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SUMMARY 

A comparative study was set up to assess possible zootoxic and eco­
logical effects of the application of the herbicide dichlobenil (Casoron 
G-SR) in a ditch and in indoor micro-ecosystems (MES) derived from it. 

The ditch was divided into four 100 m3 sections. Two sections were 
treated with the herbicide at 2 g.m~3 (a.i.). The MES were created by fil­
ling each of nine 235 1 (net) glass containers with unfiltered water, 
Elodea nuttallii, macrobenthos and bottom mud from the ditch, and washed 
sand. The systems were allowed to stabilize in the laboratory for approx. 
90 days prior to the application. Treatment levels were 0, 2, 5 and 15 g.m~3 
(a.i.). The monitoring programs for both outdoor and indoor experiments 
included twelve chemical variables, macrophyte and phytoplankton composition 
and density, and population densities of up to 98 zoöplankton and macrobenthos 
taxa. The experiments were terminated at 165-216 days after treatment. 

Much higher dichlobenil levels and pH values developed in the MES than 
in the ditch, due to the glass plates that were placed on the aquaria. In 
both the ditch and the MES higher plants were killed as a result of the 
treatment; the growth of filamentous green algae was stimulated in all 
treated systems. Considerable variability of population densities allowed 
only a limited number of animal species and species groups to be identified 
as directly or indirectly being inhibited or stimulated by the treatment. 
The two experiments showed similar results in some respects, however. 

It is argued, that certain modifications of the MES technique used in 
this study are required in order to develop a more responsive system. 
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VOORWOORD 

Medio 1977 besloot de Commissie TNO voor Onderzoek inzake Nevenwer­
kingen van Bestrijdingsmiddelen en verwante verbindingen (CNB) een subsi­
die beschikbaar te stellen voor een eenjarig vooronderzoek, uit te voeren 
bij het Centrum voor Agrobiologisch Onderzoek (CABO) te Wageningen. Doel 
van dit onderzoek was, door middel van een literatuurstudie vast te stel­
len welke perspectieven het gebruik van zogenoemde aquatische micro-eco­
systemen biedt bij de beoordeling van de risico's van milieuvreemde stof­
fen. 

Het onderzoek mondde uit in een literatuurrapport, dat een systema­
tisch overzicht gaf over het tot dan verrichte onderzoek op dit gebied. 
Mede op basis van het literatuurrapport kon een voorstel tot voortzetting 
van het project in de vorm van een experimenteel onderzoek worden gefor­
muleerd. Nadat de CNB hieraan haar goedkeuring had gehecht en financiële 
ondersteuning had toegezegd, werd in oktober 1978 een begin gemaakt met 
de voorbereiding van de diverse experimenten. Dit verslag heeft betrekking 
op het experimentele gedeelte van het onderzoek, dat begeleid werd door 
een daartoe ingestelde commissie, samengesteld uit leden van de Contact­
groep Water van de CNB. 

Aan de volgende personen en instanties ben ik in het bijzonder dank 
verschuldigd voor de waardevolle bijdragen aan het onderzoek: 
- voor de advisering betreffende het onderzoek: de project-begeleidings­

commissie, bestaande uit: dr.ir. R.J. Dortland (RWS), dr.ir. H. de Heer 
(IOB), dr. K. Kersting (RIN), dr. A.G.M. Willems (Duphar B.V.) en 
drs. J.C.J. van Zon (Euroconsult; voorheen werkzaam bij het CABO), 
alsmede drs. M. Smies (Shell, Internationale Petroleum Mij. B.V.); 

- voor de dagelijkse begeleiding: drs. J.C.J. van Zon (projectleider); 
- voor de technische voorbereiding en uitvoering: de CABO-medewerkers 

B.J. Hoogers en C A . Hoveyn en de studenten M. Crezée, Th. Dekker, 
J. Heres en J.H. Janse; 

- voor de behandeling van de proefs loot met Casoron G-SR: 
J. Oosterhof (Duphar B.V.); 

- voor de dichlobenil-analyse van water- en bodemmonsters: Duphar B.V.; 
- voor de beschikbaarstelling van de proefsloot: de Organisatie tot Ver­

betering van de Binnenvisserij (OVB). 
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1. INLEIDING 

1.1. Aquatische micro-ecosystemen 

In toenemende mate wordt bij ecologisch en milieutoxicologisch on­
derzoek gebruik gemaakt van micro-ecosystemen (MES) (Harris 1980; Ringel­
berg & Kersting, 1978). Een MES is een onder kunstmatige milieu-omstan-
digheden verkerend ecosysteem (zie ook Beyers, 1963). Ten minste één 
milieufactor is in alle MES van kunstmatige aard, namelijk de begrenzing 
van het systeem. Daarnaast kan het energie- en materiaaltransport naar 
en vanaf het systeem een kunstmatig karakter dragen. Ook kan de samenstel­
ling van de levensgemeenschap afwijken van een natuurlijke structuur. 
Deze factoren maken het mogelijk om door middel van manipulatie het gedrag 
van deze ecosystemen te bestuderen. Dit betekent dat MES in principe niet 
alleen inzicht kunnen verschaffen in fundamentele ecologische processen, 
maar ook kunnen bijdragen tot een juiste beoordeling van milieurisico's 
van fysische en chemische verstoringen. Zowel aquatische (waartoe we ons 
nu zullen beperken) als terrestrische systemen lenen zich daartoe. 

In het begin van de jaren vijftig zijn de eerste serieuze experimen­
ten met MES uitgevoerd (Kühl & Mann, 1952). Hoewel sindsdien enige be­
langrijke resultaten zijn bereikt (zie bijvoorbeeld Cooke, 1971; Metcalf, 
1977; Ringelberg & Kersting, 1978), is nog veel onderzoek nodig naar de 
voorspellende waarde van de experimenten. 

De tot nu ontwikkelde systeem kan men, vanuit biologisch oogpunt be­
schouwd, indelen in twee groepen (Ringelberg & Kersting, 1978): 
1. gnotobiotische systemen ("defined systems"); 
2. semi-natuurlijke systemen ("derived systems"). 
ad 1. De levensgemeenschap van de gnotobiotische MES bestaat uit een be­
perkt aantal soorten organismen, die afkomstig zijn uit laboratorium-cul­
tures. De abiotische componenten zijn gewoonlijk eveneens van bekende sa­
menstelling, en de fysische milieu-omstandigheden zijn in het algemeen 
gestandaardiseerd. Er is geen uitwisseling van organismen met de omgeving 
mogelijk (jHairston et al., 1968; Taub, 1976). In een wat minder rigoreuze 
variant is permanente of incidentele invoer van bepaalde organismen moge­
lijk (Ringelberg & Kersting, 1978). 

Gnotobiotische systemen lenen zich bij uitstek voor fundamenteel on­
derzoek naar de transportroutes, het lot en de biologische effecten van 
een stof. Behalve de bovengenoemde factoren dragen daartoe ook de relatief 
eenvoudige repliceerbaarheid van de opstellingen en de niet onbevredigende 
reproduceerbaarheid van de proefuitkomsten bij (Heath, 1979; Taub, 1976). 
De levensduur is variabel, maar kan in sommige gevallen oplopen tot enige 
jaren, zodat bestudering van effecten op lange termijn mogelijk is (Ferens 
& Beyers, 1972; Kersting, 1975, 1978; De Zwart, 1980). Een veelbelovende 
wijze van ontwerpen en analyseren van experimenten is de holistische sy­
steembenadering. Men maakt hierbij gebruik van het feit dat complexe sy­
stemen, zoals MES, bij een verstoring boven een zekere intensiteit een 
karakteristiek overgangsgedrag vertonen tot een nieuwe evenwichtstoestand 
is bereikt. Het overgangsgedrag is bepaald door het verloop van de curve 
in de toestandsruimte, die gedefinieerd is door een aantal systeem-varia­
belen, zoals zuurgraad en zuurstofgehalte (Levandowsky, 1977) . Enige ef­
fecten van cadmium in MES konden door analyse van de curves (fase-dia­
grammen) worden vastgesteld (Heath, 1979). Ook bij onderzoek met chemo-
staten is deze methode reeds met succes toegepast (Harder, 1979). Enige 
proeftechnische eisen waaraan gnotobiotische MES moeten voldoen zijn de 
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volgende. De afmetingen dienen voldoende groot te zijn, zodat verstoring 
door bemonsteringen beperkt blijft. Anderzijds zijn te grote afmetingen 
niet gewenst, omdat dit ten koste zou gaan van het aantal systemen per 
proef en daarmee van de statistische verwerkbaarheid van de meetgegevens. 
Ook moeten aan het begin van de experimenten van elke populatie voldoen­
de individuen (eventueel met een juiste verdeling naar leeftijd en ge­
slacht) aanwezig zijn om een zekere kans op instandhouding van de popu­
laties te waarborgen. Tot slot moeten de proeven zodanig zijn opgezet, 
dat onderscheid kan worden gemaakt tussen natuurlijke veranderingen en 
veranderingen ten gevolge van een experimentele belasting (behandeling) 
van de systemen. 

