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DE WATERVLO 

DE WATERVLO HEEFT HAAR NAAM NIET MEE 

ROOD, KLEIN EN HORTEND VOORTBEWEGEND 

DOET ZIJ ONS TEVEEL AAN ONZE AARDSE 

KWELGEESTJES DENKEN 

ZONDER ENIGE WROEGING VOEREN WE HAAR 

DAN OOK AAN GOUDVIS EN GUP 

TOCH ZIJN ER NAUWELIJKS LEUKER DIER-, 

TJES DAN WATERVLOOIEN TE BEDENKEN 

naar het Beest 

Midas Dekkers 

In dit verslag komen een tweetal vraagstellingen aan de orde. 

Deel 1 handelt over de invloed van het herbicide dichlobenil 

op de voedselopname van Daphnia magna, gemeten by verschillen­

de voedselconcentraties. In zgn. kortdurende »tatische graas-

experimenten wordt de filteringrate en Feedingrate van Daphnia 

magna bepaald met behulp van de Coulter Counter, volgens de 

methode Kersting & van der Leeuw. (1976). Als voedsel wordt 

de eencellige alg Chlorella vulgaris gebruikt« 

Van der Honing (1980)) vond bjj toenemende dichlobenil concentra­

tie een sterke reductie van zowel de filteringrate als de 

Feedingrate« Boy een concentratie van 1 ppm. trad een halvering 

van de voedselopname op ten opzichte van de blanco bepaling« 

HJj veronderstellde een mogelijke verschuiving van het Incipient 

Limiting Level« 

Voortbouwend) op dit idee, zyn graasexperimenten uitgevoerd by 

een relatief* lage dichlobenil reeks. De geteste dichlobenil 

concentraties zijn resp. 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.7 en 1.3 ppm. 

Door allerlei storende factoren was het niet mogeiyk om mefc 

behulp van de max« filteringrate en max. Feedingrate een even­

tuele verschuiving van het Incipient Limiting Level aan te 

tonen. 

Wel is er een duidelyke tendens aanwezig van een steeds 
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sterkere remming van zowel filteringrate als Feedingrate onder 

invloed van toenemende dichlobenil concentratie. Voor de 

filteringrate werd een reductie van resp. 68 - 2k % by de ge­

bruikte dichlobenil concen%rat±ereeks ten opzichte van de 

blanco bepalingen gevonden. Ook de Feedingrate vertoonde een 

sterke reductie. 

In deel 2 wordt het mogelijke gebruik van Daphnia magna als bio-

indicator voor het aantonen van vervuilingen in het oppervlakte­

water uitgewerkt. Een testopzet wordt beschreven waarby" de voed-

selopname als parameter voor bioindicatie gebruikt wordt. Aan de 

hand van enkele graasexperimenten wordt dit idee in het kort uit­

gewerkt . 

De voedselopname is bepaald in gefiltreerd "vervuild" buitenwater 

en wordt vergeleken met de voedselopname in Daphnia kweekmedium. 

Hieruit bleek dat met name de filteringrate een goed« indicatie 

kan zyn voor de kwaliteit van het buitenwater. 

Opvallend is de goede reproduceerbaarheid van de filteringrate 

gevonden binnen êên type testwater. Het verdient dan ook aanbe­

veling om een algemeen geldende kortdurende test te ontwikkelen 

waarbij de filteringrate als parameter voor de kwaliteit van het 

oppervlaktewater gebruikt wordt. 

Met dank aan Kees Kersting, Ben Flik, Joop Ringelberg, Koen 

Royackers, Elze de Ruyter en anderen die my geholpen hebben. 
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1. INLEIDING 

1.1 Algemeen. 

Nederland bezit vele watergangen, zoals sloten, kanalen en 

brede greppels, Deze veelal speciaal gegraven watergangen 

hebben een functie bij het watertransport en de grondwater­

peil beheersing ten behoeve van de landbouw. 

Bij neerslag overschotten moet waterafvoer verzekerd zijn en 

de grondwaterstand moet voldoende laag gehouden kunnen wor­

den. 

Een vereiste om dit watertransport ongestoord te laten ver­

lopen, is het openhouden van deze wateren. Dit heeft tot 

gevolg dat zij verplicht één- of tweemaal per jaar "geschoond" 

worden. Wordt dit nagelaten, dan zullen deze wateren binnen 

enkele jaren dichtgroeien. 

Dit "schonen" kan op vele manieren gebeuren; 

- handkracht ; Deze wijze wordt tegenwoordig niet veel meer 

toegepast. Vanwege de grote arbeidsintensiviteit wordt dit 

economisch niet haalbaar geacht. 

*" mechanisch: M.b.v. grote machines met gryparm of bak wordt 

de slootvegetatie verwijderd en/of worden de watergangen 

uitgebaggerd. Deze methode wordt op grote schaal toegepast, 

maar brengt ook aanzienlijke kosten met zich mee. 

- biologisch; We kunnen hierby denken aan het uitzetten van 

de graskarper. Deze manier van "schonen" bevindt zich nog 

in een experimentele fase en wordt nog niet op grote schaal 

toegepast, 

- chemisch; Deze manier berust op het gebruik van herbicides. 

Dit wordt als relatief goedkoop beschouwd. Het is op grote 

schaal te gebruiken, waarbij een eventuele selectieve be­

strijding mogelijk is. Toch kleven aan deze methode vele be­

zwaren, waarop ik in het kort wil ingaan. 

Bezwaren van herbicide gebruik; 

De effecten die optreden zijn uiteraard afhankelyk van het 

gebruikte herbicide, het behandelingsniveau en de frequentie 

van behandeling. 
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De effecten zijn onder te verdelen in: 

Acute effecten: Dit zijn effecten die op korte termijn reeds 

optreden. 

- reductie van O door afbraak van plantenmateriaal en samenT 

hangend hiermee een verhoging van C0„ en van de bacterie 

populatie. 

- een verhoogde C0_ concentratie induceert een verlaging van 

de zuurgraad. 

- verandering van nutrientsamenstelling, waardoor algenbloei 

en een versnelde groei van niet voor het herbicide ontvan­

kelijke macrofyten op kan treden. 

- habitat verandering of zelfs destructie, waardoor voedsel 

en schuilplaatsen voor de fauna verloren gaan. 

