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Sammanfattning

I vattendrag i vixthustita omriden har be-
kampningsmedelsrester kunnat spiras. En
trolig vig ir att bekimpningsmedelsrester tar
sig ur vixthuset via drineringslosningen. For
slutna odlingssystem skulle det kunna inne-
bira att bekimpningsmedel som rinner ner i
odlingssubstratet, oppna uppsamlingskanaler
av drineringsvatten eller direkt in i nirings-
16sningen inte — som forutsatt — bryts ner,
utan forekommer i niringslosningen efter ka-
renstidens slut. Bekimpningsmedel i en recir-
kulerande niringslosning kan endast forsvinna
genom kemisk eller biologisk nedbrytning. Vi
testade i en inledande studie

* om bekimpningsmedelsrester finns efter
karenstidens slut och
* hur snabbt de eventuellt kan brytas ner.

Teldor WG 50 anvinds mot graimdogel 1 to-
matodling. Vi anvinde Teldor WG50 som mo-
dellsubstans (aktiv substans: fenhexamid) 1 en
hundradelskoncentration av en vanlig sprut-
16sning. Undersokningen pagick under 21
dagar, dvs sju ginger lingre in preparatets ka-
renstid. Prover togs vid 6 tillfillen, nimligen 0,
1,2,4,8 eller 21 dagar efter tillsats av substan-
sen. Utover detta foljde vi halten av organiska
imnen, ledningstal och pH samt forekomsten
av bakterier och svampar (levande celltal) 1
medier utan och med Teldor samt dynamiken
av mikrobiella samhillen under inkubationen.
Vi undersokte ocksi om det fanns bakterier
och svampar som kan vixa till med Teldor
som enda energikilla. Vi konstaterade att

e halten fenhexamid inte forindrades under
observationsperioden;

 halten 16st organiskt kol inte forindrades
under observationsperioden;

¢ ledningstalet och pH o6kade nigot under
observationsperioden;

* levande celltal (CFU/ml) av bakterier och
svampar varierade inte nimnvirt under ob-
servationsperioden;

e levande celltal av fluorescerande pseudo-
monader 6kade nigot under observations-
perioden;

¢ levande celltal av svampar

paverkades signifikant da

de odlades i medium med

fenhexamid;
* organismer
ringslosningen  6verlevde
vil under de niringsfattiga
betingelserna pd vattena-
gar med tillsats av Teldor;
sammansittningen av
mikrobiella samhillen i
drineringslosningen  for-
indrades 6ver tid 1 nirvaro
av Teldor.

frin drine-

Vi drar slutsatsen att fenhex-
amid inte bryts ner i nirings-
16sning under den tre dagar
linga karenstiden, att rester
av Teldor kan kvarstd under
en ling tid i niringslosning
och att mikroorganismer i
drineringslosningen inte bi-
drog till nedbrytningen av
det tillsatta bekidmpnings-
medlet.

Nyckelord: bekimpnings-
medelsrester,  fenhexamid,
hydroponiska odlingssystem,
gronsaker, slutna system, Tel-

dor WG 50, vaxthus

Bakgrund

Malsittningen med denna studie var att un-
dersoka nedbrytningshastigheten for en fun-
gicid i niringslosning frin ett kommersielle,
slutet odlingssystem, samt hur mikrofloran
i niringslosningen paverkas av fungiciden.
Denna studie har sin utgingspunkt i att gran-
ska och optimera i slutna odlingssystem ur
ett miljoperspektiv. Rester av Teldor har inte
kunnat pavisas 1 uppdragsgivarens produkter.
Diremot har det visats spir av bekimpnings-
medel i vattendrag i vixthustita omriden
(Kreuger et al., 2010). En trolig vig ur vixt-
huset ir via drineringslosning, som (1) berikas
med bekimpningsmedel som en foljd av att