In het algemeen mag worden gesteld, dat gnotobiotische MES, mits 
zij een of meer functionele eigenschappen bezitten die ook in natuurlijke 
systemen voorkomen, informatie kunnen geven over de potentiële gevolgen 
van verstoringen, in termen van de genoemde functionele eigenschappen. 
Inzicht in de werkelijke gevolgen van verstoringen kan men in principe 
uitsluitend verkrijgen uit veldproeven. Aangezien het uitvoeren van veld­
proeven om diverse redenen vaak ongewenst of zelfs onmogelijk is kan het 
gebruik van semi-natuurlijke MES eventueel een alternatief zijn. 
ad 2.De levende en niet-levende componenten van semi-natuurlijke MES zijn 
rechtstreeks afkomstig uit een natuurlijk ecosysteem. Een beschrijving 
van de samenstelling is dan ook slechts ten dele mogelijk. De systemen 
staan onder invloed van natuurlijke of gestandaardiseerde fysische milieu-
omstandigheden, en kunnen gesloten of open zijn. In het laatste geval is 
weliswaar uitwisseling van levend en niet-levend materiaal met de omge­
ving mogelijk, maar een volledig natuurlijk patroon hierin ontbreekt in 
verband met de kunstmatige begrenzing. Ook voor semi-natuurlijke MES geldt 
als voorwaarde voor een zinvolle toepassing, dat zij een lange levensduur 
hebben (Dortland, 1980), functionele eigenschappen bezitten, die ook in 
veldsystemen aanwezig zijn (Giddings & Eddlemon, 1978; Oviatt et al., 
1980; Perez et al., 1977) en aan de proeftechnische eisen voldoen. Daar­
naast dient vooralsnog aan een aantal andere voorwaarden te zijn voldaan, 
te weten de aanwezigheid van zoveel mogelijk natuurlijke componenten, en 
een zo uitgebreid mogelijk meetprogramma (Grice & Menzel, 1978; Reed, 
1978). De laatstgenoemde voorwaarden kunnen vervallen, zodra uit voortge­
zet onderzoek is gebleken in hoeverre de samenstelling van en het meet­
programma voor de MES voor een specifieke toepassing vereenvoudigd kun­
nen worden. 

1-2. Micro-ecosystemen en risico-beoordeling 

Gezien het complexe karakter van onderzoek met MES lijkt het gewenst 
om, voorafgaand aan de bespreking van doel en aard van dit project, in 
het kort aan te geven hoe de rol van MES binnen het totale milieu-onder­
zoek kan worden afgebakend. In tegenstelling tot veel andere typen van 
biologisch onderzoek, moet de onderzoeker die gebruik maakt van MES zelf 
zijn studie-object bouwen, alvorens hij waarnemingen kan doen. Dit bete­
kent dat het ontwerp van systeem en meetprogramma optimaal kan en moet 
zijn gericht op beantwoording van een aantal specifieke, tevoren geformu­
leerde vragen. Deze vragen kunnen betrekking hebben op fundamenteel-eco­
logische eigenschappen in onbelaste toestand en op de veranderingen die 
in MES kunnen optreden ten gevolge van een belasting (bijvoorbeeld de ver­
houding fotosynthese/respiratie en de opbouw van voedselketens). De uit-
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komsten van onderzoek van het laatstgenoemde type kunnen, in combinatie 
met aanvullende gegevens, leiden tot schatting van milieurisico's. On­
der "milieurisico" kan men verstaan: de kans op biologische schade ten 
gevolge van de aanwezigheid in het milieu van een stof in een feitelijke 
of voorspelde concentratie (Caïrns, 1980). Van biologische schade is spra­
ke indien introductie van een stof in een bepaald milieu leidt tot door 
de mens ongewenst geachte effecten in populaties of tot een ontregeling 
van het harmonisch functioneren van het betreffende ecosysteem (vergelijk 
Hueck, 1977). 

Slechts aan de hand van experimenteel ecologisch onderzoek kan men 
bepalen, welke kenmerkende functionele eigenschappen een ecosysteem bezit 
en onder welke omstandigheden (belasting met een stof) deze ontregeld ra­
ken. Zodra voldoende waarnemingsgegevens beschikbaar zijn, kan men het 
milieurisico formuleren in termen van (milieu-)toxiciteit en beschikbaar­
heid voor opname in organismen. Een voorbeeld van de procedure die men 
kan volgen in weergegeven in fig. 1. Volgens het schema leveren basisge­
gevens over de stof en resultaten van onderzoek onder gestandaardiseerde, 
semi-natuurlijke en eventueel natuurlijke omstandigheden elk hun eigen 
bijdrage aan de risicobeoordeling. In twee fasen van de toetsingsproce­
dure kan men gebruik maken van MES. Het snel opsporen van mogelijke effec­
ten (screening) geschiedt met behulp van een reeks gnotobiotische syste­
men die onder uiteenlopende, maar gestandaardiseerde omstandigheden wor­
den belast. In een latere fase kan geïntegreerd onderzoek met semi-natuur­
lijke MES een indruk geven van de werkelijke gevolgen van een belasting. 

Andere, maar verwante beslissingsschema's geven onder andere Draggan 
& Giddings, 1978; Hueck, 1977; Tooby, 1978 en Cairns et al., 1978 geeft 
tevens een aantal numerieke waarden voor de uitkomsten van toetsen, op 
grond waarvan wordt beslist of nader onderzoek onder gestandaardiseerde 
omstandigheden noodzakelijk is. Het voert te ver om de verschillende ar­
gumenten te bespreken die aan de keuze van deze numerieke waarden ten 
grondslag liggen of kunnen liggen. Wel lijkt het van belang, dat ook voor 
de Nederlandse situatie dergelijke waarden worden vastgesteld. Een aantal 
er van kan waarschijnlijk betrekkelijk snel worden ingevuld; voor het 
kiezen van andere (waaronder kritieke waarden voor de uitkomsten van ex­
perimenten met MES) is nog aanvullend onderzoek nodig. 

1.3. Doel en aard van dit onderzoek 

Het project was gericht op beantwoording van de volgende vraag: in 
hoeverre zijn de effecten die bij introductie van een bepaalde milieu-
vreemde stof in een bepaald type MES worden gevonden, overdraagbaar naar 
een veldsituatie en omgekeerd? 

Om redenen, vermeld in de voorgaande paragrafen, lenen semi-natuur­
lijke MES zich onder bepaalde voorwaarden voor onderzoek dat een redelijk 
betrouwbare voorspelling geeft van werkelijke milieu-effecten. De mate 
waarin een voorspeld effect overeenkomt met een werkelijk effect, kan 
rechtstreeks worden vastgesteld aan de hand van vergelijkende, en zo mo­
gelijk simultaan uitgevoerde experimenten in het MES en het daarmee ver­
wante veld-systeem. Ook in dit project is voor een dergelijke benadering 
gekozen. De keuze impliceerde onder andere dat een vrij omvangrijk meet­
programma moest worden opgesteld. Hierdoor kon slechts lén models tof wor­
den gebruikt. 

Van de in oppervlaktewateren aanwezige milieuvreemde stoffen nemen her­
biciden een bijzondere plaats in. Gezien het effect dat met het gebruik 
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van deze stoffen wordt beoogd, oefenen deze een potentieel sterkere in­
vloed uit op het functioneren van ecosystemen dan vele andere milieu-
vreemde stoffen. Herbiciden worden immers toegepast om planten uit een 
systeem te verwijderen. De planten spelen als voedselproducent, schuil­
en broedplaats en anderszins een essentiële rol binnen ecosystemen. Als 
bovendien uit laboratorium-onderzoek bekend is, dat een herbicide onder 
bepaalde omstandigheden tevens giftig is voor dierlijke organismen en 
gedurende langere tijd biologisch beschikbaar blijft, dient men er reke­
ning mee te houden dat bij gebruik van het middel naast gewenste ook on­
gewenste effecten kunnen optreden. Een herbicide met bovengenoemde 
eigenschappen is dichlobenil, althans wanneer het wordt toegepast in stil­
staand water. Deze stof werd daarom als modelstof gekozen. 
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2. MATERIAAL EN METHODEN 

2.1. De modelstof 

Er bestaan twee granulaat formuleringen van dichlobenil (2,6-
dichloorbenzonitril): Casoron G en Casoron G-SR. De laatste bevat 20% 
dichlobenil en is een zogenoemde slow-release formulering. Dit wil zeggen 
dat de biologisch actieve component langzaam uit de granule vrijkomt, en 
dus gedurende langere tijd potentieel beschikbaar is voor opname in orga­
nismen. Om deze reden werd in de experimenten de formulering Casoron G-SR 
gebruikt. Geen van beide middelen is in Nederland toegelaten voor toepas­
sing direct in oppervlaktewater. Het gebruik van Casoron G als bestrij­
dingsmiddel tegen waterplanten is alleen toegestaan in tijdelijk droog­
staande sloten, wanneer met redelijke zekerheid mag worden aangenomen dat 
gedurende twee maanden na toepassing geen water door de sloot stroomt 
(Plantenziektenkundige Dienst, 1978). In een aantal andere landen mag de 
stof rechtstreeks in oppervlaktewater worden toegepast. 