Chronische effecten: Hieronder verstaan we effecten die op 

de langere termijn van belang zyn. Afhankelyk van de mate van 

habitat destructie en persistentie van het herbicide zal er 

een onderdrukking van de oorspronkelijke plantengroei plaats­

vinden. De oorspronkelijke fauna kan als gevolg hiervan ver­

dwijnen en de gehele voedselketen zal hierdoor drastisch 

ontregeld worden. 

Naast deze indirecte effecten is er ook sprake van directe 

effecten. Hieronder verstaan we allerlei toxische effecten 

t.a.z. van aquatische organismen, veroorzaakt door het herbi­

cide gebruik. Ook deze effecten zyn onder te verdelen in zgn. 

acute en chronische effecten. 

By' acute effecten kunnen we denken aan o.a. directe mortali­

teit en verminderde reproductie. 

Afhankelyk van de bestendigheid in het water en absorptie 

aan bodem en andere materialen kunnen echter vele chronische, 

sublethale effecten optreden, zoals blyvend verminderde 

reproductie, gestoord gedrag, verminderde voedselopname. 

Hierdoor kunnen bepaalde soorten uit het milieu verdwynen. 

Door het wegvallen van soorten en door accumulatie van de 

herbiciden of hun derivaten in organismen kan de voedsel­

keten volledig ontregeld worden. De ecologie van de water­

gangen zal hierdoor ernstig verstoord raken. 
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Bij het toelatingsbeleid van herbicides wordt in de recel 

gebruik gemaakt van experimenten gebaseerd op de directe 

toxiciteit. Hierbij staan experimenten m.b.t. reproductie 

en LC^-bepalingen centraal. 

L C - n ,(zgn, "lethale"concentratie); dit is de concentra-
5" » t 

tie, waarbij 50 °/o van de testorganismen binnen een bepaalde 

tyd t doodgaan. Een voordeel van LC-^.-bepalingen is dat 

het snel en makkelek te constateren is. 

Een bezwaar is dat chronische effecten niet zichtbaar worden. 

We kunnen ons voorstellen dat zelfs een éénmalig herbicide 

gebruik voor de organismen een chronische stress opleverd, 

doordat het herbicide of z*n metabolieten langzaam vrijkomt. 

Het is dan ook zeer de vraag in hoeverre LC_n-bepalingen 

een ecologische waarde hebben. 

Veel gebruikte herbicides tegen aquatische vegetatie zyn 

Chloorthiamide, Dichlobenil, Diquat, Paraquat, Terbutryne. 

De laatste tyd worden aan de watergangen bijkomende functies 

toebedacht,zoals omschreven wordt in het IMP. (indicatief 

Meerjarenplan van het Ministerie van Verkeer en Waterstaat*75) 

De watergangen behoren niet alleen een functie te vervullen 

ten behoeve van de landbouw (watertransport), maar worden 

ook in toenemende mate van belang voor eventuele drinkwater­

voorziening. Tevens krijgen ze een landschaps en natuurwaarde. 

Het accent behoort dan ook gelegd te worden op het instand­

houden en eventueel terugwinnen van het natuurlijk ecosysteem. 

Mn. sublethale effecten geïnduceerd door het herbicide ge­

bruik worden dan van groot belang. 

Onderzoekers als Cope (^69), van Valin (''óo-), Tooby ("72), 

Schober & Lamport (*77) Canton & Adema (%78) hebben zich 

bezig gehouden met deze sublethale effecten veroorzaakt 

door herbicides. 

Hlierby stonden parameters als enzymactiviteit, bloed & urine-

samenstelling, weefselbeschadiging en orgaangewicht, groei 

en reproductie centraal. 

Een andere belangrijke parameter is de voedselopname, zoals 
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deze door o,a. Kees Kersting gehanteerd wordt. De voedsel-

opname geeft de gesteldheid van het individu weer. Dit is 

van grote invloed op de groei en reproductie. Deze factor 

is zeer belangrijk voor de mate waarin een populatie zich 

ten opzichte van andere populaties kan handhaven. Hierin 

zien we een duidelijke ecologische factor, die van grote 

betekenis is voor het natuurlijk ecosysteem. 

1.2 Dichlobenil. 

Koopmans & Daans (i960) hebben Dichlobenil voor het eerst 

beschreven. Dichlobenil (2,6-dichloorbenzonitril) wordt door 

Philips-Duphar B.V. onder de merknaam Casoron op de markt 

gebracht. 

Het werkt in het aquatische milieu in op vrijwel alle macro-

fyten, het is dus een zgn. totaal herbicide. Dichlobenil 

wordt door de wortels opgenomen en heeft een remmende wer­

king op delend plantenweefsel. Het werkt mn. kiemingsremmend, 

doodt jonge zaailingen en kiemende spruiten van o.a. rhizomen. 

(Verloop 1972, Newbold 1975)« Volgroeide planten worden pas 

beschadigd by tamelyk hoge dosering. Algen en enkele dryvende 

waterplanten worden niet aangetast. Vaak treedt na een Dichlo­

benil behandeling algenbloei op.(Cope et al. 1969) 

Dichlobenil kan in twee vormen in het aquatische milieu ge­

bracht worden; 

- als wettable powder.(Casoron 133^). 

- in granulaire vorm (Casoron G ) . Deze vorm is speciaal ont­

worpen om de stof langzaam in oplossing te laten gaan, zodat 

de werkingstyd aanzienlijk verlengd wordt. 

De dosering hangt af van het doel waarvoor het gebruikt wordt. 

Tegen waterplanten wordt 6 - 1 2 kg. actieve stof per ha water­

oppervlak toegevoegd. By een waterdiepte van 1 m. en 10 kg.ha" 

komt dit neer op een concentratie van 1 mg.l" (Verloop 1972). 

De maximale toegestane doses bedraagt 3 mg.1 

Structuurformule 

Molecuulgewicht: 172 

Smeltpunt: 1**5 - 146°C 

Kookpunt: 270 C bij 1.013 bar. 
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De oplosbaarheid in water is vrij slecht, 18 mg.1 bij 20 C 

("Verloop 1972).De verdamping is vrij enroot, (darnpdruk bij 

20 °C is 5.5 . 10 mm BP: ) . 

De stof vertoont absorptie aan o.a. lignine, humus en lipiden. 

Eveneens treedt adsorptie op aan bodem- en modderdeeltjes, 

waar het lange tyd(zo*n 6 mnd.) kan blijven. (Frank & Comes 1 9 'J 7 ) 

Terwijl de afbraak in water ca. 2 à 3 mnd. bedraagt. 

