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Samenvatting

Om het effect van ozon op de vegetatie in de provincie Zuid-Holland in beeld te brengen zijn
in 1994 op locaties in Westmaas, Schipluiden en Zegveld planten van onderaardse klaver
(Trifolium subterraneum cv. Geraldton} en boon (Phaseolus vulgaris cv. Lit) blootgesteld aan
de omgevingsiucht. Ook in Wageningen werd een locatie ingericht. De invioed van ozon op
zichtbare beschadiging, groei en opbrengst werd vastgesteld door de reactie van planten die
met ethyleendiureum (EDU) werden behandeld, te vergelijken met die van planten die niet
met dit middel behandeld zijn. EDU is een anti-oxidant en beschermt planten tegen de inwer-
king van ozon. De intentie is dit onderzoek ook in 1995 en 1996 uit te voeren.

Planten van onderaardse klaver werden in twee achtereenvolgende experimenten van acht
weken blootgesteld aan de omgevingslucht. Na vier weken blootstelling werd het blad afge-
knipt voor een tussentijdse waarneming. Het percentage bladeren met beschadiging bedroeg
maximaal 23 %. Voor drie achtereenvolgende perioden van vier weken was dit percentage
gemiddeld over de locaties circa 10 %. De mate van beschadiging verschilde tussen de locaties.
Ozon veroorzaakte een gemiddelde reductie van het bladgewicht bij deze plantesoort van

6 a 7 % na blootstellingen van vier weken in de periode van eind juni tot half augustus.
Hierbij waren geen verschillen tussen de locaties aantoonbaar,

Boneplanten werden maximaal gedurende 11 weken blootgesteld. Een tussentijdse oogst
werd uitgevoerd na zes weken blootstelling. Het percentage door ozon beschadigde bladeren
bedroeg na zes weken gemiddeld circa 27 %. De mate van beschadiging verschilde hierbij tus-
sen de locaties. Ozon bleek geen negatief effect op het gewicht van de peulen te hebben op
het moment dat de peulen geschikt waren voor de markt. Echter, in een later stadium waarhij
de peulen aan de planten waren afgerijpt, was er wel een duidelijk negatief effect waarneem-
baar. in dit plantstadium varieerde de opbrengstreductie van circa 9 % in Zegveld tot circa

28 % in Schipluiden en bedroeg gemiddeld ongeveer 17 %.

De belangrijkste resultaten van het onderzoek in 1994 zijn:

1. Op alle locaties is substantiéle bladbeschadiging door ozon waargenomen bij zowel
onderaardse klaver als boon;

2. Erwas een sterke ruimtelijke variatie in de mate van de beschadiging bij beide
plantesoorten;

3. Blootstelling van vier weken aan ozon reduceerde het bladgewicht bij onderaardse klaver
op alle locaties in gelijke mate;

4. Blootstelling reduceerde het peulgewicht bij boon op alle locaties in gelijke mate;

5. In het algemeen traden de grootste effecten van ozon op in Schipluiden, gevolgd door
die in Zegveld.



Summary

in order to characterize the effect of ozone on vegetation in the province of South Holland,
subterranean clover (Trifolium subterraneum cv. Geraldton) and bean (Phaseolus vulgaris cv.
Lit) were exposed to ambient air in 1994 at the locations Westmaas, Schipluiden en Zegveld.
A site was also set up in Wageningen. The influence of ozone on visible injury, growth and
biomass production was determined by comparing the response of plants treated with
ethylene diurea (EDU) to that of untreated plants. EDU is an antioxidant that protects plants
from ozone damage. The programme will be continued through 1995 and 1996.

Subterranean clover plants were exposed to ambignt air in two successive experiments.

The leaves were removed at each site after four weeks exposure for an intermediate obser-
vation and a maximum leaf injury of 23 % was found. The proportional leaf injury for three
successive periods of four weeks averaged over the locations was ¢. 10 %. The degree of injury
differed between the locations. Ozone caused a mean reduction in leaf weight of 6-7 %
following exposure periods of four weeks from the end of June to the middle of August, but
no differences between the locations were found.