Een aantal fysisch-chemische eigenschappen van dichlobenil is samen­
gevat in tabel 1. Met name de grote vluchtigheid van de stof is opvallend. 
Omzettingsprodukten van dichlobenil zijn: 2,6-dichloorbenzamide, 3- en 4-
hydroxyverbindingen en conjugaten. De omzetting verloopt in weinig gevoe­
lige plantesoorten relatief snel (Verloop, 1976; Verloop & Nolle, 1972). 
In zoogdieren wordt dichlobenil binnen vier dagen na dosering grotendeels 
in de vorm van polaire metabolieten uitgescheiden (Griffiths et al., 1966; 
Wit & Van Genderen, 1966a). Metabolisme in vissen treedt nauwelijks op. 
Na opname in karper, guppy, goudvis en regenboogforel vindt afgifte van 
de stof en zijn eventuele metabolieten aan het water plaats in een mate 
die afhankelijk is van de concentratie in het water. Het gevolg is, dat 
de accumulatiefactor over betrekkelijk lange tijd constant (15 à 20) 
blijft (Bolier et al., 1973; Verloop et al., 1974; Wiersma-Roem et al., 
1978). 

De acute toxiciteit is voor een twintigtal aquatische invertebraten 
bekend en varieert in het algemeen van 7 tot 25 g.m~3 (laagste waarde 
2,8 g.m~3 voor de amphipode Eyalella azteaa; Wilson & Bond, 1969), in ter­
men van 24- of 96 uur LC50 of EC50 (immobilisatie). Tijdens kortlopende 
proeven bleek dat de opname van algen als voedsel en de filtreersnelheid 
bij de cladoceer Daphnia magna reeds worden geremd bij blootstelling aan 
ca. 0,1 g.m~3 dichlobenil (Kersting & Van der Honing, 1980). Daphnia magna 
werd als enige herbivoor in een bijna gnotobiotisch MES gedurende ca. 
150 dagen blootgesteld aan dichlobenil. De concentratie waarboven de ge­
middelde populatie-grootte terugloopt, kon in dit eerste experiment nog 
niet worden bepaald (Kersting, 1978). De 24- tot 96 uur LC50-waarden voor 
vissen (bekend voor ongeveer zestien soorten) zijn vergelijkbaar met die 
voor de invertebraten. De gevoeligste soort is Rasbora hetevomovpha met 
4.2 g.m~3 (Tooby & Hursey, 1975). Tijdens kortlopende proeven zijn bij 
vissen storingen in motorische functies geconstateerd bij concentraties 
vanaf 6 g.m-^ (Bolier et al., 1973). Ten gevolge van langdurige blootstel­
ling aan 0.3 tot 0.7 g.m~~3 kunnen sublethale effecten optreden, zoals hy­
pertrofie en hyperplasie van de secundaire kieuwlamellen (Wiersma-Roem 
et al., 1978). Andere afwijkingen zijn gevonden in lever, nier en hart 
van intacte zoogdieren en in weefselkweken. In reproductieproeven met 
ratten vond groeiremming plaats in de tweede generatie (Van Genderen & 
Van Esch, 1968). Er zijn aanwijzingen, dat metabolieten van dichlobenil 
fungeren als ontkoppelaars van de oxidatieve fosforylering (Wit & Van 
Genderen, 1966b). 
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2.2. Algemene proefopzet 

2.2.1. Dimerisionering 

In verband met het doel van het project werd gekozen voor een verge­
lijkend onderzoek naar de effecten van de toepassing van dichlobenil onder 
natuurlijke en geconditioneerde omstandigheden. Onder beide soorten van om­
standigheden diende een deel van de systemen met het herbicide te worden 
behandeld en een ander deel niet te worden behandeld. Eventuele verschillen 
tussen de meetgegevens als gevolg van de behandeling kunnen aldus onderschei­
den worden van die, welke het gevolg zijn van het verschil in milieu-omstan-
digheden. Van belang bij de proefopzet is, dat de grootte van een effect dat 
nog juist kan worden vastgesteld, zo klein mogelijk is. Voor een gegeven 
aantal systemen geldt dat deze drempelwaarde wordt verlaagd door het aan­
tal herhalingen op te voeren, het aantal behandelingen te verkleinen of 
de variabiliteit tussen herhalingen te reduceren (Crow & Taub, 1979). 
Een afname van de variabiliteit kan worden gerealiseerd door onder andere 
cross-inoculatie (Neill, 1975), door het kiezen van de minst veranderlij­
ke variabelen (indien mogelijk) en de variabelen die de best reproduceer­
bare tijdseries opleveren, en door de meetfrequenties te optimaliseren. 
Er zijn aanwijzingen (Crow & Taub, 1979), dat meetseries van ecosysteem­
parameters, zoals zuurstofgehalte en optische dichtheid, zich beter lenen 
voor statistische verwerking dan meetseries die op individuele componenten 
van het systeem (bijvoorbeeldorganismen) betrekking hebben. 

In ons geval was vooral de minimaal noodzakelijk geachte grootte van 
de objecten beperkend voor het aantal behandelingsniveaus en het aantal 
herhalingen voor elk niveau. Bovendien bleef het aantal waarnemingen per 
tijdserie beperkt, doordat de complexiteit van de systemen het noodzake­
lijk maakte veel systeem- en component-variabelen te meten. Men name van 
semi-natuurlijke zoetwater-MES zijn nog weinig specifieke gegevens bekend 
over de invloed van schaalverkleining op de diverse eigenschappen van de 
systemen. Giddings & Eddlemon (1977) vonden weinig verschil voor wat be­
treft chemische en biologische parameters tussen in het laboratorium op­
gestelde MES van 7 tot 70 1. Ook halvering van in de open lucht opgestel­
de MES van 3 m3 leidde niet tot een duidelijk verschil in ontwikkeling 
tussen beide subsystemen (Dortland, 1980). Wel resulteerde de introductie 
van slechts 3 gram vis in een MES van 0,7 kubieke meter reeds in abnormale 
verhoudingen tussen de hoeveelheden organische koolstof, chlorofyl a en 
zoöplankton (Jassby et al., 1977). 

Op basis van de beschikbare informatie en om praktische redenen is 
gekozen voor een verdeling van de oorspronkelijke sloot in vier comparti­
menten (elk ca. 100 kubieke meter) en voor het bouwen van negen MES, elk 
met een netto inhoud van 235 liter. Behalve volumeverkleining als zodanig 
kunnen ook de geringere diepte (beperking van de verticale migratie van 
zoöplankton) en het grotere relatieve wand-, water- en bodemoppervlak 
tot ecologische verstoringen aanleiding geven. De laatstgenoemde factor 
beïnvloedt onder andere het transport van de modelstof. Indien de stof uit 
granules vrijkomt, luidt de vergelijking die de verandering in de tijd be­
schrijft van de hoeveelheid opgeloste stof in een rechthoekig bassin als 
volgt (zie ook Dudzik et al., 19 79): 

lbh 4r = albJ -lbJ -lbhC-2h(l+b)JIT-lbJT (I) 
ut CJ D W L 
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waarin 

a =fractie van het bodemoppervlak dat bezet wordt door granules 
b = breedte van het systeem 
c = concentratie van de modelstof in de waterkolom 
C = netto snelheid van omzetting en opname (door planten) in de water­

kolom, per volume-eenheid 
h = waterdiepte 
J = netto snelheid van opname van de stof in de bodem, per oppervlakte-

eenhei d 
J = netto snelheid waarmee de stof uit de granules vrijkomt, per opper­

vlak te-eenhei d 
J = netto snelheid waarmee de stof aan het wateroppervlak vervluchtigt 

per oppervlakte-eenheid 
J„ = netto snelheid waarmee transport van de stof naar de wanden plaats­

vindt per oppervlakte-eenheid 
1 = lengte van het systeem 
t = tijd 

Na deling van beide leden van (I) door de factor lbh verkrijgen we: 

i£ = JL j _ JL j _ c _ 2 (1+b) . 1 . . 
dt h J G h J B L lb J W h J L U i ' 

Alle termen in (II), behalve de derde, zijn afhankelijk van de grootte 
van het systeem (in par. 2.3 en 2.4 worden afmetingen en dergelijke ver­
meld). Door invullen van de waarden van 1, b en h in (II) kan men voor de 
slootsectoren berekenen, dat de afname van de lengte ten opzichte van de 
oorspronkelijke sloot vrijwel geen invloed heeft op het transport naar de 
"wanden", en in het geheel niet van invloed is op de andere fluxen. Voor 
de MES geldt evenwel, dat effecten ten gevolge van de verandering van de 
verschillende fluxen twee- tot tienmaal zo groot worden als in de oor­
spronkelijke sloot het geval is. De werkelijke afwijkingen in de grootte 
van effecten in de aquaria kunnen aanzienlijk verschillen van de hier ge­
noemde waarden, doordat de "constanten" in (II) zich zullen wijzigen. 
Immers, in de MES is bijvoorbeeld sprake van andere wand- en bodemeigen­
schappen. Ook de mengingsgraad van het water zal verschillen ten gevolge 
van de afwezigheid van wind en ten gevolge van afkoeling langs de wanden 
(zie par. 2.4), In verband hiermee is sprake van een andere diffusiesnel­
heid en dus concentratie-opbouw van de modelstof. De concentratie-opbouw 
lijkt echter vooral te worden bepaald door de netto vervluchtigingssnel-
heid, die door de afdekking van de aquaria zeer beperkt is. 