Van Busshbach & Elings (European Weed Research Council:2 1967)' 

noemen voor de nederlandse situatie een verblijftijd aan bodem-

deeltjes van 3 mnd. Het verschil met Frank & Comes wordt moge­

lijk veroorzaakt door verschillen in bodem en klimaat. 

Micro-organismen in de bodem kunnen Dichlobenil omzetten tot 

BAM (2,6-dichloorbenzamide ) . Toch is lange tijd na toediening 

d» stof nog in het water aan te tonen. 

Dichlobenil is thermisch ze^r stabiel, zelfs in minerale zuren 

blyft de stof stabiel. Fotochemische reacties treden niet op. 

In een basis-waterige oplossing wordt BAM gevormd, dit is een 

erg stabiele stof. 

Een andere belangrijke eigenschap van Dichlobenil is de sterke 

affiniteit voor Polytheen, PVC-rubber en Pararubber, zowel ican-

uit de waterige oplossing als vanuit de dampfase.(Verloop 1972). 

By het doen van experimenten met Dichlobenil, dient hiermee 

rekening gehouden te worden. 

De acute toxiciteit lijkt voor bepaalde organismen erg mee te 

vallen. Voor de meeste evertebraten heeft Dichlobenil een 

lage acute toxiciteit. Voor vissen wordt soms wel een hoge 

acute toxiciteit gevonden, vaak samenhangend met ophopinn- in 

weefsels. (Cope 1969). 

Ook treedt beschadiging van weefsels o.a.van kieuwen op. 

(Wiersma-Roem 1978). Beynon & Wright(1972) vonden dat de 

toxiciteit voor warmbloedige dieren erg laag is en er treedt 

geen accumulatie op. Dichlobenil wordt vrij snel via faeces 

en urine weer uitgescheiden. 
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1.3 Daphnia ma^na Strauss. 

De soort Daphnia magna is taxonomisch als volgt in te delen: 

Phylum Arthropoda 

Klasse Crustacea 

Subklasse Branchipoda 

Orde Cladocera 

Subfamilie Daphnoîdea 

familie Daphnidae 

Gulatti (1978) noemt deze groep één van de belangrijkste in 

het waterige milieu. Ze zijn wyd verspreid aanwezig. Van het 

genus Daphnia komen 30 soorten in de wereld voor, waarvan 

5 verschillende in Nederland. In vrywel ieder water, varië­

rend van kleine sloten tot meren, is de familie Daphnidae 

vertegenwoordigd. 

Biologie ; 

Een afbeelding van een vrouwelijke Daphnia magna (Green 1957) 

is te zien in fig 1. 

Een populatie Daphnia"s bestaat voor het grootste deel van 

de tijd uit vrouwelyke exemplaren. Ze kunnen max. 5 à. 6 mm. 

groot worden. Daphnia magna is de grootste van de in Neder­

land voorkomende soorten. De mannetjes zjjn altyd kleiner en 

komen slechts in bepaalde perioden van het jaar voor. 

Het dier is omgeven door een harde, chitineuse carapax, die 

haar als twee kleppen omgeeft. Aan de ventrale zijde is de 

carapax open. De carapax kan niet met het dier meegroeien, 

zodat Daphnia* s gedurende hun leven diverse vervellingen 

doormaken. 

Het juveniele stadium bedraagt 4 à 6 instars, dit zyn perio­

den tussen twee vervellingen. Hierna is het dier volwassen. 

Gedurende het adulte, sexuele levensstadium maken ze nog 

eens ca. 25 vervellingen door. 

De omgevingstemperatuur is een belangrijke factor voor de 

levensverwachting van Daphnia* s. 

Anderson (19^2 ) vond; 8°C 108 dg. 

18°C 45 dg. 

28 °C 29 dg. 

Ringelberg (1970) vermeldt een max. levensverwachting bij 10 °C, 
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Aan de dorsale zijde 

van het lichaam 

hebben de vrouwtjes 

een soort broedbui­

del. Hierin worden 

de eieren gedepo­

neerd, die na een 

periode van 2 à k aanhangels 

dagen zich ontwik­

keld hebben tot 

zelfstandig levende 

juvenielen. Op een 

leeftijd van ca. 10 

à 1^ dagen zijn de 

vrouwtjes sexueel 

volwassen. De repro­

ductie beperkt zich 

hoofdzakelijk tot de 

productie van vrouwe-

carapax 

antenne 

darm 
oesophagus 

hart 

eieren 

fig. 1 Daphnia magna 

lyke exemplaren via diploïde parthénogenèse. De populatie 

is dan ook opgebouwd uit genetisch constante individuen. 

Pas als de milieuomstandigheden verslechteren worden er 

mannetjes geboren. Daarnaast krijgen de vrouwtjes een twee­

tal eieren, die bevrucht moeten worden. Deze zgn. winter-

eieren, omgeven door een zwart ephipium, komen pas tot ont­

wikkeling als de milieuomstandigheden weer gunstig worden. 

Zij vormen zodoende de basis voor nieuwe generaties vrouwe­

lijke individuen. 

Voedselopname; 

Daphnia* s zijn filter feeders. De voedselname gaat als volgt; 

Door de thoracale aanhangsels wordt water in de kamer tussen 

de beide carapax helften gepompt. Met behulp van de filter-

setae wordt het voedsel verzameld en naar de voedselgroeve 

gebracht. De maxille en mandibels transporteren het voedsel 

naar de orale holte, alwaar de voedselpakketjes via peristal­

tische bewegingen van de oesophagus ingeslikt worden. 

Binnen 30 minuten doorloopt het voedsel de darm en de restan-



ten worden uitgescheiden. De vertering; is niet volledig', 

zodat de uitgescheiden deeltjes opnieuw opgenomen kunnen 

worden. 

Aan de voedselopname van Daphnia" s is veel onderzoek ge­

daan. Factoren als voedselconcentratie, temp, lichaamsge­

wicht/grootte, toxische stoffen oefenen invloed uit op de 

hoeveelheid voedsel die door een Daphnia gegeten wordt. 

Ryther toonde al in 195^ aan dat de voedselopname propor­

tioneel toeneemt by een stijgende voedselconcentratie, tot 

een bepaalde grenswaarde. Boven deze grenswaarde werd de 

stijging minder. Hij voerde zyn Daphnia" s met Chlorella 

vulgaris en hij wijtte deze afgenomen stijging aan de stof 

Chlorelline. Een stof die aanwezig is in de Chlorella 
5 -1 

suspensie. De grenswaarde lag op 2.10 cellen, ml . 