Figur 1. I miljvénliga hortikulturella odlingssystem i vixthus samlas den
anvinda néringslosningen upp i oppna (denna bild) eller slutna kanaler. Oppna
kanaler kan vara en port for, och anledning till, att bekdmpningsmedelsrester i
den uppsamlade naringslosningen kvarstdr éver tid. (foto: B. Alsanius)

dessa tillsatts direkt 1 bevattningsvattnet (t.ex.
Imidacloprid eller Propamocarb), eller (2)
avrinnande sprutlosning frin blad som drop-
par ner pa odlingssubstratet eller fingas upp
av Oppna uppsamlingsrinnor (Lotkvist et al.,
2009). Enligt hollindska uppgifter fingas 4%
av sprutlosningen upp 1 bevattningsvattnet
och 3% 1 odlingssubstratet.

I slutna odlingssystem recirkuleras nirings-
I6sningen inkl I6sta dmnen, t.ex. bekimp-
ningsmedelsrester. (Hatzilazarou et al. 2004,
Patakioutas et al. 2007). Detta innebir att kul-
turen exponeras pa nytt och att karenstiden pa
sa sitt Gverskrids.

Slutna odlingssystem blir allt vanligare
vid odling av vixthusgronsaker pd grund av
myndighetskrav om minskade utslipp av ni-
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Figur 2: Forsoksuppstdllningen i konstantrummet (foto: K.-J. Bergstrand)

ringsimnen (Vattendirektivet, 2000), samt av
ekonomiska skil di de innebir en avsevird
besparing av vatten och gdodselmedel. T ni-
ringslosningen 1 ett slutet odlingssystem fo-
rekommer en rik mikroflora som livnir sig
pa organiska imnen sisom rotexsudater och
doda celler frin rotterna (Waechter-Kristen-
sen et al., 1999). Halten av losta organiska
imnen i drineringslosningen i kommersiella
odlingssystem ligger pa 10-40 ppm (Furtner
et al., 2007; Waechter-Kristensen et al., 1999).
Levande cellhalter pd bakterier och svampar
ir vanligtvis runt 10° (log 5) resp. 10° (log 2)
CFU/ml (Furtner et al., 2007).

Mikroorganismer 4r huvudaktorerna vid
biologisk nedbrytning av organiska dmnen, da
de utnyttjar organiska dmnen som energikilla.
De kan leva fria i 16sning, eller fistade som en
biofilm vid ytor i systemet som t.ex. odlings-
substrat och innerviggar i ledningar och tan-
kar. Mikroflorans sammansittning och aktivi-
tet varierar beroende pa tillging pi och form
av organiska dmnen. Den ir ocksd beroende
av andra yttre faktorer, sisom temperatur, pH,
syrehalt samt ledningstal.

Milsittningen med denna inledande studie
var att folja nedbrytningshastigheten for en
fungicid i niringslosning frin ett kommersiellt,
slutet odlingssystem, samt fungicidresternas in-
verkan pd mikrofloran i niringslosningen.

Material och metoder

Forstudie

For att bestimma adekvata provtagningstillfil-
len under huvudforsoket genomfordes ett for-
forsok. Niringslosning samlades in enligt ned-
an 1 vecka 36.Teldor tillsattes 1 koncentrationen
0.15 g/1. Losningen inkuberades 1 flaskor med
luftning pa samma sitt som beskrivs t6r huvud-
forsoket. Prover for analys av resthalt togs vid
start samt efter 2, 4, 6, 8 och 10 samt 21 dagar.

=
o
J

Halten fenhexamid (mg/I)
o = N w = [6,] (<)} ~ oo} [te)

Dag

Figur 3: Halten fenhexamid i néringslosning under 21 dagar av observation. Driner-
ingslosning hade samlats in fran ett kommersiellt slutet odlingssystem med tomat i slutet

av odlingssdsongen. Teldor (0.015 mg/l, aktiv substans_fenhexamid 0.0075mg/1) till-
sattes vid forsoksstarten. Inkubationen skedde under laboratoriebetingelser i individuella
1-I-flaskor vid 20 °C och mérker samt konstant syresittning. (n=6).