Het feit dat men a priori gedragsverschillen tussen MES en veldsy-
stemen moet verwachten, moet niet zonder meer als een inherente tekort­
koming van MES-experimenten worden beschouwd. Het dwingt juist tot nader 
onderzoek van dimemsionerings- en verwante problemen, waarbij eenvoudige 
wiskundige modellen, zoals (II), een rol kunnen spelen. Dergelijk nader 
onderzoek kan niet alleen bijdragen tot het ontwerp van optimaal functio­
nerende MES, maar kan tevens de interpretatie van eerdere MES-proeven 
vergemakkelijken. 

2.2.2. Fasering 

Voorafgaand aan veld- en laboratoriumproef werden in de sloot op 
drie data zoöplankton- en macrofaunamonsters genomen. De samenstelling 
van de levensgemeenschap bleek voldoende overeen te komen met wat men ge-
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woonlijk in een Nederlandse sloot aantreft, om uitvoering van de proef in 
de betreffende sloot te rechtvaardigen. Tevens werd in het laboratorium 
tussen november 1978 en maart 1979 een voor-onderzoek met drie MES uitge­
voerd, ten einde enige speciale meetmethoden te ontwikkelen, het meetpro­
gramma voor de hoofdproef vast te steLlen en oen indruk te verkrijgen van 
de ontwikkeling van de levensgemeenschap onder geconditioneerde omstandig­
heden. Twee MES werden daarbij belast met dichlobenil. In april 1979 werd 
de sloot door middel van waterdichte damwanden in vier compartimenten ver­
deeld. Medio mei 1979 werd gestart met de inrichting van de aquaria die 
tijdens de hoofdproef zouden worden gebruikt, met materiaal uit de proef-
sloot. De behandeling van de sloot met het herbicide vond in de gebruike­
lijke toepassingsperiode plaats, en wel op 22 mei 1979. Dosering van het 
middel in de MES kon door een vertraagde ontwikkeling van de MES en door 
onvoorziene extra werkzaamheden aan de sloot pas op 22 augustus 1979 
plaatsvinden. De slootproef werd beëindigd op 5 november 1979 (167 dagen 
na behandeling); de metingen in de MES werden afgesloten tussen 3 febru­
ari en 25 maart 1980 (165-216 dagen na dosering). 

2.3. De veldproef 

De veldproef werd uitgevoerd in de weinig verstoorde voormalige af-
voersloot van het proefbedrijf van de Organisatie tot Verbetering van de 
Binnenvisserij (OVB) te Beesd. De sloot staat aan één zijde via een duiker 
in verbinding met andere watergangen. De bodem bestaat hoofdzakelijk uit 
zandige en venige rivierklei, bedekt met gemiddeld 20 centimeter organisch 
slib en detritus. De sloot heeft een geringe water-afvoerende functie. Van 
de zes slootcompartimenten werden er vier in het onderzoek betrokken. 
Fig. 2 geeft een schematisch overzicht van afmetingen, compartimentering 
en behandeling met Casoron G-SR. De behandeling bestond uit het doseren 
in twee compartimenten van een hoeveelheid van het middel, overeenkomend 
met een berekende concentratie van 2 gram per kubieke meter. Fig. 3 toont 
de sloot ca. 2 maanden na de behandeling. 

Gedurende de proefperiode werden periodiek (4- tot 8-maal) metingen 
verricht aan variabelen die (potentieel) relevant geacht worden voor de 
beoordeling van: 
1. zoötoxische effecten 
2. fytotoxische effecten 
3. effecten op ecosysteemniveau 
ad 1 De betreffende variabelen zijn: 

- het gehalte aan dichlobenil in water (g.m~3) en bodem (mg.kg nat-
gewicht). Bemonstering op ten minste vier plaatsen per object. 
Grootte van de monsters in beide gevallen: 150 ml. 

- de grootte van de diverse zoöplankton-populaties (aantal individuen 
per 235 1; de inhoud van een MES is 235 1). Primaire monstergrootte 
(vijf gecombineerde submonsters): 40 1. 

- de grootte van de diverse macrofauna-populaties (aantal individuen 
per m2- het bodemoppervlak van een MES is 1 m2). Monstergrootte 
1.25 m2. 

ad 2 De betreffende variabelen zijn: 
- het gehalte aan dichlobenil (zie hierboven). 
- de hoeveelheid hogere planten (% bedekking). De bedekkingsgraad 

werd op het oog geschat. 



- de hoeveelheid draadalgen (% bedekking). De bedekkingsgraad werd 
op het oog geschat. 

- de hoeveelheid fytoplankton (relatieve frequentie) . De relatieve 
frequentie is het percentage gestandaardiseerde microscopische ge­
zichtsvelden waarin een bepaald taxon wordt waargenomen (Hoogers, 
1978). Primaire monstergrootte: 1 1. 

- de concentraties van de nutriënten: NH,4+; NO3-; ortho-P; totaal-P; 
Ca^+; Mg2+ (mg.m~3 of g.m-3). Monstergrootte 1 1. 

ad 3 De betreffende variabelen zijn: 
- zuurgraad. 
- zuurstofgehalte (g.m--^). 
- geleidingsvermogen (mS.cm-'). 
- chemisch zuurstofverbruik (g.m-^). 
- watertemperatuur (°C). 
- neerslag (mm); gegevens afkomstig van weerstation Culemborg. 
- waterpeil (cm). 
- globale straling (J.cm-^); gegevens afkomstig van weerstation De 

Bilt. 

Van het water- en bodemmateriaal in elk compartiment werd respectievelijk 
minder dan 0.05% (van het watervolume) en 0.5% (van het bodemoppervlak) 
per maand onttrokken ten behoeve van bemonsteringen. 

2.4. De laboratoriumproef 

De laboratoriumproef werd uitgevoerd in een ruimte waarin geconditio­
neerde omstandigheden heersten ten aanzien van temperatuur (lucht: 15 °C; 
MES 18 + 1 °C) en belichting (TL, Philips type 34; 14L:10D; intensiteit 
direct boven het wateroppervlak gemiddeld 8400 lux). In de klimaatkamer 
werden negen MES zodanig opgesteld, dat van elk paar MES met een gelijke 
behandeling er één onder en de ander boven in de proefruimte werd ge­
plaatst; dit in verband met mogelijke temperatuursverschillen (fig. 4 
en 5). 

Ieder MES bestaat uit een glazen aquarium met een netto inhoud van 
235 liter. De afmetingen zijn vermeld in fig. 5. Bij de constructie is 
het gebruik van kunststoffen zo veel mogelijk vermeden, gezien het grote 
absorberende vermogen van een aantal kunststoffen ten aanzien van dichlo-
benil. In elk aquarium is een scherm met daarin een verticale spleet aan­
gebracht, zodat twee gedeeltelijk gescheiden compartimenten ontstaan. De 
compartimentering compenseert het gebrek aan fysische heterogeniteit 
enigszins en kan de ecologische stabiliteit ten goede komen (Lichtenstein 
et al., 1978). De bodem bestond uit een laag van 1 centimeter slib en ge­
zeefd detritus, afkomstig uit de proefsloot, waarop een 4 centimeter dik­
ke laag gewassen zand, afkomstig van een zandafgraverij te Lunteren. De 
aquaria werden gevuld met vers aangevoerd ongefiltreerd water uit de 
sloot. In de bodem van elk aquarium werd vervolgens ca. 600 gram (versge­
wicht) aan planten (Gewone Waterpest, Etodea nuttdltii) aangebracht, die 
afkomstig waren uit een proefbassin te Wageningen. De planten konden niet 
uit de sloot worden betrokken, omdat ze - hoewel dominant - daarin nog 
niet voldoende ontwikkeld waren. De hoeveelheid plantenmateriaal was ge­
lijk aan die welke aan het einde van de voorproef uit het onbehandelde 
aquarium was geoogst (eveneens Elodea). Tot slot werd een deel van de 
slootbodem ter grootte van 9 vierkante meter (het gezamenlijk bodemopper­
vlak van de MES) bemonsterd. De in het monster aanwezige makrofauna werd 
verzameld, voor zover mogelijk gedetermineerd, geteld en gelijkelijk ver­
deeld over de negen aquaria. Gedurende zes weken werden wekelijks water-
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monsters uit de negen systemen genomen, samengevoegd en herverdeeld over 
de aquaria. De wanden werden regelmatig, en in elk geval vóór iedere 
lichttransmissie-meting, ontdaan van aangegroeide algen en andere orga­
nismen. Glazen platen bedekten de aquaria om de vervluchtiging van het 
toe te passen herbicide te verminderen. 

Zes MES werden behandeld met dichlobenil (Casoron G-SR) in de maxi­
maal bereikbare concentraties 2, 5 en 15 gram actieve stof per kubieke 
meter (twee herhalingen per behandelingsniveau). Het middel werd op acht 
uniform verdeelde plaatsen in de aquaria op de bodem gebracht door middel 
van een buis die juist boven de doseringsplaats werd gehouden. De overige 
drie MES werden niet behandeld. Uit een van de onbehandelde aquaria zijn 
op de 89e dag na de doseringsdatum de planten met de hand verwijderd; op 
dit tijdstip verkeerden de planten in de meeste behandelde aquaria in de 
afstervingsfase. Op deze wijze was een vergelijking mogelijk tussen de 
gecombineerde effecten (voor de fauna) van dichlobenil en de afsterving 
van planten enerzijds, en de effecten van uitsluitend verwijdering van 
planten anderzijds. 