Rigler (1961) constateerde in P-experimenten met Daphnia 

magna en Saccharomyces cerevisicea dat de voedselopname 

beperkt kon worden door o.a. 

- minder water langs de filterapparaat te pompen. 

- niet continue pompen. 

- voedsel uit voedselgroeve te stoten. 

Dit wordt onderbouwd door visuele waarnemingsexperimenten 

van Mc. Manon & Rigler (1963» 1965). Zy zagen dat enerzijds 

de filtersnelheid gereduceerd werd door een afname in de 

beweging van de thoracale aanhangsels en anderzijds door het 

uitstoten van voedsel uit de voedselgroeve. 

Het werkingsmechanisme volgens Mc. Mahon & Rigler komt neer 

op het volgende: 

Bij toenemende voedselconcentratie; 

- de beweging van de thoracale aanhangsels is maximaal, de 

filtersnelheid is maximaal. 

- de mandibelbeweging wordt steeds groter. 

- de slikfrequentie wordt groter. 

- de grootte van het door te slikken voedselpakket neemt toe, 

Dit resulteert in een toename van de voedselopname. 
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Bi,i voedselconcentratie boven een bepaalde grensconcentratie ; 

- de slikfrequentie en de grootte van het voedselpakket zijn 

maximaal * 

- de beweging van de thoracale aanhangsels wordt minder. 

- voedsel wordt uit de voedselgroeve gestoten. 

Dus kort gezegd: Het aanwezige voedsel is eerst beperkt. Dit 

resulteert in een maximale beweging van de thoracale aanhang­

sels, om zoveel mogelijk voedsel binnen te krijgen. By deze 

voedselconcentraties treedt nooit ophoping van voedsel in de 

voedselgroeve op. 

Bij hogere voedselconcentraties ontstaat een overschot aan 

voedsel. Het resultaat hiervan is een uitstoten van voedsel 

en langzamer filtreren. 

Aan de hand van experimenten, waarbij hongerige Daphnia* s ge­

observeerd werden, is het idee gegroeid dat de filtersnelheid 

afneemt als reactie op de mate van gevuldheid van de darm. 

De stof Chlorelline speelt hierbij geen rol« 

Eezrsting & van der Leeuw (1976) vonden overeenkomstige ver­

schijnselen en formuleerden deze als volgt: 

Tot een bepaalde grenswaarde, het Incipient Limiting Level (ILL) 

neemt de Feedingrate proportioneel toe bij toenemende voedsel-

concentratie. 

De Feedingrate ( F ) is het totaalvolume aan voedsel dat per 

tijdseenheid door een Daphnia gegeten wordt. 

Boven de kritieke voedselconcentratie wordt de Feedingrate 

onafhankelijk van de voedselconcentratie en bereikt een maxi­

male waarde. Een andere term, die hierby gebruikt wordt, is 

de filteringrate (f). Dit is het volume water met het daarin 

aanwezige voedsel dat in een bepaalde tijdseenheid door een 

Daphnia gefiltreerd wordt. Volgens onderstaande formule zijn 

beide termen aan elkaar gerelateerd. 

F = f x voedselconcentratie 

De filteringrate is constant beneden het Incipient Limiting 

Level en neemt af bij voedselconcentraties boven deze grens­

waarde. 

Kersting & van der Leeuw vonden mbv, de Coulter Counter tech­

niek een Incipient Limiting Level van 2.9 x 10 AA. .ml" (bij 18 C ) , 
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Mc. Mahon &. Hitler (1965) vermelden dat de filter efficiency 

bij Daphnia magna onafhankelijk is van de grootte van de voed-
4 3 

seldeeltjes, gemeten tussen 0.9 - 1.8 x 10 yu. . De voedsel-

opname wordt waarschijnlijk niet bepaald door de grootte, maar 

door de verteerbaarheid van de deeltjes. 

Uit onderzoek van Kersting & Holterman (1973) bleek dat geen 

selectiviteit optrad t.a.z, van de opname van Chlorella deel-
3 

tjes y\5/\i door Daphnia magna. Over de al dan niet selectie-
3 

ve opname van Chlorella deeltjes^15/u is moeilyk uitspraken 

te doen, omdat deze na uitscheiding weer opgenomen kunnen 

worden. 

Lampert (l97'+) vond geen selectiviteit in opname tussen algen 

en bacteriën by Daphnia pulex. 

Ook andere factoren dan voedselconcentratie hebben invloed op de 

voedselopname « 

Zo is gevonden dat by toenemende lichaamsgrootte/gewicht zo­

wel de filteringrate als de Feedingrate toenemen. Ook het 

Incipient Limiting Level wordt groter. De filteringrate is 

via een kwadraatfunctie gecorreleerd met de lichaamsgrootte. 

(Mc. Mahon 1965, Burns 1969). 

Ook heeft de omgevingstemperatuur invloed. By toenemende tem­

peratuur worden de maximale filteringrate en Feedingrate hoger. 

Mc. Mahon (1965) vond een optimumtemperatuur van 2k C. Een 

maximale filteringrate voor Diaptomus en Daphnia longispina 

werd verkregen by 16 - 18 C. (Nauwerck 1959)» Hy vermeldt 

zelfs een zekere seizoensinvloed voor Daphnia longispina. In 

de maanden mei - augustus trad een hogere maximale filtering-

rate op, samenhangend met de hogere temperatuur, het licht-

regiem en het reproductie stadium. 

Al stelt Schindler (1968) dat het reproductie stadium geen 

invloed heeft op de voedselopname. 

Een andere factor van belang voor de voedselopname is de in­

vloed van toxische stoffen. Onder invloed van allerlei "toxi­

sche" stoffen worden de filteringrate en de Feedingrate gere­

duceerd. Moraitou-Apostolopoulou (1979) vond o.i.v. toenemen­

de concentratie Koper een afname in de voedselopname van 

Acartia clausi. Tegerlijkertijd trad een verhoging van de respi-
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ratie op. Ook bij de planktonische coppepoden Euphausia spec, 

en Pleurobranchia spec, resulteerde een toenemende Koper 

concentratie in een afname van de Feedingrate, (Reeve et al. 

