
som tungmetaller og pesticider pa vaekst og adelyst hos G. pulex er tidligere
rapporteret (Naylor et al., 1989, Blockwell et al., 1998). Effekten pa
fodebearbejdningen var ikke storre ved 150 minutters eksponering
sammenlignet med 30 minutters eksponering. Der var tvertimod en tendens
til at effekterne var mindre, og overvejende ikke-signifikante, ved 150 min
eksponering. Arsagen til at de signifikante sammenheenge forsvandt ved 150
min eksponering er formentlig forhold relateret til eksperimentet, og er derfor
ikke udtryk for en reel forskel mellem de to eksponeringsscenarier. Det virker
sandsynligt, at der ikke skulle veere nogen reel forskel pa om G. pulex blev
eksponeret i 30 eller 150 min med esfenvalerat og azoxystrobin.

Indirekte eksponering af Gammarus pulex til esfenvalerat gennem eksponerede
elleblade pavirkede ogsa nedbrydningshastigheden i negativ retning med en
laveste effektkoncentration pa 2 ng " under bladeksponering. Effekt pa
hastigheden, hvormed G. pulex nedbryder elleblade eksponeret for
pyrethroider er tidligere observeret (Lauridsen, 2002). Eksponering af
elleblade i azoxystrobin havde derimod ingen effekt pa G. pulex. Bade
esfenvalerat og azoxystrobin havde effekt under den direkte eksponering men
kun esfenvalerat pavirkede nedbrydningshastigheden ved indirekte
eksponering. Dette kan skyldes forskellig virkemade men kan ogsa skyldes
esfenvalerats meget heje affinitet for organisk materiale som medferer kraftig
opkoncentrering af esfenvalerat til ellebladene under eksponeringen.

Den kraftige binding af esfenvalerat og andre pyrethroider til organisk
materiale kan medfere tilbageholdelse i vandlgbet og kan som bundet til
sedimentet formindske findelingen af organisk materiale i vandlebet. Hvad
enten formindsket nedbrydningshastighed skyldes direkte eller indirekte
eksponering for pesticiderne vil det have betydning for vandlebets gkosystem.
Iturivernes findeling af blade til fint organisk materiale er nemlig essentiel for
andre led i fodenettet som filtratorer og samlerer, der lever af det fine
organiske materiale. Formindskes disse organismers fodemaengde vil det ogsa
pavirke hgjere trofiske niveauer. Forsgget viser ogsa, at vandlebsinvertebrater
pavirkes af pesticider, der er bundet til deres fode. Derfor méa det forventes at
de partikelbundne pyrethroider, der tilfores vandlebene fra dreen og indgar i
vandlebets pulje af organisk stof, ligeledes vil pavirke de invertebrater som
lever af denne foderessource.



5.3 SAMMENLIGNING AF FGLSOMHED MELLEM ARTER OG EFFEKTPARAMETRE

I forsogene er der undersogt for effekter pa flere arter eksponeret til den
samme pesticid og der er undersogt for effekter pa forskellige parametre
indenfor samme art eller funktionelle gruppe. Dette afsnit vil forsgge at
sammenholde disse informationer, der er vigtige for vurdering af mulige
effekter 1 vandleb, hvis vi kun kender effektkoncentrationer for enkelte arter
eller enkelte effektparametre. Ligeledes vil vi sammenligne effektveerdierne for
vandlgbsorganismer med tilsvarende effektveerdier for standardorganismer sa
som planktonalger og dafnier. Dette giver mulighed for at vurdere om
resultater fra standardforsgg kan anvendes i risikovurderinger under
vandlebsforhold.

Figur 55 viser effektveerdierne af 6 forskellige pesticider pa bentiske
mikroalger (fra denne undersogelse) og litteraturvaerdier af EC, ;. fra
standardiserede vaeksttest med planktonalger. Det skal understreges, at
varigheden af eksponering er forskellig i forsegene: i standardtest er effekten
bestemt efter 96 timer, mens i denne undersggelse har den maksimale
eksponeringstid veret 48 timer. Effektparametrene er ikke ens: vaerdierne for
fotosyntese og vaeksthamning hos planktonalger er reprasenteret ved EC, -
veerdier, og “biomasse” ved den laveste koncentration, hvor enten den
samlede biomasse eller biomassen af én algegruppe afveg fra kontrollen.
Ligeledes er der stor forskel pa effektusikkernederne angivet i figuren.
Usikkerhederne pa fotosyntesevardierne angiver 95% konfidensinterval
beregnet udfra dosis-responskurverne, usikkerheden pa biomassevardierne er
angivet som en “fast” fraktion (0.22) af middelvaerdien (se afsnit 3.2.2), og
usikkerhedsangivelsen pa planktonalgerne repraesenterer standardafvigelsen 1
EC,, verdierne mellem forskellige arter. Det er dog vigtigt at bemerke, at
”biomassen” hos de bentiske alger inkluderer adskellige arter og grupper, som
ma formodes at variere i felsomhed overfor de forskellige pesticider.
Nettoresultatet kan sé formelt sammenlignes med middelvaerdien af
effektkoncentrationer fra forskellige planktonarter og forseg.
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FIGUR 55. SAMMENLIGNING AF FGLSOMHEDEN AF EFFEKTPARAMETRE FOTOSYNTESE OG BIOMASSETILVAKST
HOS BUNDLEVENDE MIKROALGER (DENNE UNDERS@GELSE) SAMT MIDDELVARDIEN AF EC50-VERDIER HOS
PLANKTONALGER (FRA CLAUSEN 1998, M@HLENBERG ET AL. 2002)