Bean plants were exposed for a maximum period of 11 weeks. After six weeks, an intermediate
harvest revealed that ozone caused a mean leaf injury of 27 %. The degree of injury differed
between locations. Ozone had not influenced the pod biomass when they were ready for
market. However, after the pods were fully matured, a clearly negative influence of ozone was
observed, from c. 9 % in Zegveld to 28 % in Schipluiden with a mean yield reduction of ¢, 17 %.

The most important results from 1994 are:

1. Aconsiderable degree of leaf injury on subterranean clover and bean due to ozone was
observed at all locations.

2. Astrong spatial variation in the degree of injury of both species was observed.

3. The leaf weight of subterranean clover was equally reduced at all locations by a four
week exposure to ozone.

4. Exposure to ozone equally reduced the pod weight of bean at all locations.

In general, the largest effects of ozone were observed in Schipluiden, followed by

Zegveld.
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1. Inleiding

De Dienst Water en Milieu van de provincie Zuid-Holland heeft het AB-DLO gevraagd onder-
zoek uit te voeren naar de effecten van luchtverontreiniging op de natuurlijke flora in de
provincie. Algemeen doel van het onderzoek was de invloed van luchtverontreiniging op de
natuurlijke vegetatie ter plekke in beeld te brengen. Aan de hand van de resultaten moest het
mogelijk zijn uitspraken te doen over de trend in de niveaus van de effecten van de lokaal
aanwezige [uchtverontreinigingscomponenten. Bovenstaande impliceerde dat het onderzoek
in de provincie zelf moest worden uitgevoerd gedurende een aantal achtereenvolgende jaren.
De waargenomen effecten moesten kunnen worden teruggevoerd tot de heersende luchtver-
ontreiniging. De invioed van externe factoren die de reactie van planten op iuchtveront-
reiniging kunnen beinvloeden, diende zoveel mogelijk te worden uitgesioten. De meetresul-
taten werden verder geacht een aanwulling te zijn op de fysisch-chemische metingen zoals die
door verschillende instellingen in de provincie worden verricht.

Hoewel het algemene doel van het onderzoek was de invlioed van luchtverontreiniging op de

vegetatie te bepalen, werd vooralsnog de nadruk gelegd op de effecten die veroorzaakt

worden door de blootstelling van planten aan ozon. Dit werd uitgewerkt in de volgende

specifieke doelstellingen:

a. het vaststellen van de mate van de zichtbare bladbeschadiging door ozon;

b. hetvaststellen van groei- en opbrengstreductie als gevolg van chronische blootstelling
aan ozon;

¢.  het bestuderen van de variaties van beide typen effecten zowel ruimtelijk als in de tijd.

Het onderzoek richtte zich dus op het vaststellen van de fytotoxische effecten van ozon.
Hiertoe werd gebruik gemaakt van plantesoorten die relatief gevoelig zijn voor ozon,
namelijk onderaardse klaver {Trifolium subterraneum) en boon (Phaseolus vulgaris). Het
gebruik van dergelijke toets- of indicatorplanten voor ozon is een reeds lang geaccepteerde
methode (Posthumus & Tonneijck, 1982). Door aan te sluiten bij het internationale UNECE
ICP-CROPS programma (ICP-CROPS, 1994) werd tevens voldaan aan de wens van de provincie
om het onderzoek voor wat betreft de methodieken af te stemmen met dat wat elders wordt
uitgevoerd. In circa 20 Europese landen zijn momenteel locaties ingericht om het effect van
ozon op de gencemde indicatorplanten te bepalen.

Het is de bedoeling dat het onderzoek wordt uitgevoerd in 1994, 1995 en 1996. Dit rapport
presenteert en bespreekt de resultaten van 1994. Aangezien dit het eerste jaar is van het
biomonitoring-programma, gaat Hoofdstuk 2 in het kort in op enige aspecten van de invioed
van ozon op planten. Dit legt de basis voor de opzet en de werkwijze van het onderzoek dat
in Hoofdstuk 3 is beschreven. Hoofdstuk 4 presenteert de resultaten. Het rapport eindigt met
een evaluatie waarin de belangrijkste conclusies worden getrokken.