1977). Zowel gebonden als vrije Chloride veroorzaakte een re­

ductie van de filteringrate. (Capuzzo 1979). 

Kees Kersting en Henk van der Honing (198I) zagen o.i.v. het 

herbicide Dichlobenil een sterke reductie van de filtering-

rate optreden. Ook de Feedingrate vertoonde een afname. Het 

Incipient Limiting Level leek te verschuiven. 

Een soortgelijk idee werd geopperd door Mc. Mahon & Rigler 

(1965)« Onder invloed van verouderde Chlorella vulgaris cel­

len veranderen de filteringrate en Feedingrate zodanig dat 

het Incipient Limiting Level verschuift. 

Niet alleen zuivere stoffen veroorzaken een afname in de 

voedselopname. Ook combinaties van stoffen, bymiddelen 

(o.a. toegevoegd aan herbicides) en afbraakproducten van 

de zuivere stoffen vertonen soortgelijke effecten, 

Pott (1982) onderzocht o.a. de invloed van het herbicide 

Tributon op de voedselopname. Deze stof is opgebouwd uit 

twee herbicides; 2,4.D en 2,^,5»T. Afzonderlijk hebben beide 

stoffen geen effect, maar tesamen in de stof Tributon is 

het effect erg sterk. Niet duidelijk is of dit te wijtten is 

aan de combinatie van beide stoffen dan wel aan een bypro­

duct dat in Tributon aanwezig is. 

De Wit & van Gendersn (1966) onderstrepen de mogelijkheid 

dat niet het herbicide Dichlobenil, maar z*n derivaten ver­

antwoordelijk zyn voor de verandering in voedselopname. 

Zij toonden aan dat bij omzetting van Dichlobenil in de deri­

vaten 3-hydroxy 2,6 dichlorobenzonitril en 4-hydroxy 2,6 

dichlorobenzonitril de oxydatieve fosforilering ontkoppeld 

wordt. 

In het proces van gekoppelde oxydatieve fosforilering is de 

ademhalingsketen gekoppeld aan de ATP-vorming. Dit heeft tot 

gevolg dat de voedselomzettinp- uiterst efficiënt en dus ener­

getisch gunstig verloopt. Bij ontkoppeling van dit proces 

wordt de voedselomzetting energetisch negatief beïnvloed. 
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Dit resulteert in een grotere energie behoefte en een stij­

ging van de zuurstof consumptie. 

Stel dat Daphnia's beschikken over de hydroxyleringsenzymen, 

nodig voor de omzetting van Dichlobenil in de betreffende 

derivaten. We kunnen ons dan voorstellen dat onder invloed 

van Dichlobenil de oxydatieve fosforilering ontkoppeld wordt. 

Ook andere onderzoekers hebben ideeën in deze richting. 

Borgman (1976) stelt voor het electronen transportsysteem 

te gebruiken als parameter voor het meten van de invloed van 

toxische stoffen. Een en ander in relatie tot een verhoogde 

zuurstofconsumptie. 

Ook Koraitou-Apostolopoulou (1979) vond een stijging in de 

zuurstofconsumptie bij toevoeging van Koper aan Acartia clausi 

mechanisme voedselopn.ime by D.magna en de invloed hierop van 

Ditchlobenil volgens Kees Kersting en Henk van de Honing; 

By lage voedselconcentraties zullen de Daphnia's maximaal 

filtreren om zo veel mogelijk voedsel binnen te krijgen. By' 

overmaat aan voedsel daalt de filtratie snelheid, de filte-

ringrate is als het ware submaximaal. De voedselopname wordt 

gereguleerd door een ander mechanisme o.a. de slikfrequentie. 

Zou de filteringrate bij hoge voedselconcentraties maximaal 

zijn, dan hoopt voedsel zich op in de voedselgroeve en wordt 

uitgestoten. Dit is een verspilling van energie en zal dien­

tengevolge achterwege blijven. 

Bij ontkoppeling van de oxydatieve f osf orilering wordt de 

voedsel behoefte groter als gevolg van de gestegen energie 

behoefte. De Daphnia's zullen hierop reageren door een toe­

name van de filteringrate, binnen de range die nog over is. 

De f Ilteringrate zal dus by' hoge voedselconcentraties langer 

op z'n maximale waarde blijven. Echter doordat er minder ener­

gie vrijkomt per hoeveelheid opgenomen voedsel, zal deze maxi­

male f ilteringrate wel kleiner z<J.n dan de maximale filtering-

rate bij gekoppelde oxydatieve f osf orilering. 
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Schematisch levert dit onderstaand beeld: 

dichlo. 
blanco 

C 

•o 
cv 
a> 

dichlo 
blanco 

conc. Chlorella cone. Chlorella 

De maximale filteringrate zal sneller afnemen dan de maximale 

Feedingrate bij toenemende Dichlobenil concentratie. Het gevolg 

hiervan zou het verschuiven van het Incipient Limiting Level 

kunnen zijn. (Henk van der Honing 1980). 

Uiteraard is dit zgn. compensatie proces mogelijk tot een be­

paald niveau. De range waarbinnen de filteringrate nog toe 

kan nemen (by hoge voedselconcentraties ) is beperkt. Deze zal 

steeds minder worden naarmate er minder energie per opgenomen 

voedselhoeveelheid beschikbaar komt. 

Uiteindelijk zal by zeer hoge Dichlobenil concentraties de 

voedselopname onvoldoende worden om in de minimale onderhouds-

energie te voorzien. Dan zullen lethale effecten van het toe­

gevoegde herbicide zichtbaar worden. 

1.4 Vraagstelling. 

Aan de basis van dit eerste deel van mijn onderzoek staat het 

onderzoek van Henk van der Honing. Hij werkte met een stati­

sche testopstelling. In 100 ml. erlemeyers bepaalde hy de 

voedselopname van Daphnia magna (gedurende 4 uur) o.i.v. di­

verse Dichlobenil concentraties. 

De Dichlobenil concentraties waren ca. 0.1 , 0.25 , 0.5 » 1.0 

2.0 en 4.0 mg.l"" . Hy' vond by toenemende concentraties een 

duidelijke daling in de voedselopname t.o.v. de voedselopname 

zonder Dichlobenil toevoeging. 

Dit zowel voor een Chlorella concentratie onder als boven het 

Incipient Limiting Level. By een Dichlobenil concentratie van 

1 mg.l trad een halvering van de voedselopname op t.o.v. de 

blanco bepaling. 