Indenfor de bentiske mikroalger var fotosynteseraten generelt mere folsom
(lavere effektkoncentration) end sendringer i biomassen, mest udpraget hos
fotosyntesehaemmerne isoproturon og metribuzin. En klar undtagelse var dog
forseget med pendimethalin, hvor reduktionen i grenalger skete ved langt
lavere koncentration end heemning af fotosyntesen. Det skyldes, at
gronalgerne delvist blev erstattet med mindre folsomme algegrupper, f.eks.
kiselalger og blagrenalger, som kunne opretholde en hej fotosyntese. Ved
sammenligning af effektvaerdierne for biomasseudvikling hos bentiske alger,
og heemning af veekst hos planktonalger er der ikke et entydigt menster, som
dels skyldes en stor variation i EC, - vaerdier hos planktonalgerne, f.eks. i
forsog med metsulfuron og iser pendimethalin er der fa meget hgje veerdier,
som “traekker” middelveerdien op. Det er dog klart, at azoxystrobin er
vaesentligt mere toksisk overfor planktonalger end overfor bentiske alger. Med
forbehold for de omtalte usikkerheder og de forskellige effektparametre er der
intet, som tyder pa, at bentiske mikroalger konsekvent er hverken mere end
mindre folsomme end planktonalger.




Deadelighed og drift under og efter eksponering til pesticider er i projektet
undersggt over en rekke arter og pesticider. Dette gor det muligt at
sammenligne de forskellige arters folsomhed. Gammarus pulex var i alle
sammenligninger baseret pa EC_ . . det mest folsomme dyr blandt de
undersogte vandlebsdyr, mens reekkefeolgen blandt de gvrige arter varierede
afhaengig af effektparametren og pesticidets art (T'abel 39). Med undtagelse af
pirimicarb var effektkoncentrationerne hos Gammarus pa samme niveau eller
lidt lavere end hos dafnier.

Invertebraternes felsomhed over for esfenvalerateksponering var vidt
forskellige i driftundersegelserne, hvor krebsdyret G. pulex responderede med
forgget drift ved esfenvaleratkoncentrationer, som var 3-30 gange lavere
sammenlignet med de ovrige arter (T'abel 39). Det noget svagere driftrespons
blandt Baetis rhodani og Asellus skyldes formentligt, at disse arter forst initierer
drift, nar de er fysiologisk pavirket af esfenvaleraten. Denne teori understottes
af tidligere driftundersegelser af det neert besleegtede pyrethroid lambda-
cyhalothrin, hvor op mod 80% af de driftende B. rhodani udviste pavirket
adferd, mod under 10% af G. pulex (LLauridsen 2002).

Varfluerne Sericostoma personatum og Hydropsyche udgjorde en undtagelse
idet der ikke kunne pavises forgget drift. Dette skal nok tilskrives at disse
arters tilbgjelighed til at ga i drift er generel lav (f.eks. Iversen 1980). Det
skyldes formentlig flere arsager, bl.a. at S. personatum pa grund af det tunge
hus af sand og deres normale habitatvalg i langsomt stremmende partier i
vandlebet ikke normalt gar i drift selv nar de er aktivt fodesggende. Desuden
vil store organismer som S. personatum vere meget udsatte for
storrelsesselektiv preedation fra f.eks. erreder, safremt de forekom i drift om
dagen (f.eks. Brittain & Eikeland 1988). Imidlertid viste vore forseg en tydelig
natdrift i alle render hvilket formentlig afspejlede gget fodesggningsaktivitet og
det viser, at S. personatum var i stand til at g drift under de anvendte
forsegsbetingelser. Arsagen til at S. personatum ikke gar i drift er derfor
muligvis, at den ikke er felsom overfor pesticideksponeringen med de
anvendte koncentrationer eller mere sandsynligt, at den senker aktiviteten ved
pesticideksponering. Dette understottes af, at tidligere observationer af S.
personatum under pyrethroideksponering har vist at deres primere respons er
at treekke sig sa langt ind 1 huset som muligt (LLauridsen 2002).