2. Ozon en planten: een kort overzicht

Ozon vormt een belangrijk bestanddeel van de fotochemische [uchtverontreiniging. Deze
vorm van [uchtverontreiniging is het gevolg van een complex van atmosferische reacties tussen
stikstofoxiden, koolwaterstoffen en zuurstof onder inviced van zonlicht. Ozon verocrzaakt
bladbeschadiging en is de belangrijkste luchtverontreinigingscomponent met betrekking tot
de reductie van de gewasproduktie in Nederland (Van der Eerden et al., 1988).

De eerste waarneming van beschadiging door fotochemische luchtverontreiniging in ons land
dateert uit 1965, toen in het Westland specifieke symptomen op planten werden geconsta-
teerd (Ten Houten, 1966). In het kader van het Landelijk Meetnet voor Luchtkwaliteit (LML)
werd vervolgens in de provincie Zuid-Holland veelvuldig bladbeschadiging op een gevoelige
plantesoort zoals tabak Bel W3 waargenomen (Tonneijck, 1989). Echter, zichtbare ozon-
beschadiging bij deze uitheemse plantesoort is niet representatief voor die bij andere soorten
(Tonneijck & Bugter, 1991).

Groei- en opbrengstreductie bij planten zijn vooral het gevolg van chronische blootstellingen
aan ozon en kunnen optreden zonder uitwendig zichtbare symptomen. Op basis van bereke-
ningen wordt verwacht dat de opbrengstreductie door ozon in Zuid-Holland het grootste is
van alle provincies {Tonneijck, 1989), Echter, reducties zijn in de praktijk nog niet aangetoond
omdat de methodieken die in het LML werden toegepast, hiervoor ongeschikt zijn.

De concentraties van ozon in de buitenlucht kunnen in de tijd variéren afhankelijk van de
weersomstandigheden. De verschillen in ozonconcentraties tussen verschillende zomers zijn
groot; in zomers met slecht weer zijn de gemiddelde concentraties duidelijk lager dan in
zomers met mooi weer. Om trendmatige ontwikkelingen van de ozonconcentratie te bepalen
zijn daarom metingen gedurende vele jaren nodig. Hetzelfde geldt voor het vaststellen van
trends in effectintensiteiten. Metingen over meer dan 35 jaar geven aan dat de gemiddelde
lange-termijn ozonconcentraties in landelijke gebieden in Duitsland met 1-3 % per jaar toe-
nemen (Feister, 1991). In Nederland is nauwelijks sprake van een langdurige trend van ozon-
concentraties (Slooff et al., 1989).

Gedurende één zomer kan de ozonconcentratie sterk fluctueren. Hoge concentraties geduren-
de perioden met mooi weer {zomersmog} geven hierbij aanieiding tot het optreden van zicht-
bare beschadiging aan planten (Tonneijck & Posthumus, 1987). Uit onderzoek is gebleken dat
bij een gelijke blootstelling (gedefinieerd als het produkt van concentratie en blootstellings-
duur) hoge concentraties gedurende relatief korte tijd schadelijker zijn dan lage concentraties
over een langere blootstellingsperiode en dat dus vooral piekconcentraties van belang zijn
voor het optreden van fytotoxische effecten (Tonneijck, 1984). Tonneijck (1989) toonde aan
dat in geografische zin de relatie tussen de mate van beschadiging en de ozonconcentratie
niet consistent is. Dit komt waarschijnlijk door verschillen in het concentratieverloop in de tijd
{blootstellingspatroon) tussen de verschillende meetlocaties. Dit geldt met name voor het op-
treden van piekconcentraties. Om de invloed van ozon op planten voor geheel Zuid-Holland
vast te kunnen stellen zijn dus verschillende locaties met onderscheiden blootstellingspatronen
nodig.

Naar verwachting zijn voor de komende jaren de ozonconcentraties in Zuid-Holland hoog ge-
noeg om zichtbare bladbeschadiging en groei- en opbrengstreducties bij planten te veroor-
zaken. De intensiteit van deze schade is niet af te leiden uit de resultaten van het onderzoek
dat eerder in het kader van het LML is vitgevoerd, aangezien de keuze van plantesocorten en
de gebruikte methodieken hiervoor niet geschikt waren. Teneinde de invloed van ozon op de
vegetatie in deze provincie te kunnen bepalen is nader onderzoek gewenst op verschillende
Jocaties en gedurende een aantal jaren.