Een concentratie van 1 mg.l is een concentratie die gebruikt 
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wordt bij de bestrijding van waterplanten. Bij een concentratie 

hoger dan 1 mg.1 trad een nog snellere reductie op. 

Henk van der Honing' opperde de mogelijkheid dat wellicht het 

Incipient Limiting Level onder invloed van Dichlobenil toe­

voeging hoger wordt. Vooral bij relatief lage concentraties 

wezen zijn resultaten in die richting. 

Voortvloeiend uit dit onderzoek ben ik met Kees Kersting' tot 

de volgende vraagstelling gekomen. 

- Wat is de invloed van het herbicide Dichlobenil op de voed-

selopname van Daphnia magna by verschillende voedselconcen-

traties, waarby gekozen is voor een relatief lage concen­

tratie reeks mbt. Dichlobenil. 
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2. MATERIAAL EN METHODE 

2.1 Daphnia ma^na kweek. 

Het kweken van de watervlooien die in de diverse experimen­

ten als testorganismen dienden, gebeurde op de volgende wyze: 

Uitgaande van de Daphnia kweek van prof. Ringelberg, verbon­

den aan de vakgroep Aquatische Oecologie, heb ik ca. kO adul-

te vrouwtjes in een 500 ml. bekerglas met kweekmedium geplaatst, 

Wekelijks werden op resp. maandag-, woensdag- en vrijdagmiddag 

de adulte vrouwtjes mbv. een zuigbuis overgeplaatst naar een 

ander bekerglas. 

De juveniele dieren, geboren tussen vrijdag- en maandagmiddag, 

werden meestal niet opgekweekt. Juvenielen, geboren op de 

dinsdag/woensdag en de donderdag/vrijdag, werden opgekweekt 

tot het moment waarop ze een bepaalde leeftyd bereikten. 

De leeftijd, waarop de dieren in de diverse experimenten ge­

bruikt werden, bedroeg meestal 1 9 a 22 dagen. 

Bjj gebrek aan voldoende dieren van de gewenste leeftijd, was 

het soms noodzakelijk om Daphnia's met een enigzins afwijkende 

leeftijd te gebruiken. Volgens Adema (1978) treedt er geen 

verschil in gevoeligheid op mbt. leeftijd, Zy werkte echter 

met Daphnia's variërend in leeftijd van 1 - 7 dagen. 

Het medium waarin de Daphnia's opgroeiden is een Chlorella 

kweekmedium, dat 1 : 1 met aquadest verdund werd. (Zie apen-

dix voor samenstelling Chlorella kweekmedium). 

De bekerglazen werden geplaatst in een waterbad, dat mbv. 

een kryomaat,op 18 *C gehouden werd. Deze temperatuur kwam 

overeen met.de temperatuur waarbij de experimenten uitge­

voerd werden. 

Ringelberg (1973) vermeld 20 *G als goede kweektemperatuur. 

Kersting (1978) toont aan dat deze temperatuur iets te hoog 

is voor een optimale levensduur. Dit optimum ligt bij 10 C. 

In Ieder geval is het noodzakelijk de Daphnia's te kweken, by 

dezelfde temperatuur als de temperatuur die gebruikt wordt 

in de experimenten. Een temperatuur van 18 C heeft dan prak­

tische voordelen. 

http://met.de
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De Daphnia's werden gekweekt bij daglicht, zodat •ze onder 

invloed stonden van het op dat moment heersende dag-- en 

nachtritme. 

Als voer werd de eencellige alg Chlorella vulgaris gebruikt, 

2.2 Chlorella culture. 

De Chlorella vulgaris werd gekweekt in een soort continue 

cultuur bij kamertemperatuur, in daglicht met daarnaast TL-

verlichting, met een ritme van 12uur licht/donker. 

In eerste instantie werd deze cultuur gebruikt als voer in 

de Daphnia kweek en als voedselbron in de diverse experi­

menten. Op een later tijdstip werd als voedselbron in de ex­

perimenten gekozen voor een andere Chlorella vulgaris cul­

tuur. Ook deze cultuur werd gekweekt in een continue cultuur 

echter met alleen zwak TL-licht, zodat deze culture meer 

donker geadapteerd was dan de eerste cultuur. (Steemann-

Nielsen &. Jj^rgensen 1968a, Rijkeboer 1 981 ) . 

De reden hiervan wordt elders in dit verslag besproken. 

2.3 Graasexperiment. 

De graasexperimenten werden uitgevoerd in 100 ml. flesjes, 

de zgn. zuurstofflesjes met ingeslepen stop. Ieder flesje 

werd gevuld met 80 ml. Daphnia kweekmedium. Hieraan werd 

een bepaalde hoeveelheid Chlorella suspensie en Dichlobenil 

oplossing toegevoegd. 

De Chlorella suspensie was afkomstig van de onder punt 2.2 

beschreven cultuur. Hiervan werd van te voren steeds de con* 

centratie bepaald met de Coulter Counter. 

De Dichlobenil oplossing kwam uit een Stock oplossing. 

Vervolgens werd mbv. een zuigbuis in ieder flesje een aantal 

Daphnia's van de gewenste leeftyd gestopt. Hierbij werd er 

voor gezorgd, dat de watervlooien met zo weinig mogelijk vloei­

stof (3 - 7 ml.) overgebracht werden. 

De flesjes werden in een grote bak water by 18 C geplaatst 

ónder TL-verlichting. 

Naast de flesjes, waaraan watervlooien toegevoegd werden, 

werden 2 zgn. blanco flesjes gevuld. 
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Aan één blanco flesje werd Chlorella suspensie en Dichlobenil 

toegevoegd met een concentratie die overeen kwam met de hoog­

ste concentratie uit dat betreffende experiment. 

Aan het andere blanco flesje werd alleen Chlorella in de 

hoogste concentratie toegevoegd. 

Het eigenlijke graasexperiment komt op het volgende neer: 

Op t = 0 werd mbv. een finnpipet tweemaal 3 ml, vloeistof ge-

pipeteerd voor de bepaling van de Chlorella concentratie, 

(mbv. Coulter Counter). 

Na k uur werd wederom tweemaal 3 ml, vloeistof gepipeteerd om 

de eindconcentratie te bepalen. Tevens werd 2 ml, vloeistof 

uit de flesjes gepipeteerd tbv. de Dichlobenil bepaling. 