TABEL 39. SAMMENLIGNING AF FGLSOMHEDER MELLEM VANDL@BSDYR OG DAFNIER EKSPONERET
TIL PESTICIDER. VARDIERNE ANGIVER DEN RELATIVE FGLSOMHED | FORHOLD TIL GAMMARUS
PULEX. VARDIERNE ER BASERET PA LC/ECs0 R VARDIER

AB:Q6 TINE

Pesticid Gammarus Asellus  Baetis Leuctra  Hydro-  Serico- Chirono| Daphnia
pulex psyche stoma -mus

Esfenvalerat 1 1,4-3 6 4 21 1-3
Sumi-alfa 1 3 19 16 100

Mortalitet Azoxystrobin 1 >50 >100 54 4-8
Prochloraz 1 0,4
Dimethoat 1 0,1
Pirimicarb 1 <0,004

Drift Esfenvalerat 1 21 3 9 >> >> 3-10%
Sumi-alfa 1 28 10 12

* bestemt udfra adfeerd.

Den store folsomhed hos Gammarus sammenlignet med de gvrige
vandlebsdyr er et meget veesentligt resultat, fordi arten er vidt udbredt i
danske vandleb, og fordi den udger en neglerolle i vandlgbene som ituriver og
som fede for fisk. Sammenholdt med dens gode laboratorieegenskaber gor
det arten meget velegnet som testorganisme over for potentielt giftige stoffer,
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f.eks. i forbindelse med godkendelse af nye pesticider. I hvilken udstrekning,
at arten giver yderligere information sammenlignet med standardorganismen
Daphnia kan diskuteres. Overfor eksponeringer til esfenvalerat og
azoxystrobin var G. pulex 3-8 gange mere folsom, mens toksiciteten af andre
pesticider, f.eks. pirimicarb er langt storre overfor dafnier. Hvis man ensker at
supplere standardundersggelserne i forbindelse med risikovurderinger
malrettet mod vandleb vil G. pulex dog veere et oplagt valg.

Variationen i felsomheden af de forskellige effektparametre var meget stor.
Hos Gammarus pulex eksponeret til esfenvalerat i én time ogedes driftraten
med ca. 60% ved en koncentration pa 0,2 ng 1", mens reproduktionen og
overlevelsen af juvenile blev reduceret med 90 - 95% ved 50 ng 1" der dog var
den laveste undersogte koncentration (Fig. 56). Til sammenligning var
fodebearbejdningen mindre folsom med ca. 50% reduktion ved 200 ng 1.
Overordnet ma mortalitet opfattes som den mest konservative effektparameter
ved ekstraponeringer til effekter i felten, mens drift pa trods af en meget stor
folsomhed kun kunne pavises overfor pyrethrioder. Endelig vil effekten af
foreget drift hos Gammarus antagelig veere begraenset, fordi dyrene vil kunne
genindvandre fra refugierne (ikke pavirkede dele af vandlgbssystemet)
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FiGur 56 SAMMENLIGNING AF FGLSOMHEDEN AF FORSKELLIGE EFFEKTPARAMETRE HOS GAMMARUS
PULEX EKSPONERET TIL ESFENVALERAT | EN TIME. SQJLERNES FORTEGN OG HQ@)DE ANGIVER DEN RELATIVE
EFFEKT | FORHOLD TIL DE KORRESPONDERENDE KONTROLLER. EFFEKTPARAMETRENES PLACERING PA
KONCENTRATIONSAKSEN ANGIVER DEN LAVESTE OBSERVEREDE EFFEKTKONCENTRATION.

5.4 MILJQRELEVANS AF UNDERSQ@GELSER

Med fa undtagelser er undersogelserne udfert pé individer og populationer
under laboratorieforhold, hvilket gor det vanskeligt at forudsige @ndringer pa
samfundsniveau. P4 leengere sigt kan selv smé pavirkninger forskyde
konkurrence- og praedationsforhold, og dermed @ndre samfundets struktur.
Séledes viser undersogelser gennemfert i store komplekse systemer
(mesokosmos) eller i naturlige sger og vandleb, at effekten af pesticider typisk
kommer til udtryk ved koncentrationer som er 10-flere gange lavere end de
koncentrationer som forarsager mortalitet overfor “standardorganismer”
(Mghlenberg et al. 2001). I dette projekt er der dog ogsa undersggt for ikke-
lethale effekter, ligesom hovedparten af testene er gennemfort med
organismer, f.eks. Gammarus pulex, som er vist at veere betydeligt mere
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folsomme end “standardorganismen” Daphnia i leengerevarende test s som
mesokosmosundersggelser (Mghlenberg et al. 2001), og af de 11 bundlevende
arter i denne undersogelse var G. pulex konsekvent den mest folsomme.

Det er derfor sandsynligt, at forskellen mellem effektgraeenserne fundet i denne
undersggelse og de reelle effektgraenser i vandlebene er vaesentlig lavere end
en 10-faktor. I den anden retning treekker, at effektundersogelserne i dette
projekt er gennemfoert med pesticider tilsat i oplest form, hvor pesticider med
hgj partikelaffinitet sa som esfenvalerat generelt vil forekomme bundet til
overflader, f.eks. partikler i vandet, sediment eller pa undervandsplanter.
Tidligere undersggelser har vist, at den opleste fraktion af pesticider med stor
affinitet til partikler s som pyrethroider, er vaesentlig mere toksisk end den
partikel- eller sedimentbundne del (Clark et al. 1989, Chandler 1990,
Chandler & Scott 1991, Green et al. 1996, Hill et al. 1988) uden at det dog er
muligt at uddrage mere eksakte tal af disse undersogelser.