3. Opzet en werkwijze

3.1. Locaties

Voor een goede beschrijving van het effect van ozon op planten in Zuid-Holland moeten de
locaties goed zijn verspreid over de provincie en in een relatief landelijke omgeving worden
aangelegd zodat de beinvloeding door lokale bronnen minimaal is. De keuze voor landelijke
meetpunten vloeit logischerwijze ook voort uit het onderzoek zelf aangezien dat gericht is op
vaststelling van de effecten van ozon op de vegetatie. Daarnaast is het noodzakelijk dat de
meetlocaties dichtbij meetstations voor ozon worden gesituserd. Hiermee wordt geantici-
peerd op mogelijk vervolgonderzoek naar de relatie tussen blootstelling aan ozon en effecten.
Tot slot is voor de keuze van de locaties ook de ruimtelijke variatie met betrekking tot grond-
gebruik en de optredende ozonconcentraties van belang. Op grond van bovenstaande over-
wegingen is gekozen voor de volgende drie meetlocaties (Fig. 1): Westmaas (Putten, akker-
bouw), Schipluiden (Westland, tuinbouw) en Zegveld {omgeving Nieuwkoopse plassen, blauw-
graslanden).

Behalve in de drie bovengencemde plaatsen is het onderzoek op identieke wijze uitgevoerd
op een locatie in Wageningen. De werkzaamheden op deze locatie maken geen deel uit van
de verleende opdracht maar zijn onderdeel van de Nederlandse inbreng in het ICP-CROPS
programma. De resultaten zijn wel bij de evaluatie betrokken.
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Figuur 1 Situering van de meetlocaties met planten in de provincie Zuid-Holland



3.2. Opkweek en blootstelling

De werkzaamheden werden uitgevoerd conform procedures die in internationaal verband zijn
afgesproken (ICP-CROPS, 1994). Op iedere locatie werden opgepotte planten van onderaardse
klaver (Trifolium subterraneum cv. Geraldton) en boon (Phaseolus vulgaris cv. Lit) aan de om-
gevingslucht blootgesteld.

Aangezien veel externe factoren de reactie van planten op ozon kunnen beinvloeden, werden
de experimenten optimaal gestandaardiseerd met betrekking tot vochtvoorziening en grond-
soort, De vochtvoorziening werd geregeld door uiteinden van drie koorden van geweven glas-
vezels in de grond van de potten-in te graven. De andere uiteinden werden in voorraadhakken
met water gehangen onder de potten. Via capillaire opzuiging van water werden de planten
op deze wijze naar behoefte op alle locaties op een gelijkmatige manier van water voorzien.
Om te voorkomen dat de grond en wartels in de potten teveel opwarmden, is het systeem
ingegraven zodanig dat de bovenrand van de potten gelijk lag met het maaiveld.

Op iedere locatie werd aan de helft van de planten periodiek de chemische verbinding
ethyleendiureum (EDU) als oplossing via de grond toegediend. Deze stof is een anti-oxidant
die planten beschermt tegen de inwerking van ozon (Carnahan et af., 1978). Planten die EDU
kregen toegediend, dienden dus als referentie om fytotoxische effecten van ozon vast te kun-
nen stellen. Het verschil in de reactie tussen planten die wel (EDU-planten) en planten die niet
met EDU zijn behandeld (NEDU-pilanten), is derhalve een maat voor het fytotoxische effect van
ozon. Om de opname van EDU door het wortelstelsel te optimaliseren werden de wortels die
uit de potten groeiden, periodiek bij alle planten {ook onbehandelde) verwijderd.

De opkweek van de planten vond centraal in Wageningen plaats. Onderaardse klaver werd in
een kweekkas gezaaid in potjes (10x10x9 cm) met een 1:1 mengsel van potgrond (Lentse pot-
grond nr. 3, CAVV Lent) en vermiculite. Na kieming werd het aantal planten teruggebracht tot
drie planten per pot. Een bemesting werd toegepast met 1 g Osmocote (N:P:K=13:13:13) per
pot. Zodra het eerste drietallige blad aanwezig was, werden de planten op één dag naar ieder
van de locaties gebracht en werd direct aan de bodem van de helft van de potten voor de
eerste maal EDU toegediend (100 ml/pot van een 150 ppm oplossing). De potten die niet met
EDU werden behandeld, kregen hierbij een gelijke hoeveelheid water toegediend. Deze be-
handelingen werden vervolgens om de twee weken herhaald.