Tussendoor en voor het monsteren werden alle flesjes enkele 

malen gekiept om het uitzakken van de Chlorella deeltjes tegen 

te gaan. 

Na afloop van het experiment werd het drooggewicht van de 

Daphnia's bepaald. Ook werd af en toe gekeken of er sterfte 

of afwijkend gedrag optrad. 

Uit het verloop van de Chlorella concentratie gedurende de 

4-urige graasproeven zijn de filteringrate en de Feedingrate 

te berekenen. 

Dit is te doen mbv, onderstaande formules: 

Filteringrate (f): 

JBy Chlorella concentraties op t = O C Incipient Limiting Level 

(ILL) wordt formule 1a gebruikt. Bij Chlorella concentratie 

> ILL gebruiken we formule 1b. 

J 5 - i » c J 5 ) . t-1 

-1 f „15 „15 x / , „15 . „15 

1a f = V . (in CQ-3 - In c\. ) . t 

ib f = 2v . t " . ( c ^ - c ; * ) / ( c ^ • c ;^ ) 

V = volume medium; hoeveelheid vloeistof per flesje, waar 

de op t = 0 opgepipeteerde hoeveelheid vanaf getrokken is, 
15 3 

C_ = concentratie Chlorella deeltjes > 1 5 u op t = 0 
15 3 

C, = concentratie Chlorella deeltjes >15 u op t 
t = graastyd ( in hr, ) 
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Feedingrate (F): 

F = f . K c0 + ct ) 

C = Chlorella concentratie op tijdstip 0 

C = Chlorella concentratie op tijdstip t 

Blanco correctie; 

Voor eventuele groei dan wel afname van de Chlorella concen­

tratie in de blanco flesjes werd de filteringrate gecorrigeerd. 

Uit beide blanco bepalingen werd een gemiddelde "filtering-

rate" berekend. Al naar gelang deze een negatieve (groei) dan 

wel positieve waarde opleverde, werd hij bij de filteringrate 

opgeteld of ervan af getrokken. 

Voorbeeld; bij groei: f + gem. f, -, = f . , (f ) ^ D blanco gecorrigeerd cor. ' 

Hierdoor wordt F = f . \ ( C_ + C. ) 
cor. cor. v 0 t 

2.4 Bepaling drooggewicht. 

Verschillende onderzoekers, waaronder Mc. Mahon & Rigler (1965) 

vermelden dat bij toenemende lichaamsgrootte/gewicht, zowel 

de filteringrate als de Feedingrate toenemen. 

Daarom is na afloop van ieder experiment het drooggewicht 

van de Daphnia's bepaald. 

Dit gebeurde op de volgende wijze: 

Na afloop van de graasexperimenten werden de Daphnia's afge­

zogen op een voorgewogen 8 /a Sartorius membraanfilter. 

Door de Daphnia's met zo weinig mogelyk vloeistof over te 

brengen in de afzuiginstallatie, werd er voor gezorgd dat 

er heel weinig Chlorella deeltjes mee werden afgezogen. De 

bijdrage van de Chlorella deeltjes is dan ook te verwaarlozen 

t.o.v. het Daphnia gewicht. 

De filters met Daphnia's werden 2k uur in een droogstoof bij 

60 °C weggezet. Alvorens de filters met Daphnia's te wegen, werden 

ze gedurende een uur in een exciccator geplaatst. Het wegen 

werd uitgevoerd op een Sartorius 2^7^ balans, (tot 0.01 mg) 
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2.5 Dichlobenil bepaling. 

Na afloop van elk experiment werd in alle flesjes, waaraan 

Dichlobenil was toegevoegd, de concentratie van Dichlobenil 

bepaald. 

Dit gebeurde op de volgende manier: 

Uit de betreffende oplossing werd mbv. een finnpipet 2 ml. 

gepipeteerd in een 10 ml. schudcilinder met ingeslepen stop. 

Via een dispensette werd hieraan resp. 2 ml. h % Na_S0, en 

2 ml. extra gedestilleerde Petroleumether toegevoegd. Vervol­

gens werd de schudcilinder gedurende 2 minuten krachtig met 

de hand geschud. 

Na scheiding van de lagen, werd de bovenliggende organische 

laag (bestaande uit Petroleumether met het erin opgeloste 

Dichlobenil) voorzichtig opgezogen met een pasteurpipet en 

overgebracht in een speciaal daarvoor bestemd buisje. 

Deze monsterbuisjes werden voor verdere verwerking naar het 

RIN in Arnhem opgestuurd. Daar werd mbv. gaschromatografie 

het Dichlobenil gehalte bepaald. Deze bepalingen werden uit­

gevoerd door Elze de Ruyter. 

Voor verdere informatie verwijs ik naar het artikel van Kersting 

& van der Honing. (1981) 

2.6 Coulter Counter / Coulter Chasmelyzer, 

De concentratie van de Chlorella suspensie werd bepaald met 

de Coulter Counter / Coulter Cb&nnelyzer.Deze apparatuur 

maakt het mogelijk om het aantal Chlorella deeltjes en de 

grootte van de diverse deeltjes in de oplossing te bepalen. 

Dit, wordt gerealiseerd op de volgende wijze: 

Uit de oplossing werd mbv. een finnpipet 3 nil. vloeistof op­

gezogen en overgebracht in een telvaatje. 

Door middel van een spuit, met een 0.3/u Sartorius membraan-

filter, werd 20 ml. 0.9 °/o partikelvrije NaCl aan het telvaat­

je toegevoegd. Na voorzichtig mengen werd het vaatje onder 

de telbuis van de Coulter Counter geplaatst. 

De telbuis heeft een opening met een doorsnede van 70yu. 

Per meting werd tweemaal 0.5 ml. vloeistof opgezogen en door-

geteld. 
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De werking van de Coulter Counter / Coulter Channelyzer 

berust op het volgende: 

De vloeistof in het telvaatje wordt met behulp van een mano­

meter en een pomp door het gaatje van de telbuis gezogen. 

Aan weerszijden van deze opening bevinden zich electroden. Eén 

bevindt zich in de door te tellen vloeistof en de andere be­

vindt zich in de telbuis. 

TussBn beide electroden wordt een constante stroom gestuurd. 

De spanning die hiervoor nodig is, is afhankelijk van de elec-

trische weerstand tussen de electroden. Aangezien de opening 

in de telbuis zeer klein is t.o.v, de electroden, wordt de 

totale weerstand geheel bepaald door de weerstand in de tel­

buis opening. De spanning, nodig voor het handhaven van een 

constante electrische stroom, wordt vrywel volledig bepaald 

door de in de telbuis opening heersende weerstand. 