Baseret pa nyere undersogelser beregnede Boxall et al. (2001), at toksiciteten
af pesticider reduceredes 3-1000 gange hvis der i forsggene var sediment
tilstede. Effekten var storst for pesticiderne med hgjest affinitet til partikler. I
en raekke forseg viste Schulz & Liess (2001a,b,c) at effektgreensen efter 1
times pulseksponering af oplest fenvalerat til varfluelarver var 10-100 gange
lavere end hvis eksponeringen skete som sedimentbundet pesticid. Forskellen
var storst for effektparametren dedelighed (faktor 100), og mindst for
sublethale effekter som tidspunkt for emergens og biomasse. Der er saledes
argumenter for at effektgreenserne beregnet pa basis af projektets
undersggelser vil veere hgjere end i naturlige vandleb — fordi der ikke er
undersegt pa alle organismer og pd samfundsniveau - men der er ogsa
argumenter for at de toksiske effekter er overvurderede pga. partikkelbinding i
naturlige vandlgb. Uden at under- eller overvurderinger ngdvendigvis
balancerer er det dog vores opfattelse, at effektgreenserne angivet i projektet er
de bedst opnaelige (indenfor projektets rammer) og rimeligt realistiske.
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Bilag A

Bentiske mikroalger
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Bilag B

Effekt af eksponeringsvarighed

VALG AF TESTORGANISMER

I henhold til projektopleegget var strategien at teste relevante pesticider pa 8-
10 forskellige arter/sleegter, som reprasenterede forskellige hovedgrupper
samt ernaringstyper. Det viste sig problematisk at gennemfore denne forsogs
strategi af en reekke arsager. De fleste af arterne var kun tilgeengelige i en
ganske kort periode (1-2 mdr.) og var vanskelige at arbejde med i laboratoriet
da f.eks slervinger og varfluer ndede et flyvefeerdigt stadie kort tid efter
indsamlingen. Samtidig var det problematisk at indsamle et tilstreekkeligt antal
testorganismer af de forskellige arter. I lobet af de forste forsegs serier der
udfert i 2001 blev det Klart at eksponeringsscenariet ikke var velegnet til de
mindre robuste vandlgbs invertebrater som varfluer og slervinger.
Lengerevarende eksponerings forseg med sadanne vandlebs invertebrater
burde formentlig have inkluderet stremakvarier med bundsubstrat samt en
lavere organisme taethed. Et sidant testdesign var ikke praktisk muligt inden
for projektets rammer. Det blev derfor valgt at fokusere pa test med
Gammarus pulex som kunne holdes i laboratoriet og som dertil viste sig at
veere den mest folsomme af de anvendte arter uanset om effekten var pa
mortalitet, drift eller reproduktion.

KVANTIFICERING AF EKSPONERINGSKONCENTRATIONER

I forseg med radioaktivt meerkede pesticider blev den aktuelle
eksponeringskoncentration fulgt ved at udtage vandprover for og efter hvert
vandskift. Vandpreverne (10 ml) blev tilsat 10 ml scintillationsveske
(InstaGel II Plus, Packard, The Netherlands) og sat i keleksab mindst 24
timer for kvantificering af radioaktiviteten ved ”Liquid Scintillation
Counting” (LSC). I forsog med umarkede pesticider er LC, udregnet pa
baggrund af nominelle koncentrationer.

KVANTIFICERING AF INTERNE EFFEKTDOSER

Den interne effektkoncentration (CBR) blev bestemt for de radioaktivt
merkede pesticider esfenvalerate, pendimethalin og ioxynil. Dede
testorganismer blev opsamlet i vials og tilsat ca 1 ml vaevsoplaser (Soluene®-
350) pr. vial (max 5 dyr pr. vial). Preverne henstod i ca. 24 timer for at sikre
total oplesning af vevet. Derefter blev der tilsat 15 ml scintillationsvaeske
(Ultima Gold, Packard, The Netherlands), preverne blev grundigt rystet og
blev stillet pa kel i mindst 24 timer. Radioaktiviteten malt ved LSC.
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RESULTATER
I nedenstidende tabeller angives for hvert af de undersegte pesticider

1) Den kumulerede dedelighed i % for hver eksponeringskoncentration til
forskellige eksponeringsvarigheder.

2) Beregnede LC og LC, vardier samt konfidensintervaller for Gammarus
pulex. Bemeerk at LC veerdier ikke kunne beregnes til alle
eksponeringstider.