Bonen werden buiten onder een overkapping gezaaid in vijf liter potten in een 1:1 potgrond/
vermiculitemengsel. Na opkomst werd het aanta! planten teruggebracht tot één per pot.
Planten werden bemest met 8 g Osmocote per pot. Planten werden op één dag naar alle
locaties gebracht zodra het eerste drietallige blad ontvouwd was. Ter plekke werd aan de
bodem in de helft van de potten direct 200 ml EDU-oplossing (100 ppm) toegediend terwijl
aan de bodem van de andere potten alleen 200 m] water werd gegeven. Deze behandeling
werd elke twee weken herhaald met een oplopende concentratie van EDU: na twee weken
150 ppm, na vier en zes weken 200 ppm en na acht weken 250 ppm. De planten werden een-
maal bespoten met Pirimor tegen luizen en met Decis-25 tegen rupsen.



3.3. Experimentele opzet en gegevensverwerking

De locaties met planten werden wekelijks op dezelfde dag bezocht voor controle, onderhoud,
watergift, EDU-toediening en waarnemingen van effecten. Twee experimenten werden uit-
gevoerd met onderaardse klaver en één met boon gedurende de periode juni tot en met
oktober 1994 (Tabel 1).

Tabel 4 Blootstellingsperioden voor de twee indicatorplanten in 1994

Plantesoort Exp.nr  Begin Qogst 1 Qogst 2
Datum Blootstelling (weken) Datum Blootstelling {(weken)

Onderaardse klaver 1 21-6 19-7 4 16- 8 8
Onderaardse klaver 2 23-8 20-9 4 18-10
Boon 1 28-6 9-8 6 13- 9 11

Na een blootstelling van vier weken werd het blad van klaver op alle locaties afgeknipt voor een
tussentijdse bepaling van het aantal beschadigde bladeren en van de bladbiomassa (oogst 1).
De planten bleven hierbij op de locaties achter zodat ook de hergroei na knippen onder in-
vioed van ozon kon worden bepaald. Na een blootstelling van nogmaals vier weken werden
de bovengrondse delen geoogst voor de bepaling van het aantal beschadigde bladeren en van
de bovengrondse biomassa opgesplitst in blad- en stengelgewicht {(oogst 2). Het aantal potten
per EDU-behandeling en per locatie bedroeg 24 in experiment 1 en 20 in experiment 2.

Zes weken na het begin van de blootstelling van boon waren de peulen geschikt voor de

markt en werden 24 boneplanten {12 EDU- en 12 NEDU-planten) per locatie geoogst voor
bepalingen van beschadiging, groei en opbrengst (oogst 1). Vijf weken later werd van de
resterende 24 planten per locatie de opbrengst bepaald (oogst 2).

Het niveau van bladbeschadiging bij beide plantesoorten werd bepaaid door het aantal
bladeren te tellen in de categorieén gezond (groen), verouderd (vergeeld} en beschadigd
(specifieke ozonsymptomen). Vervolgens werd het procentuele aandeel van bladeren uit ieder
van deze categorieén berekend. Van klaver werden de bladeren {bij oogst 2 ook de stengels)
gedurende minimaal 48 uur gedroogd bij 80 °C voor bepalingen van het drooggewicht. De
opbrengst van boon werd bepaald door het meten van het drooggewicht van de peulen.