Zowel voor als na de behandeling werd een meetprogramma uitgevoerd, 
dat grotendeeld gelijk was aan het programma voor de slootproef. De af­
wijkende variabelen, eenheden en meetmethoden zijn: 
- de lichtintensiteit (lux). 
- het waterpeil: bemonsterings- en verdampingsverliezen werden aangevuld 

met respectievelijk leidingwater en gedestilleerd water. 
- de hoeveelheden hogere planten, draadalgen en fytoplankton. Als primaire 

maat diende de relatieve lichttransmissie (golflengte groter dan 600 
nanometer) door de aquaria. Deze waarde is het gemiddelde van ca. 70 
afzonderlijke metingen per meetdatum per aquarium, op evenzovele uniform 
verdeelde meetplaatsen; zie ook fig. 4 en par. 2.6.1. 

- zoöplankton: determinatie en telling in monster, samengesteld uit acht 
submonsters van elk 1 liter, die met een speciaal daartoe ontworpen ap­
paraat (fig. 6) werden genomen op vaste plaatsen in de aquaria. 

- makrofauna: determinatie en telling van de dieren, voor zover zicht­
baar van buiten de aquaria (denkbeeldige monstername met variabele 
steekproefgrootte; zie par. 2.6.1.). 

- bodembemonstering ten behoeve van het gehalte aan dichlobenil. De mon-
sterplaatsen lagen steeds tussen de doseringsplaatsen, zodat de kans op 
verlies aan materiaal in de vorm van granules Casoron, en daarmee de 
kans op onjuiste analyseresultaten, minimaal was. Bovendien kon op deze 
wijze, ondanks de beperkte hoeveelheid bodemmateriaal, toch een relatief 
groot aantal monsters worden genomen. 

Gedurende de gehele proefperiode werd uit elk aquarium van water en bodem­
materiaal in totaal respectievelijk 5% en 5 tot 7% verwijderd als gevolg 
van bemonsteringen. Van het fytoplankton en zoöplankton werd in totaal 
respectievelijk 36 en 45% van het biologisch materiaal bemonsterd. 

2.5. Aanvullende proeven 

Waarnemingen die tijdens de voorproef werden verricht aan de Bron-
blaashoornslak (Physa fontinalis) wekten aanvankelijk de indruk, dat dit 
dier in de behandelde MES vaker in rust verkeerde dan in het onbehandelde 
systeem. Omdat tevens bekend is (Harman, 1974), dat slakken een groot aan­
tal pesticiden en andere giftige stoffen in hun weefsels en schelp kunnen 
concentreren, is getracht de waarde van het dier vast te stellen als indi­
cator-organisme voor blootstelling aan dichlobenil. Als toxiciteitscrite-
rium werd de bewegingsactiviteit gekozen. De metingen werden verricht aan 
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MES-populaties en geïsoleerde populaties. In het laatste geval werd de me­
ting tevens geautomatiseerd ten behoeve van continue registratie. In fig. 
7 is de proefopstelling voor automatische registratie van de bewegingsac­
tiviteit schematisch weergegeven. 

2.6. Verwerking van de waarnemingsgegevens 

2.6.1. Çorrecties_en_transformaties 

2.6.1.1. Macrofauna 

Het aantal dieren van een gegeven populatie dat tijdens de opnamen 
in de aquaria wordt waargenomen, wordt beïnvloed door verscheidene facto­
ren: de beweeglijkheid, grootteverdeling, kleurverschil met de omgeving 
en micro-habitat (bodem, planten, water) van het dier, de doorzichtigheid 
van de aquaria, enzovoort. In deze paragraaf wordt aangegeven, hoe en on­
der welke aannamen een correctie in de waargenomen aantallen is aangebracht 
voor verschillen in lengteverdeling en micro-habitat van de dieren, en de 
doorzichtigheid van de aquaria. 

Stel voor een gegeven populatie: 
a) i = het nummer van de lengteklasse van een individu (l<i^n). 

Alle klassen hebben dezelfde breedte. 
b) N . = het totale aantal individuen binnen een lengteklasse i dat 

' ' aan het einde van de proef (tijdens de afbraak van een MES 
op tijdstip t=te) ./ordt gevonden. 

c) N . = het aantal individuen binnen een lengteklasse i dat men di-
' ' reet voorafgaand aan de afbraak,dus tijdens de laatste opna­

me op tijdstip t=te, onder optimale omstandigheden had kun­
nen tellen. Onder "optimale omstandigheden" wordt hier ver­
staan die (denkbeeldige) omstandigheden, waarbij het aantal 
waargenomen exemplaren slechts wordt beperkt door de lengte. 
Men kan zich de aquaria in dit geval voorstellen als volko­
men doorzichtig en zonder planten, algen en storend bodem­
materiaal. 

Ingezien kan worden, dat de verhouding NT ./N . als functie van i 
J I J - u r. L,e,i tot,e,i 

de volgende eigenschappen bezit: 
1) De functie is monotoon stijgend en nadert asymtotisch tot 1. 
2) De functie gaat door de oorsprong. 
Er is nog een derde eigenschap aanwezig. Zolang objectieve (bij voorkeur 
geïnstrumenteerde) telmethoden ontbreken is de waarnemer genoodzaakt zijn 
meetgegevens te corrigeren op grond van een (subjectieve) schatting van de 
systematische waarnemingsfout. In ons geval kwamen de twee waarnemers op 
grond van hun ervaringen tot de conclusie dat van het totaal aantal dieren 
binnen de lengteklasse 3.5-4.5 mm (i=4; klassebreedte steeds 1 mm) de 
helft onder de optimale omstandigheden geteld had kunnen worden. Er wordt 
dus een punt (i; NL,e,i/Ntot e,i) = (4; 0.5) geacht te bestaan. De keuze 
van het type functie dat (NL,e,i/tot e i^ beschrijft, is in wezen van se­
cundair belang (mits aan de drie genoemde voorwaarden wordt voldaan); voor­
beelden zijn exponentiële en hyperbolische functies. Hoewel het exponen­
tiële model in soortgelijke situaties wellicht het vaakst wordt toegepast, 
is in ons geval gekozen voor een hyperbool. Deze kan met bovenstaande ge­
gevens eenduidig worden beschreven door 

NT o ./N = l/(i+4) (III) 
L,e,ï tot,e, ï 
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De alternatieve, exponentiële functie luidt: 

NT a * ̂ „ ^ a ,•- '" e xP <y ln °-5> (IIIa) 
L,e,i tot,e,i 4 

Het blijkt dat de grootste (maar nog betrekkelijk geringe) afwijking tus­
sen de twee curven wordt bereikt bij i= 17 (lengteklasse 16.5-17.5 mm). 
Dit is een lengte die de meeste dieren niet bereiken. 
Stel 

n 
NT = X NT L,e i = 1 L,e,i 

dan ge ld t volgens ( I I I ) : 

NT = £ {N • i / U + 4 ) } (IV) L,e . n t o t , e , i 
i = l 

Indien het totale aantal aanwezige dieren (de populatiegrootte op tijdstip 
t=tp wordt voorgesteld door N ^ , kan men de verhouding van het totale 

tot 6i •• / \ 

aantal waarneembare en aanwezige'dieren voor tijdstip t=e volgens (IV) be­
rekenen uit 

n 

n 
NT /N = I {N . i/(i+4)} /N L,e tot,e . tot,e,i tot,e 

De gemeten waarden van de functie N L e / N^ot e z l J n voor de verschillende 
taxa weergegeven in tabel 16. Uit de tabel blijkt, dat de verschillen tus­
sen de MES in het algemeen zeer gering zijn, ondanks het feit dat de sy­
stemen zich in uiteenlopende richtingen hebben ontwikkeld en op verschil­
lende tijdstippen werden afgebroken. Het is daarom aannemelijk te stellen 
dat gedurende de proef op ieder tijdstip t voor ieder taxon bij benadering 
gold: 

NT /N = NT /N = constant (V) 
L,t tot.t L,e tot,e v ' 

De betreffende constante is vermeld in tabel 16. Om de populatiegrootte 
N t o t t te kunnen bereiken, is een vergelijking nodig waaruit N^ t wordt 
afgeleid. 
Stel Ag is het aantal individuen van een taxon dat tijdens de laatste op­
name (op tijdstip t=te) is waargenomen in een aquarium. Men kan inzien 
dat voor een dier met een gegeven micro-habitat een linear verband be­
staat tussen de verhouding Ag/N-^ e en de doorzichtigheid van het betref­
fende aquarium (voorgesteld door de gemiddelde relatieve lichttransmissie 
^tot,e gemeten op tijdstip t=te), dus 

VNL,e = pDtot,e+q (VI) 

waarin p en q constanten zijn. Voor elk van de drie functionele groepen 
van taxa (bodembewoners, plantenbewoners en waterbewoners) kan men ver­
volgens door middel van lineaire regressie de waarden van p en q bereke­
nen (zie tabel 17). Om eerder vermelde redenen mag worden gesteld dat (VI) 
in gegeneraliseerde vorm bij benadering luidt: 
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A,/NT = D^ +q (VII) 
t L,t p tot,t 

Vergelijking (VII) levert voor elke gemeten waarde Dt o t t de verhouding 
At/NL t e n daarmee N L t. Na substitutie van N L t i-n (V) volgt daaruit 
voor elk tijdstip t de gezochte gecorrigeerde waarde van de populatiegrootte 
(Ntot.t)- Deze waarde is bij de verdere verwerking van de gegevens gebruikt. 