Esfenvalerat

Kumuleret dgdelighed i %

Eksponerings-tid Kontrol 50 125 ng/l 250 500 1000 ng/l

timer ng/l ng/l ng/|

0,5 o o o o o o
1,0 o o o o o o
2,0 o o o o o o
4,0 o o o o o o
6,0 ) ) o [¢) ) ]
24 1 o 1 1 2 8
48 1 o 4 3 5 100
72 3 o 13 6 20 100
96 3 15 25 38 100 100
168 4 28 81 8o 103 100
240 5 45 81 8o 103 100
336 7 63 81 8o 103 100

LC10 og LC,  veerdier

Eksponerings-tid LC,, 95% konfidensinterval LC,, 95% konfidensinterval
timer ng/| ng/l
OYS
1,0
2,0
4,0
6,0 517 386-702 3374 1896-111292
24 145 0,02-227 247 57,4-796
48 61,9 51,5-71,1 19 107-132
72 50,3 41,4-57,6 87,3 78,9-96,5
96 34,6 **57,9 59,2
168 30,6 *%.50,8 55,3 *%-140
240 20,3 10,7-28,4 43,6 32,5-52,7
336 1,8 3,13-20,8 31,5 16,2-43,5

** Konfidensinterval kan ikke beregnes

Azoxystrobin.

Kumuleret dedelighed i %

Eksponeringstid Kon- 0,05 0,1 0,313 0,625 1,25 2,5 mg/l 6,25
timer trol mg/| mgl/l mg/l mg/| mgl/l mg/l
0,5 0 0 0 1 0 0 1 0
1,0 0 0 0 2 0 0 2 3
2,0 0 0 0 6 7 12 19 34
4,0 0 1 1 15 28 60 100 100
6,0 0 2 6 28 57 94 100 100
24 1 14 32 93 100 100 100 100
48 3 23 55 100 100 100 100 100
72 3 37 74 100 100 100 100 100
96 5 87 96 100 100 100 100 100
168 6 92 96 100 100 100 100 100
240 10 92 96 100 100 100 100 100
336% 20 92 96 100 100 100 100 100

* Dgdelighed i kontrol overstiger de 10% der normalt accepteres i standardtest
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LC,, og LC veerdier

Eksponeringstid LC,, 95% konfidensinterval LC,, 95% konfidensinterval
timer mg/| mg/l
0,5
1,0
2,0 0,99 0,72-1,30 14,6 9,19-29,12
4,0 0,30 0,05-0,53 0,83 0,44-1,49
6,0 0,15 0,08-0,22 0,44 0,32-0,59
24 0,05 0,04-0,06 0,12 0,10-0,13
48 0,04 0,02-0,05 0,08 0,07-0,10
72 0,03 0,02-0,04 0,06 0,05-0,07
96 0,005 3,32:10°-0,01 0,02 0,001-0,03
168 0,002 2,37-10°-0,009 0,01 0,60:10"-0,02
240 0,002 2,37-10°-0,009 0,01 0,60:10"-0,02
336 Kan ikke beregnes da dedelighed i kontrol overstiger 10%

Pendimethalin

Kumuleret dgdelighed i %

Eksponeringstid Kontrol 0,25 mg/l 0,5 mg/l
timer
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LC,, og LC_ vaerdier

Eksponeringstid LC,, 95% konfidensinterval LC 95% konfidensinterval

i 50
imer mg/| mg_/l

0,5

1,0

2,0

4,0

6,0

24

48

72

96 1,56 1,11-2,10 4,19 3,30-6,1)

168 0,28 0,08-0,44 1,28 1,11-1,50

240 0,13 0,01-0,22 0,58 0,50-0,68
336 - - 0,26 o

** Konfidensinterval kan ikke beregnes

Prochloraz

Kumuleret dedelighed i %

Eksponeringstid Kontrol 0,5 mg/l 1 2 5 10
timer mg/| mg/| mgl/l mgl/l

0,5

1,0

2,0

4,0

6,0

24

o|O0|O0|O (O[O |O
v [d|[O|O O[O
>®|O [0 |O|O

48

72

96 15 25 38 100 100

168 28 81 8o 103 100

240 45 81 8o 103 100

N[N |ww([=|-]|O|O|O|O]|O

336 63 81 8o 103 100
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LC og LC_ verdier