Forsoksuppstidllning
Drineringslosningen samlades in frin en
kommersiell tomatodling med slutet bevatt-
ningssystem. Losningen samlades upp frin
uppsamlingstanken i vixthuset. I laboratoriet
fordelades niringslosningen 1 72 st 1 1 sterila
glasflaskor. Till varje flaska tillsattes 0.015 g
Teldor WG 50 (Bayer Crop Science, Tysk-
land), aktiv substans fenhexamid (50% w/w).
I vért forsok spadde vi ut sprutlosningen 100
ganger. Detta fOr att simulera en rimlig nivd
for bladavrinning ner i niringslosningen. Flas-
korna placerades i klimatkammare vid kon-
stant 20°C och morker. Losningen i flaskorna
luftades och omrordes kontinuerligt med hjilp
av sterilfiltrerad luft. Prover togs 0, 1,2, 4, 8
och 21 dagar efter tillsatsen av bekimpnings-
medlet.Vid varje provtagning “skérdades” 2 x
6 flaskor. Resterande flaskor paverkades alltsd
inte av provtagningen.

Analyser
Proven analyserades med hinsyn till halten av
fenhexamid, mikroorganismer och samman-
sittning av mikrobiella samhillen, halten 16st
organiskt kol (DOC), ledningstal och pH.
Prover for analys av bekimpningsmedel
forvarades i frysen till analys. De analyserades
med hjilp av vitskekromatografi. Mikrofloran
analyserades bide med och utan tillsats av fen-
hexamid med hinsyn till den generella svamp-
(maltextraktagar, MA) och Dbakteriefloran
(R2A), fluorescerande pseudomonader (King
Agar B, KB; King et al., 1954) samt pa vattena-
gar (WA). Proven spiddes seriellt och inoku-
lerades pa respektive mikrobiologiskt medium.
Vid varje provtagningstillfille membran-
filtrerades (porstorlek: 0.45 pm) 1 1 16sning

frin varje replikat. Pelletten tvittades genom
upprepad centrifugering och resuspende-
ring. Bakteriella samhillen analyserades med
hjilp av en DNA-baserad metod (denatur-
ing gradient gel electrophoresis, DGGE) av
PCR-amplifierad bakteriell 16S rDNA. For
standardstegen anvindes foljande bakterier:
Enterobacter cloacae, Pseudomonas fluorescens, Lis-
teria innocua, Stenotrophomonas maltophilia, Pseu-
domonas putida samt Bacillus subtilis.

For analys av 16st organiskt kol membran-
filtrerades (porstorlek: 0.22 pm) provet och
analyserades sedan med hjilp av testkit LCK
385 (Hach-Lange AG, Tyskland) Ledningstal
och pH miittes vid varje analystillfille.

Berdkning och statistisk analys
Forsoket dr baserat pd en enfaktoriell ansats
med sex oberoende replikat. Resultat frin
mikrobiologiska analyser log-transformerades
fore statistisk analys (Angle et al., 1996). Samt-
liga resultat bearbetades med variansanalys
(ANOVA) foljt av Tukey-test (Minitab vers.
16; Minitab inc., USA) dir p<0.05 ansags som
signifikant skilda resultat.

Resultat och diskussion

Karenstider for bekimpningsmedel ir ett sitt
att minimera forekomsten av bekimpnings-
medelsrester pa de odlade vixterna, vixtpro-
dukterna eller de behandlade omridena i syfte
att skydda konsumenten, personalen samt
husdjur. For Teldor (fenhexamid) dr karensti-
den 3 dagar efter behandlingen. Fenhexamid
anvinds vid odling av vixthustomater mot
gramdogel. Preparatet har en lokalsystemisk ef-
fekt. For en god effekt bor hela vixten tickas
jamt av preparatet. Detta innebir att det finns