2.6.1.2. Fytoplankton, draadalgen en hogere planten 

Bij de uitvoering van de lichttransmissie-metingen valt achtereenvol­
gens op een aantal plaatsen een lichtbundel horizontaal door de aquaria. 
Het invallende licht kan geabsorbeerd of verstrooid worden door (zuiver) 
water, fytoplankton, draadalgen en/of hogere planten, aannemende dat de 
bijdrage hieraan door kolloidale deeltjes enz. te verwaarlozen is. Voor 
elk tijdstip t is de totale gemiddelde relatieve lichttransmissie (Dtot t ) 
dus het produkt van de gemiddelde relatieve lichttransmissiewaarden van 
resp. water (Dwater)» fytoplankton (Df.t). draadalgen (Dd,t) en hogere 
planten (Dp>t) (o< D<1): 

D = D .Dr .D, .D (VIII) 
tot.t water f,t d,t p,t 

Gedefinieerd worden: 

D «. = 1 water 

en 

D_, = D, .D 
d+p,t d,t p,t 

Verg. (VIII) kan men nu schrijven als 

D, = D In. (IX) 
d+p,t tot.t f,t v ' 

Df t en de daarvan afgeleide extinctie Ef= ln(l)Df t) worden bepaald door 
de lichttransmissie op plaatsen in de aquaria waar geen draadalgen of ho­
gere planten aanwezig zijn, afzonderlijk te registreren. Omdat ook 
Dtot,t bekend is, volgt Dd+p,t eenvoudig uit (IX). In veldproeven is gevon­
den dat draadalgen de plaats van de hogere planten overnamen, zodra deze 
waren gedood na toepassing van dichlobenil (Newbold, 1974). In verband 
hiermee is aangenomen dat de som van de gewichten van draadalgen en hogere 
planten (G^+p t) in alle MES gedurende de proef lineair veranderde van be-
ginwaarde (G(j+p,o bij t= t0) naar eindwaarde (Gd+p^ bij t= t e ) . De ver­
gelijking van deze rechte is dus 

G4J_ = (G, - G, ) (t-t )/(t -t )+G, (X) 
d+p,t d+p,e d+p,o' o e o' d+p,o 

Uit (X) volgt rechtstreeks Gd+pj t voor alle t. 
In afzonderlijke experimenten werd het verband onderzocht tussen de 

relatieve lichttransmissie en het gewicht van draadalgen en van hogere 
planten (afkomstig uit een van de behandelde, en een van de onbehandelde 
MES). Het verband bleek goed te kunnen worden beschreven door de exponen­
tiële functies: 



D. = k ,e d d , t (XI) 
d, t d 

waarin kj = .984; m. = -.043; corr. coëff. = -.991 en 

m G 
D = k e P p , t (XII) 
P.t p 

waarin k - 1.029; m • -0.14; corr.coëff." -.984 
P P 

De vergelijkingen (XI) en (XII) kunnen worden gecombineerd tot 

m,G, +m G 

D j = k> e d d't p p , t (XIII) 
d+p,t d p 

Stel: 

k,k = k d p 

dan kan (XIII) achtereenvolgens worden geschreven als: 

In D_ = In k + m,G, + m (G,^ -G, J 
d+p,t d d,t p d+p,t d,t 

In D. = In k + (m,-m ) G, + m G. _ 
d +p , t d p d , t p d +p , t 

G, = ( I n D ,+p , t - m G. - In k) / (m -m ) (XIV) 
d , t d p d +p , t d p 

Aannemende, dat (XIV) geldt voor alle t en dat de coëfficiënten k, m, en 
nu onafhankelijk van t zijn, volgt uit (XIV) na substitutie van (IX) en 
(X): 

G, = (InD -lnD£ -m (G, -G, ) (t-t )/(t -t ) + 
d,t tot.t f,t p v d+p,e d+p,o' o' e o' 

+ G. - In k)/(m -m ) (XV) 
d+p,o d p 

In het rechter lid van (XV) zijn t , Dt ̂  en ü, ̂  meetgegevens en de 
J o tot.t f,t .. ; 

overige termen constanten, zodat G voor alle meettijdstippen t b e ­
kend is. Tot slot volgt G uit 

P » *-
G = G„ - G, (XVI) 
p,t d+p,t d,t 

2.6.2. Statistische_verwerking 

Voorafgaande aan de statistische verwerking dienden de - eventueel 
gecorrigeerde en getransformeerde - meetgegevens te worden gesynchroni­
seerd. Daartoe werd voor elke tijdreeks een aantal nieuwe punten met in­
tervallen van 30 dagen gegenereerd door middel van een numeriek interpo­
latieprogramma. Het programma gebruikt subroutine IQHSCU van IMSL (benade­
ring door een derdegraads functie voor elk oorspronkelijk interval). 
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Van een aantal variabelen binnen elk systeem mag op theoretische 
gronden worden verwacht dat zij met elkaar zijn gecorreleerd. In deze ge­
vallen is de lineare correlatie-coëfficiënt berekend en als "significant" 
beschouwd indien meer dan 80% van de variantie wordt verklaard. Met het 
oog op eventuele na-ijling van effecten zijn de correlatieberekeningen 
uitgevoerd door vertragingen van 0,30 en 60 dagen. Verschillen tussen ge­
middelden van tijdseries van gelijke variabelen, gemeten in verschillende 
systemen, zijn tweezijdig (5%) getoetst met de Symmetrietoets van Wilcoxon 
(Wilcoxon Signed Rank Test). 
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3. RESULTATEN 

3.1. De veldproef 

3.1.1. Fv^ische_en_chemische_variabelen 

Ten gevolge van een zeer grote hoeveelheid neerslag op 31 mei en 
1 juni (64 en 32 mm; zie fig 8) nam de watertoevoer naar de proefsloot zo­
danig toe, dat het peil tijdelijk tot boven het maaiveld steeg. Door af­
stroming in westelijke richting via berm en damwanden bereikte daarbij 
een geringe hoeveelheid dichlobenil vanuit compartiment 2 het onbehandelde 
compartiment 3. Dat de omvang van de besmetting van sector 3 beperkt 
bleef, blijkt uit de gemeten concentraties dichlobenil in water en bodem: 
maximaal 0.03 en 0.02 g/m3. Het water in het behandelde compartiment 4 
moet in een overigens onbekende mate zijn verdund met water uit sector 3. 
Op dezelfde wijze kan in sector 2 verdunning zijn opgetreden-ten gevolge 
van een overstort vanuit sector 1. Uit de peilverhoging bleek, dat de 
hoeveelheid water in alle compartimenten tijdelijk bijna verdubbelde. De 
verdubbeling van het chloride-gehalte (fig. 9) later in het seizoen hangt 
hiermee mogelijk samen; overigens is het concentratieverloop in "normale" 
jaren niet bekend. Door uit elk compartiment gemiddeld ca. 200 m^ water 
te verpompen naar een belendende watergang en door het gedeeltelijk openen 
van de duiker aan de westzijde, kon het peil binnen enkele dagen tot een 
aanvaardbaar niveau worden teruggebracht. 

Nog tijdens de regenperiode werden de eerste water- en moddermonsters 
ten behoeve van dichlobenil-analyse genomen. In beide behandelde comparti­
menten bedroeg het gehalte in water en bodemmateriaal 0.1 en 4-6 g/mJ 

(fig. 10 en 11). Vervolgens (en mogelijk al eerder) daalde de concentratie 
in zowel water- als bodemfase voortdurend. Na ongeveer 90 dagen kon de 
stof niet meer worden aangetoond (detectiegrens 0.01 g/m^). Uit fig. 8 
blijkt, dat de gemiddelde globale straling en de watertemperatuur tegen 
het einde van de proef (in het najaar) snel afnemen, zoals te verwachten 
is. De fotosynthese-activiteit en dus de zuurstof-produktie namen (mede 
daardoor) af, hetgeen - afhankelijk van de zuurstofconsumptie - resul­
teerde in een daling van het zuurstofgehalte (fig. 16). Deze daling zette 
in de onbehandelde compartimenten reeds na ca. 2 maanden in. Het zuurstof­
gehalte was een maand na dosering in de behandelde slootgedeelten bedui­
dend lager dan in de onbehandelde sectoren. In eerstgenoemde compartimenten 
werden vanaf augustus evenwel relatief hoge concentraties gemeten, waarbij 
de verzadigingswaarde meerdere malen werd benaderd en overschreden. Het 
verloop van de zuurgraad (fig. 15) vertoonde opvallend weinig variatie, 
nergens werden pH-waarden kleiner dan 7.3 of groter dan 7.9 gemeten. 