Eksponerings-tid
timer

LC
mg/|

95%
konfidensinterval

LC

50

mg/|

95% konfidensinterval

9,5

1,0

2,0

4,0

6,0

24

11,4

8,53-20,0

23,3

16,6-47,8

48

3,93

7‘:7‘:_6’54

6,69

3,54-15,1

72

2,40

**-4,50

5,80

3,69-10,3

96

0,41

0,04-0,70

2,09

1,82-2,44

168

0,92

**-2,74

240

9,77

**'6v47

336

0,56

Fk

** Konfidensinterval kan ikke beregnes

Dimethoat

Kumuleret dedelighed i %

Eksponerings-tid
timer

Kontrol

0,25 mg/l 0,

5 mg/l

mg/l
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LC_og LC_ verdier

Eksponerings-tid
timer

LC
mg/|

95%
konfidensinterval

Lc,
mg/|

95% konfidensinterval

9,5

1,0

2,0

4,0

6,0

24

48

5,82

4,30-10,8

1,5

8,08-25,2

72

3,19

2,55-3,83

6,58

5,63-8,21

96

1,72

1,22-2,15

4,46

3,95-5,15

168

9,79

41,68

2,47

1,58-4,77

240

0,08

:':7':_0177

1,73

1,05-3,57

336

1,29

0,48-3,02

loxynil

Kumuleret dedelighed i %

** Konfidensinterval kan ikke beregnes

Eksponeringstid
timer

Kontrol

o,5 mg/l

mg/|
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LC og LC_ verdier

Eksponerings-tid LC, 95% konfidensinterval LC, 95% konfidensinterval
timer mg/| mg/|
9,5
1,0
2,0
4,0
6,0
24
48
72 6,53 5,17-8,04 14,4 12,0-19,0
96 4,79 3,54-5,88 1,5 9,91-14,0
168 3,34 **-6,09 6,75 4,25717,2
240 2,76 **-4,99 6,31 4,14-12,3
336 1,96 **-3,88 5,73 3,82-9,80

** Konfidensinterval kan ikke beregnes
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Bilag C

Livcykluseffekter

PROCEDURE FOR PULSEKSPONERING

Esfenvalerat (kemisk navn = (S)-a-cyano-3-phenoxybenszl(S)-2-(4-
chlorophenyl)-3-methylbutyrat, technical grade (HPLC) = 99,9%) blev
indkebt i pulverform fra Sigma-Aldrich, Danmark. Stamoplesninger blev
fremstillet ved at oplese en kendt veegt af esfenvalerat i acetone (technical
grade (GC) = 99,8). Koncentrationen af stamoplgsningerne blev testet ved
hjeelp af GC-MS. Denne analysemetode blev anvendt, idet de laveste
eksponeringskoncentrationer 1a under den analytiske detektionsgreense. |
lebet af projektforlebet fik vi udviklet en analytisk metode ved hjelp af GC-
ECD (Wiener, upubliceret) med em detektionsgraense pa 0,01 pl/l. For
detaljeret beskrivelse af ekstraktionsprocedure henvises til bilag.
Eksponeringskoncentrationerne blev opnaet ved at tilfere en kendt volumen
af stamoplesning til vandfasen ved hjelp af en mikrosprejte (SGE — Syringe
Perfection) efterfulgt af en grundig omrering. Den maksimale koncentration
af oplesningsmidlet acetone var 300ul/l. Mulige effekter af solventet blev
testet ved anvendelse af en actetone-kontrolgruppe. Alle koncentrationer er
angivet som nominelle veerdier.

ANVENDT STATISTIK

Overlevelseskurverne for forsegene med Gammarus blev analyseret ved hjelp
af Kaplan-Meier estimator i SYSTAT (SYSTAT ver. 10, SPSS Inc.
Chicago). Denne nonparametriske estimator tillader stratifikation (f.eks. af
eksponeringsgrupper, kon eller livsstadier) og kan handtere ”censurerede”
data (f.eks. individer der stadig er i live ved slutningen af forseget).
Overlevelseskurver blev sammenlignet ved hjelp af en Tarone-Ware log-rank
test der veegter hver ded ved kvadratroden af det totale antal individer udsat
for risiko. Der leegges saledes mindre veegt pa de dedsfald der forekommer
senere 1 eksperimentet. Median overlevelsestid blev estimeret udfra den
beregnede ’quantiles™. I forseg 2 og 3 blev der anvendt en nonparametrisk
Kruskal-Wallis test for at sammenligne median antal overlevende individer
testgrupperne imellem til forskellige tider efter pulseksponering.

Kaplan-Meier teknikken blev brugt til at analysere paringsadfeerden hos
voksne efter pulseksponering (eksperiment 5). Den forste dag hvor et par
blev observeret gendannet blev noteret for hvert par, og den kumulative andel
af gendannede par blev beregnet for hver eksponeringsgruppe.

Det reproduktive output efter eksponering blev analyseret ved brug af
Kruskal-Wallis nonparametriske ANOVA-test (SYSTAT ver. 10), idet data
ikke var normalfordelt. Parvis sammenligning blev udfert ved hjeelp af en
nonparametrisk version af Turkey-test (Nemenyi Test, Zar 1996).
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Effekten af pulseksponering til esfenvalerat og ken pa tid til kleekning af C.
riparius blev 1 Forsgg 1 analyseret ved hjalp af en 2-vejs ANOVA. I forseg 2
blev pulseksponering til esfenvalerat og populationstethedens effekt pa tid til
Kleekning af C. riparius analyseret ved hjeelp af en 2-vejs ANOVA,
henholdsvis for hanner og hunner. Variationer i tid til klekning kennene
imellem blev i forseg 2 analyseret ved hjelp af en 1-vejs ANOVA,
henholdsvis for hver af de reprasenterede eksponeringsgrupper og
tethedsgrupper. Effekten af esfenvalerateksponering (Forsgg 1 og 2) og
individteethed (Forseg 2) pa den procentvise andel af larver med
klzekningssucces blev testet med en “contingency table analyse” ved hjaelp af
Pearson’s Chi-square test statistik.