De gegevens werden per pot verzameld en hebben dus betrekking op het gemiddelde van
drie planten van klaver en één plant van boon. De gegevens van aantallen bladeren uit de
verschillende categorieén en die van groei en opbrengst werden statistisch geanalyseerd met
gangbare procedures van variantie analyse. Gegevens van de percentages bladeren uit de
genoemde categorieén werden geanalyseerd met een gegeneraliseerd lineair model waarbij
de waarnemingen binomiaal zijn verdeeld. Verschillen tussen gemiddelde waarden werden
significant genoemd bij P < 0,05.
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4. Resultaten

4.1. Onderaardse klaver

Experiment 1: 21 juni-16 augustus

Symptomen die min of meer specifiek zijn voor blootstelling aan te hoge ozonconcentraties,
werden voor het eerst waargenomen 14 dagen (5 juli) na het begin van het onderzoek bij
NEDU-planten in Wageningen. De beschadiging bestond uit witte necrotische vlekjes die
verspreid over de bladeren voorkwamen. Vergelijkbare symptomen werden een week later op
de andere locaties gesignaleerd. Het aantal bladeren met ozonbeschadiging nam duidelijk toe
met de expositieduur op alle locaties, bij zowel onbehandelde als behandelde planten.

Oogst 1
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Figuur 2 Aantal gezonde, verouderde en ozon-beschadigde (O3) bladeren bij EDU (+) en NEDU (-)
planten van onderaardse klaver na blootstelling aan de omgevingslucht op vier locaties in
de periode 21 juni-16 augustus 1994
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Na vier en acht weken werden de bladeren gecogst en onderverdeeld in de categorieén ge-
zond, verouderd en beschadigd (Fig. 2; zie ook Tabel B.1). Het aantal beschadigde bladeren
was voor beide oogsten en op alle locaties groter bij de NEDU- dan bij de EDU-planten. Dit gaf
duidelijk aan dat deze beschadiging door ozon werd veroorzaakt. Voor het aantal gezonde
bladeren gold het omgekeerde. Uit vergelijking van de resultaten voor de beide oogsten bleek
verder dat de EDU-behandeling geen consistent effect had op de veroudering.

Het totaal aantal bladeren dat tijdens de blootstellingsperiode werd gevormd, verschilde voor
de vier locaties en de twee oogsten maar was niet door ozon beinvloed. Het aantal bladeren
op de locatie Wageningen was in vergelijking met dat op de andere locaties zeer laag. Om een
vergelijking tussen locaties en oogsten mogelijk te maken werden de aantallen bladeren voor
ieder van de drie categorieén omgerekend in percentages van het totaal (Tabel B.2). Met be-
trekking tot het percentage bladeren met ozonbeschadiging was er in alle gevallen een signi-
ficant verschil tussen NEDU- en EDU-planten (Fig. 3). Gemiddeld over alle locaties steeg het
percentage beschadiging bij de NEDU-planten ten opzichte van dat bij de EDU-planten van 1,1
naar 9,4 en van 1,6 naar 10,4 % voor cogst 1 respectievelijk oogst 2. Bij beide oogsten verschil-
de het effect van de EDU-behandeling tussen de locaties. Het effect van ozon op de intensiteit
van de beschadiging bleek dus ongelijk te zijn voor de verschillende locaties. De planten in
Schipluiden hadden het meeste van de ozonbeschadiging te lijden gevolgd door die in Zeg-
veld. Vooral op de eerstgencemde locatie was de beschadiging hoog. Zo bleek meer dan 20 %
van de bladeren van onbehandelde planten beschadigd te zijn na vier weken blootstelling.

De mate van beschadiging in Westmaas en Wageningen bleef achter bij de andere twee
locaties.

Gemeten naar het verschil tussen NEDU- en EDU-planten had blootstelling aan ozon in de om-
gevingslucht een negatief effect op het gewicht van de bladeren in beide oogsten maar niet
op het totale plantgewicht bovengronds (Tabel B.3). Het bladgewicht maakt maar een klein
deel van het totale plantgewicht uit. De procentuele reductie in hladgewicht van NEDU-
planten ten opzichte van dat van de planten die met EDU zijn behandeld (Fig. 4}, is een maat
voor het effect van ozon. De door ozon veroorzaakte reductie in bladgewicht bedroeg
gemiddeld over de locaties 6 & 7 %. Een maximale reductie van 11,6 % werd gevonden voor
Westmaas bij de tweede oogst. Er was echter geen significant verschil tussen de locaties aan-
toonbaar. Dit gegeven impliceert dat het negatieve effect van ozon op de produktie van
bladmassa voor de locaties gelijk was; dit in tegenstelling tot het effect op het percentage
beschadigde bladeren.