Van de nutriënten kon nitraat slechts eenmaal, en ammonium in het ge­
heel niet worden aangetoond. De hoge detectiegrens van de gebruikte bepa­
lingsmethoden was hieraan mede debet. Niettemin mag worden gesteld dat 
zeer hoge concentraties niet optraden. Er bestond tussen de compartimenten 
aanvankelijk weinig verschil ten aanzien van het gehalte aan ortho-fosfaat 
(fig. 17), maar allengs ontwikkelde zich een gradiënt, waarbij aan de wes­
telijke kop van de sloot tot vijfmaal zo hoge waarden werden gemeten als 
aan het oostelijk uiteinde. De concentratie totaal-fosfaat (fig. 18) volg­
de, hoewel minder uitgesproken, een zelfde patroon. Vergelijking van beide 
variabelen leert, dat de gemineraliseerde fosfaat-fractie (de verhouding 
ortho/totaal-fosfaat) vanaf september aan het westelijk uiteinde eveneens 
aanmerkelijk groter werd dan aan de andere zijde, waar de fractie geduren­
de de gehele proef binnen de grenzen 0.2 en 0.3 bleef. In compartiment 1 
was het Calcium-gehalte (fig. 19) tijdelijk lager dan dat in de overige 
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compartimenten; de algemene trend was echter een toename van de concentra­
ties. Dit gold ook voor de nutriënt magnesium (fig. 20), dat zich in de 
verschillende slootgedeelten vrijwel identiek gedroeg. De ontwikkeling 
van het geleidingsvermogen (fig. 22) vertoonde grote overeenkomsten met 
dat van een aantal nutriënten, met name calcium. Evenals bij het fosfaat­
gehalte het geval was, leek bij het chemisch zuurstofverbruik sprake van 
een gradiënt. Deze was evenwel aan het begin van de proef reeds aanwezig 
(hoogste waarden in comp. 4 en laagste in comp. I) en kenmerkte zich door 
een relatief laag niveau in de periode juli-augustus (fig. 21). 

3.1.2. Biologische_variabelen 

3.1 .2.1. Planten 

Tijdens de eerste verkenning in de nazomer van 1978 bleek dat in de 
gehele sloot een betrekkelijk soortenrijke, door Elodea nutballii gedomi­
neerde vegetatie aanwezig was. Tevens werden kleine hoeveelheden draad­
algen en fytoplankton waargenomen. Direct voorafgaand aan de behandeling 
met dichlobenil op 22 mei 1979 domineerde Elodea. eveneens: de bedekkings­
graad van de plant in de verschillende compartimenten bedroeg 40 tot 70%; 
die fig. 12. De ca. 20 overige hogere plantensoorten (zie de lijst van 
aangetroffen organismen) werden in zeer geringe dichtheden (individuele 
bedekkingsgraden 5% of minder) aangetroffen, regelmatig verspreid over de 
gehele sloot en de gehele proefperiode. Slechts Nuphar luteum, Lemna 
gibba en Spirodela polyvhiza be: ikten in de loop van het seizoen in het 
onbehandelde compartiment 3 een bedekkingsgraad van ca. 10%.Elodea bleek 
zeer gevoelig voor dichlobenil: reeds een week na de toepassing vertoon­
den de planten vergiftigingssymptomen, zoals zwartkleuring van de interno-
diën en verhoogde breekbaarheid. Vanaf ca. 2 weken na de dosering vond 
afsterving op grote schaal plaats. De gezamenlijke bedekkingsgraad van de 
hogere planten daalde vervolgens snel tot 5% of minder. In de onbehandelde 
slootgedeelten handhaafden de hogere planten zich evenwel in dezelfde 
dichtheid (comp. 3) of breidden zich nog uit (comp. 1). Opgemerkt moet 
worden, dat in het met dichlobenil tijdelijk besmette comp. 3 bij Elodea 
lichte vergiftigingssymptomen optraden, terwijl in het niet besmette 
comp. 1 alle hogere planten gezond bleven. 

Tijdens de toepassing van het herbicide kwamen slechts op een enkele 
plaats in de sloot draadalgen (voornamelijk de groenalg Vauaheria) voor; 
zie fig. 13. De bedekkingsgraad steeg in de onbehandelde slootgedeelten 
in beperkte mate (comp. 3) of in het geheel niet (comp. 1). In de behan­
delde sectoren daarentegen ontwikkelden de draadalgen (eveneens voorname­
lijk Vauaheria) zich zodanig, dat na 3 tot 5 maanden een volledige bedek­
king werd bereikt. Tegen het eind van de proef nam de bedekkingsgraad in 
de compartimenten 1 en 2 weer af, mogelijk door seizoensinvloeden. 

Hoewel de relatieve frequentie van fytoplankton in watermonsters 
niet meer dan een globale indruk geeft van de werkelijke dichtheid, wijzen 
de gegevens uit fig. 14 er op dat de werkelijke dichtheid waarschijnlijk 
geen uitzonderlijke hoge waarden heeft bereikt. Ook uit visuele beoorde­
ling van het water tijdens de monstername bleek dat van bloei geen sprake 
was. In de onbehandelde slootgedeelten en in compartiment 2 werd na 3 tot 
4 maanden een maximum bereikt. Een duidelijk verschil in frequentieper­
centage tussen behandelde en onbehandelde systemen kan uit de gegevens niet 
worden afgeleid. Van de 94 algensoorten en -geslachten die in de lijst 
van aangetroffen organismen zijn vermeld, kwamen 48 uitsluitend in de 
sloot, 12 uitsluitend in de aquaria en 34 in zowel sloot als aquaria voor. 
Opvallend is het vrij grote aantal pennate diatomeeën en het beperkte 
aantal blauwwieren. 
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3.1.2.2. Dieren 

In de sloot werden in totaal 98 elkaar niet overlappende taxa aange­
troffen (voornamelijk soorten en geslachten). Jn elk compartiment bleef 
gedurende de gehele proefperiode het aantal taxa ongeveer gelijk. Het 
dichtheidsverloop van de populaties, gerangschikt in alfabetische volg­
orde, is weergegeven in de tabellen 2 en 3. Van het zoöplankton zijn met 
de meeste individuen (tot meer dan 1CP exemplaren per 235 1) vertegen­
woordigd: Copepoda3 Rotatoria en van deze met name de groep Cotxœetta/ 
Lecane/Lepadella. Dichtheden van ongeveer 10^-10^ exemplaren per 235 1 
bereikten: Arcella* Centropyxis, Chydorus, Conochilus, Cyclops/ 
Canthoaamptus, Keratella quadrata. Ostracoda, Pleuroxus, Polyarthra en 
Vorticella. Om een indruk te verkrijgen van de dichtheidsspreiding wer­
den op 5 november 1979 uit elke slotsector vijf monsters genomen; uit elk 
daarvan werden drie submonsters onderzocht. De dichtheidsspreiding werd 
uitgedrukt in de standaardafwijking over de vijf monsters, hoewel niet 
getoetst werd of van een normale verdeling sprake was. De standaardafwij­
king van het gemiddelde, berekend over alle sectoren en zoöplankton-
taxa, bedroeg 22-138% (gemiddeld 65%). Deze spreiding was ongeveer ge­
lijk aan die in de mengmonsters, genomen op andere tijdstippen. De 
grootste makrofauna-populaties (tot meer dan 500 exemplaren per m2) wa­
ren: Asellus, Bithynia en Valvata piscinalis. Dichtheden van ongeveer 
50-500 exemplaren per m2 bereikten: Anisus vortex, Asellus aquaticus, 
Asellus meridianus, Bithynia leachi, Bithynia tentaculata, Coleoptera, 
Diptera (juv.)., Helobdella stagnalis, Hirudinea, Hydracarina, Oligochaeta, 
Physa fontinalis, Sphaeriidae en Tricladida. In alle sectoren werd een 
sterke daling waargenomen van het aantal nauplii als percentage van het 
totale aantal Copepoden: de gemiddelden (berekend over alle compartimen­
ten) tijdens de dosering en 150 dagen daarna bedroegen respectievelijk 
97 en 10%. Betrekkelijk veel zoöplankton-populaties bereikten omstreeks 
augustus/september een maximale omvang; bij makrofauna-organismen was 
dit minder duidelijk het geval. 

De tabellen 10 en 11 geven een overzicht van de procentuele verschil­
len in gemiddelde populatiedichtheid tussen de compartimenten. Uit de ge­
gevens kan worden afgeleid dat in 34% van de gevallen waarin toetsing mo­
gelijk was, de dichtheid in het onbehandelde compartiment 3 significant 
hoger was dan in het eveneens onbehandelde compartiment 1. Een signifi­
cant lagere dichtheid in compartiment 3 ten opzichte van compartiment 1 
kwam in 17% van de gevallen voor. In de behandelde slootgedeelten 2 en 4 
waren de populatiedichtheden echter gemiddeld in 13% van de gevallen sig­
nificant hoger en bij 24% lager dan die in de sectoren 1 en 3. 