I Forseg 1 blev alle feerdigudviklede individer tilherende den samme
forsegsgruppe overfort til det samme sveermebur ufafthengigt af replikat.
Dette var nedvendigt for at sikre et tilstreekkeligt stort antal individer af hvert
ken pr. sveermebur, sa der kunne foregé reproduktion.

I bestraebelsen pa at have voksne individer nok til formering i forseg 2 blev
kleekkede voksne individer fra de 10 originale relikater pr gruppe delt i to lige
grupper, saledes at replikat 1-5 udgjorde en gruppe og replikat 6-10 en
anden. Herefter blev eksponering med esfenvalerat og populationstethedens
effekter pa eegproduktionen samt kleekningssuccesen af unger undersogt ved
hjelp af en 2-vejs ANOVA med n=2.

Alle statistiske analyser blev udfert ved hjelp af SYSTAT ver. 10 (SPSS,
Chicago, IL).



Bilag D

Drift i recirkulerende vandlgbsrender

100 100
Gammarus sp. Gammarus sp.
80 0-40 min eksponering 80 45-90 min eksponering
& 60T £e60f
5 s
X407 | 40t 1
20': { { { [ 204 { { % { ®
0/ L L | 0 __/ . | . T
0 0.1 1 10 0 0.1 1 10
Pendimethalin - mg I* Pendimethalin - mg !
100 100
Gammarus sp. ©29.12.01 Gammarus sp.
80+ 0-40 min eksponering 026.12.01 80t 45-90 min eksponering ©29.12.01
026.12.01
£ 607 £ 60T
a a
X401 X 401
20 T % 204
. ; i ¢ { %
0~/ L L | 0t \ ’ o 1 o
0 10 100 1000 10000 0 10 100 1000 10000
Azoxystrobin - ug I Azoxystrobin - ug I
100 100
Gammarus sp. Gammarus sp.
80 0-40 min eksponering 80 45-90 min eksponering
& 60 ~ 60
S 5
R 40 x 40
20 f % 20 % % % %
0 1 1 | 1 0 L | L I
0 0.01 0.1 1 10 0 0.01 0.1 1 10
Pirimicarb - mg I Pirimicarb - mg I

RESULTATER FRA DRIFTUNDERS@GELSER MED GAMMARUS EKSPONERET TIL
PENDIMETHALIN, AZOXYSTROBIN OG PIRMICARB | FORSKELLIGE KONCENTRATIONER.
DRIFTEN BLEV KVANTIFICERET O-40 MIN EFTER TILSATNING AF PESTICID (VENSTRE
KOLONNE) OG 45-90 EFTER TILSATNING (H@JRE KOLONNE). VARDIERNE VISER
GENNEMSNIT FOR PERIODERNE + 95% KONFIDENSINTERVALLER.
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Bilag E

Indirekte effekter

30 minutters dimethoat eksponering 150 minutters dimethoat eksponering
1,6 1,6
) )
£ 144 £ 14+
(2} (2}
£ 12 é 1,2
S S
8 1,0 8 1,0
2 08+ 2 08
) )
E 0,6 - % 0,6
%’ 0,44 % 0,4
é 0,2 é 0,2
@ ool M IEH 1M W BH W B B @ o0l-L ‘ ; ; ; ‘ ;
0 0002 002 02 2 20 200 2000 0 002 0.2 2 20 200 2000
Koncentration (ug I”") Koncentration (ug I'")

NEDBRYDNINGEN AF DETRITUS EFTER PULSEKSPONERING AF G. PULEX FOR DIMETHOAT I
HHV. 30 OG 150 MINUTTER ER AFBILLEDET SOM BLADPLADERNES VAGTTAB PER MG DYR
MOD EKSPONERINGSKONCENTRATION. SQ)JLEDIAGRAMMERNE ANGIVER GENNEMSNITTET
AF DE 15 REPLIKATER MED STANDARD ERROR. * INDIKERER AT BLADVAGTTABET ER
SIGNIFIKANT FORSKELLIGT FRA KONTROLLERNE (F-TEST, P<0,05)

TEST AF FORSKEL FRA KONTROL UNDER FORS®@G MED DIMETHOAT SAMT OVERSIGT OVER
DO@DELIGHED, HVOR FORSVUNDNE ER INDIVIDER DER ER KRAVLET OVEN UD AF GLASSET.

Test Antal replikater Dedelighed
Dgde / forsvundne

30 minutters eksponering

Koncentration Kontrol 15 o/o
(gl

0,002 Fl69=2:53; P=12% 15 o/1
0,02 Foso=137s P=25% 15 o/2
0,2 Fiss=0194; P=33% 15 o/o
2 F69=0,21; P=65% 15 o/2
20 Fos=1:25 P=27% 15 1/2
200 F.29=083; P=37% 15 o/o
2000 Fl2=0,44; P=51% 15 1/0

150 minutters eksponering

Koncentration Kontrol 15 1/0
(hg!)