Fakulteten for landskapsplanering, tradgards- och jordbruksvetenskap 2012



Fakta fran Hortikultur Alnarp

S

Info nr 16 SsLu

forutsittningar for en hdg avrinning av pre- 6 R2A 6 MA
paratet, som kan infiltrera drineringslsningen 5 ;!l t 2 5
via odlingssubstratet (3%) eller som fingas upp ?
i 6ppna uppsamlingskanaler (4%). E 1 4

Resultaten frin forforsoket indikerade att g 3 1 3T, « . " "
nedbrytningen var lig, efter 21 dagar fanns g 7 2 ;
fortfarande 72% av den ursprungligen tillsatta % % % .
halten kvar. Som ett resultat av detta beslots M !
att reducera koncentrationen i1 huvudforsoket 0 T 0 T
frin 0.15 mg/1 till 0.015 mg/1. Fenhexamid- 0 5 10 15 20 % 0 5 10 5 20 %
halten, tillsatt 1 en hundradelskoncentration av 6 KB 6 « WA
sprutldsning, forandrades inte signifikant un- 5 s 7L ’ [
der observationsperioden pa 21 dagar (fig. 3). z4 4 -+§ *

Organiska dmnen i vatten/niringslésning- 5 5 ) 5
en kan brytas ner biologiskt eller kemiskt. I E’, $ W i [']
foreliggande undersékning lades fokus pa 22 .§§ 2] « medfenhexamid
den biologiska nerbrytningen. Resultaten, 14 11 B utan fenhexamid
bade vad giller fenhexamidhalter, halten 16st 0 T T T T ] 0
organiskt kol, samt levande celltal av mikro- 0 5 1%ag 15 20 25 0 5 10 Dag 15 20 25

organismer, visade att ingen nedbrytning dgt
rum (se figur 4 och 5) samt att forekomsten
av odlingsbara mikroorganismer (levande cell-
tal) inte genomgick nigra storre forindringar,
dven nir Teldor tillsattes till de mikrobiolo-
giska odlingsmedierna. Detta resultat stods av
tidigare studier liknande denna, fast dir vatten
fran dar istillet for drineringslosning anvints
(Abbate et al., 2007). I Abbate et al’s studie
(2007) fanns fortfarande efter 100 dagars in-
kubation mellan 77 och 94% av tillsatt fenyl-
hexamid kvar, beroende pa vattnets pH-virde.
Vid biologisk nedbrytning av organiska dm-
nen kan bide bakterier och svampar ha en ak-
tiv roll. Vi valde i foreliggande undersdkning
drineringslosning fran ett slutet kommersiellt
odlingssystem med tomat, dirfor att den har
den mest etablerade mikrofloran. Den mikro-
biella koloniseringen av den anvinda 16snin-
gen var mycket god och motsvarade tidigare
kvantificerade mingder (Alsanius & Bergs-
trand, 2007). Analyserna i den foreliggande
studien visade inga nimnvirda forindringar
av levande celltal, forutom att svampfloran
paverkades negativt av fenhexamidtillsats — en
forvintad effekt nir man tillfor ett fungicid.
Det fanns ocksd viss paverkan pa forekomsten
av fluorescerande pseudomonader. En sidan
forindring av mikroflorans sammansittning i
som respons pa tillsatsen av fenhexamid har
tidigare pavisats av Borzi et al. (2007).
Alsanius & Jung (2004) visade att fenoliska
iamnen i niringslosningen fran slutna odlings-
system kunde effektivt brytas ner inom loppet
av 54 timmar. Enligt dessa forfattare ir icke-
mineraliserbarhet av organiska damnen en for-
utsittning for anrikning av organiska dmnen 1
niringslosningen; utdver detta nimnde de att
anrikning kan forekomma om
1) dmnet inte dr 16sligt 1 ndringslosningen,

Figur 4: Mikrofloran i drineringslosningen, uppmatt genom levande celltal (CFU/ml), dir R2A representerar allmdin
bakterieflora, MA allmdn svampflora, KB fluorescerande pseudomonader och WA allmén bakterieflora.” utan fen-
hexamid” dr standardmedium,”med fenhexamid” dr medium med tillsats av 0.015 g fenhexamid/l. Asterisk (*) ver
datapunkterna markerar signifikant (p<0.05) skillnad mellan avldsningar fran medium med resp. utan _fenhexamid.