Uit de gegevens van de tabellen 2 en 3 en figuur 10 is de correla­
tiegraad tussen het dichlobenilgehalte in het water en de populatiedicht­
heden berekend. De berekening is uitgevoerd voor vertragingen van 0, 30 
en 60 dagen. De tekens van de correlatiecoëfficiënt r zijn, indien 
r2 >0.80, weergegeven in de tabellen 6 en 7. Men kan uit de tabellen af­
leiden, dat het aantal positieve en negatieve correlaties, als percentage 
van het aantal gevallen waarin de correlatieberekening mogelijk was, bij 
momentaan optreden van een effect resp. 12 en 0% is. Bij een veronder­
stelde vertraging van het effect van 30 dagen bedragen deze waarden res­
pectievelijk 1 en 0%, en indien een verband zich pas na 60 dagen zou 
manifesteren respectievelijk 23 en 3%. 

Bij een beschouwing van de verdeling van de organismen over de tro-
fische niveaus (tabel 14) blijkt, dat betrekkelijk veel algivoor en carni­
voor zoöplankton en detritivoor makrofauna aanwezig was. De herbivore, 
zoöplankton-etende en makrofauna-etende macrofauna is met minder indivi-
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duen vertegenwoordigd, en obligaat detritivoor zoöplankton ontbreekt ge­
heel. Opmerkelijk is de toename in de loop van het seizoen van het herbi­
vore, en de afname van het zoöplankton-etende makrofauna. Een duidelijk 
verband tussen de behandeling met dichlobenil en het aantal individuen 
per trofisch niveau is uit de gegevens niet af te leiden. 

In fig. 40 is voor elke slootsector de waarde van de diversiteits­
index H' in de loop van de proef weergegeven. Er lijkt geen eenduidig ver­
band te bestaan tussen de diversiteit en de behandeling met het herbicide 
of de tijd. Dit geldt ook voor de grootheid die de uniformiteit van de 
verdeling van het aantal individuen over de soorten weergeeft: de 
"evenness"-index J' = H'/log2 S, waarin S het aantal soorten (of andere 
taxa) voorstelt. 

3.2. De laboratoriumproef 

3.2.1. Fy^isch^_en_chemisch^_yariabe^en 

Temperatuur en belichtingsregime waren gedurende de proef gestan­
daardiseerd; de desbetreffende waarden zijn vermeld in par. 2.4. 

Als controle op de juiste compensatie van verdampings- en bemonste-
ringsverliezen met resp. gedestilleerd en leidingwater werd het chloride­
gehalte gemeten (fig. 23). De concentratie varieerde vrij aanzienlijk 
(ongeveer 50 tot 80 g.m--'), evenwel zonder duidelijke relatie met de be­
handeling met het herbicide, of met de tijd. De concentratie-opbouw van 
dichlobenil in het water (fig. k4) verliep opmerkelijk traag: pas na drie 
tot vijf maanden werd in alle systemen, met uitzondering van 4B, een maxi­
mum bereikt. In systeem 4B zou waarschijnlijk na meer dan zes maanden 
een maximum zijn bereikt, overeenkomend met ongeveer een derde van de 
theoretisch bereikbare concentratie. Voor de andere systemen, behalve 4A, 
gold dezelfde verhouding. De concentratie-opbouw van het dichlobenil in 
bodemmateriaal (fig. 25) verliep traag. Uit fig. 30 blijkt, dat het zuur­
stofgehalte (gemeten ca. acht uur na het begin van de lichtperiode) zich 
in het algemeen in de omgeving van de verzadigingswaarde (9.4 g.m--') be­
woog. In de vier aquaria met het hoogste behandelingsniveaubleef de con­
centratie gewoonlijk beneden de verzadigingswaarden. Opgemerkt moet wor­
den, dat ten gevolge van de interpolatieprocedure een kenmerk van de oor­
spronkelijke curves is vervaagd. Het betreft hier de perioditeit (maxima 
na ongeveer 25 en 90 dagen^ minima na ongeveer 50 en 140 dagen) die in de 
meeste systemen optrad. In aquarium IC liep het zuurstofgehalte na het 
verwijderen van de planten tijdelijk sterk terug. Uit incidentele metingen 
bleek, dat de concentratie 's nachts slechts met ten hoogste 1 g.m--' 
daalde. Een zelfdeDeriodiciteit als in het zuurstofgehalte is in ver­
zwakte vorm ook gevonden in de oorspronkelijke pH-gegevens. (De pH-me-
tingen werden steeds halverwege de lichtperiode uitgevoerd.) Deze perio­
diciteit is gesuperponeerd op een andere karakteristieke verandering, 
die ook in de gesynchroniseerde gegevens tot uiting komt (fig. 29): 
twee tot drie maanden na het begin van het experiment bereikte de pH in 
alle systemen een maximum. Deze bedroeg in de aquaria met de drie laagste 
behandelingsniveaus ruim 10, en in de overige aquaria 8 en 9.5. Vervolgens 
daalde de pH in MES 3A en 3B geleidelijk tot minder dan 8, terwijl de 
zuurgraad in de overige systemen zich op het eerder bereikte peil hand­
haafde, Ook in MES IC herstelde de pH zich na het verwijderen van de planten 
in anderhalve maand tot dit niveau. Uit incidentele metingen bleek, dat 
de pH 's nachts met slechts enkele tienden van een eenheid daalde. 
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De concentraties aan ammonium- en nitraatstikstof bleven vrijwel 
voortdurend beneden de - overigens hoge - detectiegrens. Bij het ortho-
fosfaat-gehalte (fig. 31) lijkt het voor de meeste aquaria ondanks de 
grote fluctuaties een dalende tendens waarneembaar. Een zelfde patroon 
lijkt aanwezig in het concentratieverloop van het totaal-fosfaat (fig. 
32). Vergelijking van beide figuren leert dat de gemineraliseerde fosfaat­
fractie in de systemen met de twee laagste behandelingsniveaus gedurende 
de proef betrekkelijk constant (ca. 0.2) bleef, maar in de overige aqua­
ria sterk varieerde (van 0 tot meer dan 0.9). Zowel bij calcium (fig. 33) 
als magnesium (fig. 34) was sprake van een zeer gelijkmatige verandering 
van de concentraties. Voor de eerstgenoemde nutriënt gold voorts, dat een 
hoger behandelingsniveau gepaard ging met een hogere maximum-concentratie 
(uitgezonderd MES 4B). De ontwikkeling van het geleidingsvermogen (fig. 36) 
toonde sterk overeenkomst met die van het calcium-gehalte. Opmerkelijk is 
de hoge piekwaarde in het chemisch zuurstofverbruik (fig. 35) kort na de 
toepassing in het bijzonder bij de twee hoogste behandelingsniveaus. 

3.2.2. Biologische_variabelen 

3.2.2.1. Planten 

In bijna alle aquaria verkeerden de hogere planten {Elodea nuttallii) 
in de periode voorafgaand aan de toepassing van het herbicide in een vol­
gens visuele waarnemingen normale conditie, zij het dat geen duidelijke 
groei optrad. Bij de planten in systeem 4A werd reeds kort nadat de aqua­
ria waren ingericht, enige vergeling van de bladeren en necrose waargeno­
men. De vegetatie handhaafde zich in de onbehandelde systemen op ongeveer 
het oorspronkelijke peil. Elodea vertoonde in de meeste behandelde aquaria 
reeds kort na de dosering dezelfde symptomen van vergiftiging als tijdens 
de slootproef. De verwijdering van de planten uit MES IC bleek niet volle­
dig te zijn geweest, getuige de - zeer geringe - hergroei van Elodea. 

Slechts in de aquaria met het hoogste behandelingsniveau, en vooral 
in systeem 4A, was sprake van een duidelijke ontwikkeling van draadalgen 
(hoofdzakelijk de groenalg Cladophora en in geringere mate de blauwalgen 
Oscillatovia en Anabaena flos aquae; zie fig. 27). De aanzet tot de groei 
van de draadalgen in MES 4A en 4B vond vrijwel onmiddellijk na de dosering 
van het herbicide plaats. 

Gedurende de eerste twee maanden nadat de aquaria waren ingericht, 
ontwikkelde het fytoplankton (met name diatomeeën) zich in alle aquaria 
aanzienlijk, zonder dat overigens van een echte bloei kon worden gesproken. 
Twee maanden later zette waarschijnlijk de afstervingsfase in, zodat ca. 
120 dagen na de doseringsdatum in vrijwel alle systemen weer lage, min of 
meer stabiele niveaus werden bereikt. 

3.2.2.2. Dieren 

Ten gevolge van het verschil in waarnemingsmethoden was gedurende het 
laboratorium-experiment een minder volledige determinatie van de macro­
fauna mogelijk dan tijdens de slootproef. Om deze reden, en doordat toe­
name van het initiële aantal soorten in de aquaria gedurende de proef in 
principe onmogelijk was, bleef het totale aantal aangetroffen, elkaar niet 
overlappende taxa beperkt tot 52. In de meeste MES bleef het aantal taxa tij­
dens het experiment ongeveer gelijk of daalde enigszins. Het dichtheidsverloop 
verloop van de populaties, gerangschikt in alfabetische volgorde, is weer­
gegevens in de tabellen 4 en 5. Van het zoöplankton zijn met de meeste 