0,02 Fi0=0192; P=34% 15 o/o
0,2 Fi0=092; P=34% 15 o/o
2 F0=0,04; P=83% 15 o/o
20 F,9=0:58; P=45% 15 o/o
200 F5=0,30; P=58% 15 o/o
2000 F 0=0,67, P=42% 15 o/o
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7 dages eksponering af blade
i azoxystrobin

0,07
0,06 -
0,05
0,04 -
0,03
0,02 -

0,01

Bladvaegttab/dyreveegt (mg/mg)

0,00 T T T T T
0 2 20 200 2000

Koncentration (ug I'W)

NEDBRYDNINGEN AF DETRITUS EFTER SYV DAGES EKSPONERING AF ELLEBLADE |
AZOXYSTROBIN ER AFBILLEDET SOM BLADPLADERNES VEGTTAB PER MG DYR MOD
EKSPONERINGSKONCENTRATION. SQ]LEDIAGRAMMERNE ANGIVER GENNEMSNITTET AF
DE 15 REPLIKATER MED STANDARD ERROR. * INDIKERER AT BLADVAGTTABET ER

SIGNIFIKANT FORSKELLIGT FRA KONTROLLERNE (F-TEST, P<0,05)

TEST AF FORSKEL FRA KONTROL UNDER FORS@G MED AZOXYSTROBIN SAMT OVERSIGT
OVER D@DELIGHED, HVOR FORSVUNDNE ER INDIVIDER DER ER KRAVLET OVEN UD AF

GLASSET.
Test Antal Dadelighed
replikater Dgde /
forsvundne
7 dages ekspon. af blade i azoxystrobin
Koncentration (pg 1" Kontrol 15 1/0
2 F,9=0,03; P=87% 15 o/o
20 Fo0=012; P=73% 15 o/o
200 F(wo)=o,1z; P=73% 15 o/o
2000 F...=0,45, P=51% 15 o/o




Bilag F

Kultivering af Prodiamesa olivacea

Den 13/11-02 blev ca. 800-1000 individer af Prodiamesa olivacea indsamlet
fra Gadevang Renden, umiddelbart efter udlebet fra Gadevang
Rensningsanleg. Renden er ca. 1-2 meter bred, 5-400 cm dyb og har relativt
langsomt rindende vand. Bunden udgeres primeert af sand og lgst bladt
sediment bestaende af henradnende plantedele og blade fra den omgivende
vegetation, der bestar af hoje bogetraeer. Renden lober siledes udelukkende
gennem skov, hvorfor der ma formodes at vere en ringe lyspavirkning i
vandlebet ved lovspring. Ved indsamlingslokaliteten blev vandtemperaturen
malt til 8°C mens lufttemperaturen blot blev malt til 2°C. Den relativt hgje
vandtemperatur i forhold til lufttemperatur forventes at vere forarsaget af
lokalitetens neerhed til rensningsanlaegget.

INDSAMLINGSPROCEDURE

Indsamlingen foregik ved hjelp af en hindketcher (kekkensigte) med en
maskevidde pa 1 mm. Denne blev fort gennem det everste sedimentlag (5 cm
dybde), hvorefter dette blev sigtet i vandoverfladen. De nu tydeligt synlige
myggelarver blev herefter neensomt pillet fra ved hjeelp af en bled pincet og
overfort til sma plastbeholdere indeholdende vand fra indsamlingslokaliteten.

AKKLIMATISERING OG KULTIVERING

Ved hjemkomsten blev alle individer anbragt i klimarum ved 12°C og fodret
med en opslemmening af fiskefoder (TetraMin) oplest i hanevand. Dagen
efter indsamlingen blev individerne overfort til sveermebure med mellem 200-
300 individer i hvert. Sveermeburene, der havde dimensionerne
31(H)x17(B)x42(L) cm var pa forhand forsynet med et ca. 1,5 cm tykt lag
sediment (kunstigt fremstillet efter OECD’s guideline) og tilfert afboblet
hanevand til en dybde pa ca. 8-10 cm. Vandsgjlen blev tilfort luft via en
almindelig akvariepumpe monteret med luftslanger og tilsat to pimpsten.
Efter ca. en uge ved 12°C blev sveermeburene akklimatiseret til et rum med
stuetemperatur (20°C £ 1). Larverne blev fodret en gang om ugen, idet
kulturakvarierne blev tilsat et par draber af omtalte foderblanding (konc.= 1g
fiskefoder/20ml hanevand). Halvdelen af vandet i kulturburene blev skiftet
hver 14 dag.

De forste sveermende myg blev observeret den 25/11-02 og den forste
2gmasse (lange strimler) blev observeret den 19/12-02. Der kom dog forst
rigtig gang 1 klekningen den 19/12-02, da svaeermeburene blev tilsat en direkte
lyskilde (800-1000 lux) med 12 timers lys og 12 timers meorke, hvilket
resulterede i en gjeblikkelig foregelse i antallet af sveermende individer. Trods
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det stigende antal kleeggede individer udeblev reproduktionen, idet kun
ganske fa segmasser blev observeret. De enkelte &2gmasser blev straks overfort
til petriskale og den eksakte leeggedato noteret. Desverre gav ingen af de i alt
6 observerede agmasser levende afkom, hvorfor de resterende larver blev
anvendt til LC, -forseg.
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