Dag 0

Dag 8

NC

Figur 5. DGGE mdnster av bakteriepopulationen i néringslosningen direkt (dag 0) efter och 8 (dag 8) dagar efter tillsats
av Teldor WG 50 (0.015 mg/1). Varje band motsvarar en fylotyp. Enterobacter cloacae (A), Pseudomonas fluorescens (B),
Listeria innocua (C), Stenotrophomonas maltophilia (D), Pseudomonas putida (E) samt Bacillus subtilis (F) anvindes

som markdérer i standardstegen.

2) platsen dir mikroorganismer som ir kapa-
bla att bryta ner det organiska dmnet vistas
inte Overensstimmer med platsen dir det
organiska damnet finns och

3) om den befintliga mikrofloran inte kan
producera adekvata enzymer eller enzym-
komplexer for att bryta ner det organiska
imnet 1 fragan.

Fenhexamid i form av Teldor WG ir ett gra-

nulat som finfordelas i vatten (Bayer Crop

Science, 2011). Genom stindig tillfrsel av
sterilfiltrerad luft var l16sningen stadigt i om-
rorning vilket skapade forutsittningar for att
substansen och mikroorganismer fanns pi
samma plats. Utifrdn foreliggande studie dr det
inte mojligt att bedoma vilken av anledning-
arna 1 listan ovan ir avgorande for resultatet.
Vid inkubation i fuktig jord faststillde Ab-
bate et al. (2007) att fenhexamid reducerades
med upp till 75% inom fem dagar, vilket ir
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ett mycket intressant resultat for foreliggande
fragestillning 1 vidare perspektiv. I dagens lige
foreligger inga resultat om liknande effekt kan
forvintas av infiltration genom odlingssubstrat
eller ett biologiskt filter. Kunskap om detta ir
dock ett viktigt nista steg for att kunna sitta
dessa resultat 1 ritt ssmmanhang. Halten av 16st
organiskt kol forandrades inte under inkuba-
tionsperioden. Losningens pH-virde stabilise-
rades inom 24 timmar efter tillsats av Teldor
till ca 7.8. Ledningstalet steg signifikant frin
2.66 till 2.91 mS/cm under forsokets ging.

Den molekylirbiologiska analysen av bak-
teriella samhillen visade att vissa bakterie-
grupper reducerades patagligt under de for-
sta 8 dagarna av inkubationen, medan andra
okade (figur 5). Detta ir i synnerhet intressant
i och med att varken mingden aktiv substans
eller 16st organiskt kol forindrades. I denna
undersokning tillsattes Teldor WG 50 som
modellsubstans. Den ena hilften utgors av den
aktiva substansen fenhexamid, den andra ar
en organisk birare, vilket kan betyda att bi-
raren fungerade som energikilla. Det faktum
att manga mikroorganismer formadde att vixa
i nirvaro av fenhexamid ir intressant. Sirskilt
intressanta kandidater for att stimulera ned-
brytning av Teldor WG 50 4r de organismer
som forokades under observationstiden.

Slutsatser

Foreliggande studien har sin utgingspunkt i
att granska och optimera slutna odlingssys-
tem. Rester av Teldor har inte kunnat pavisas
i uppdragsgivarens produkter. Bekimpnings-
medelsresters 6de 1 niringslosning 1 slutna
odlingssystem i4r dock en torbisedd friga. Nya
strategier for minskning av bekimpningsme-
delsrester 1 slutna odlingssystem bor utvecklas.
Det bor ocksa studeras huruvida den forling-
da exponeringstiden leder till anrikning av

Teldor i skordade gronsaker. Det dr ocksa vik-
tigt att folja upp om rester av andra bekimp-
ningsmedel kvarstir 6ver tid i recirkulerande
niringslosning.
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