Passeert nu de 0.9 % NaCl oplossing, dan blyft de weerstand 

tussen de electroden laag. Zo gauw echter een Chlorella deel-

je de opening passeert, wordt de weerstand iets hoger. Om de 

constante stroom te handhaven, moet de spanning dus iets om­

hoog. 

Deze electrische puls wordt door de Coulter Counter geregis­

treerd en de grootte hiervan is evenredig met het volume van 

het passerende deeltje. (Volgens onderstaande formule) 

V = K . A . I . ( T + £ ) x WW/100 + BC 

3 
V = volume van het deeltje xnyu 

3 
K = Kalibratie factor inyu 

A = Versterkings factor 

I = Stroomsterkte factor 

T = Kanaalnummer ( tussen 0 en 99 ) 

¥¥= Window width 

BC= Base channel 

De Coulter Counter is gekoppeld aan een Coulter Channelyzer, 

die de pulsen van verschillende grootte in 100 kanalen in­

deelt en in een geheugen opslaat. 

De volumeklassen, overeenkomstig deze kanalen, worden bepaald 

door instelling van de stroomst«JPkte I en versterking A van 
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de Coulter Counter. Ik heb steeds gebruik gemaakt van I = 1/4 

en A = 1/2. De Kalibratie constante K was 6.25. 

De gegevens van de Coulter Channelyzer zyn op ponsband gezet 

en mbv. een PDP-8 computer verder omgerekend. 

Op de computer uitdraai heb ik voor iedere meting laten uit­

printen; 

- totaal aantal Chlorella deeltjes. 

- totaal volume van alle Chlorella deeltjes. 

- volume van deeltjes y 15yu • 

NB van de Coulter Counter / Coulter Channelyzer tellingen wordt 

altijd een blanco waarde afgetrokken. Als blanco waarde werd 

O.9 °/o NaCl oplossing gebruikt. 

2.7 Matrix experiment. 

Om de effecten op de voedselopname van een aantal combinaties 

van Dichlobenil concentratie en Chlorella concentratie met 

elkaar te kunnen vergelijken, was het noodzaak om ad random de 

combinaties te kiezen. Dit omdat het praktisch niet mogelijk 

is om alle combinaties op één dag te verwerken. 

Ik heb alle gewenste combinaties van de Dichlobenil-Chlorella 

concentratie in onderstaande matrix uitgezet en van een code 

voorzien. 

.6 
conc. Chlorella ( /1 . 10 .ml"" ) 

0.5 1 2 3 4 6 9 1 5 20 

0 

0.1 

0.2 

0.4 

0.8 

1.6 

1 

10 

19 
28 

37 

46 

2 

11 

20 

29 

38 

47 

3 

12 

21 

30 

39 

48 

4 

13 

22 

31 

ko 

49 

5 

14 

23 

32 

41 

50 

6 

15 

24 

33 

42 

51 

7 

16 

25 

3k 

43 

52 

8 

17 

26 

35 

44 

53 

9 

18 

27 

36 

45 

54 

Door loting wend voor elk experiment bepaald, met welke combi­

natie gewerkt zou worden. De loting was gebaseerd op een trek­

king zonder teruglegging. 

Op deze manier werden voor ieder experiment 9 combinaties uit-
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geloot, tot alle combinaties aan bod waren gekomen. 

In de serie van de tweede matrix is op dezelfde manier ge­

werkt . 

De combinaties uit matrix 1 en 2 leverden echter verschil­

lende resultaten op. Het leek mij dan ook raadzaam om de com­

binaties uit matrix 3 in duplo uit te voeren. De experimenten, 

behorend bij matrix 3» bestonden uit 5 à. 6 duplo combinaties. 

('iet aantal combinaties per experiment was afhankelijk van het 

aantal beschikbare Daphnia's). 

De matrix is opgesteld met het oog op een "ideale" combinatie 

van concentraties, In de praktijk schommelden de werkelijke con­

centraties van beide toegevoegde bestanddelen rond deze gewens­

te concentraties. 

In de diverse tabellen en grafieken is de Chlorella concentra­

tie steeds verwerkt als gemiddelde waarde van be^rin en eind 

concentratie. 

De Dichlobenil concentratie is in concentratie klassen inge­

deeld. 

De volgende begrippen zijn van belang: 

- Matrix element: Combinatie Dichlobenil / Chlorella concen­

tratie gebruikt in een graasexperiment. 

- Experiment: Een serie graasexperimenten die op één dag uit­

gevoerd werden. 

2,8 Inhibitie Chlorella cultuur mbv, een sterke lichtbron. 

Als correctie voor de groei van Chlorella vulgaris gedurende 

de graasexperimenten, werden telkens twee "blanco" flesjes 

ingezet. Aan deze flesjes werd op dezelfde manier als by de 

graasflesjes, de begin en eind concentratie van de Chlorella 

bepaald. Hieruit werd als het ware ook de "filteringrate" 

bepaald. 

De groei in de blanco flesjes was soms aanzienlijk. Dit heeft 

ernstige consequenties by correcties tov. graasexperimenten, 

waarbij een zeer lage f ilteringrate gemeten werd. 

Daarom besloot ik de Chlorella suspensie in haar groei te 

remmen. Uit vorig onderzoek, door mij gedaan bij de vakgroep 
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Aquatische Oecoloçie, was o.a. gebleken dat ^roeiremminf; op­

treedt als een Chlorella cultuur blootgesteld wordt aan hoge 

lichtintensiteiten. Na êên uur incubatie bij een lichtinten*» 
- 2 - 1 1 k 

siteit van 279 W.m .s , neemt de C-opname door Chlorella 

niet meer toe bij voortdurende blootstelling aan deze licht­

intensiteit. Ook niet als de Chlorella cultuur teruggeplaatst 

wordt naar niet foto-inhiberende lichtintensiteiten, (intern 

verslag Rykeboer 1981). 

Voortbouwend op dit verschijnsel, heb ik de Chlorella oplos­

sing alvorens in de graasexperimenten te gebruiken, 1.5 uur 

blootgesteld aan een hoge lichtintensiteit. 
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3. RESULTATEN EN DISCUSSIE 

3.1 Drooggevicht Daphnia's. 

Het drooggewicht van de Daphnia's is op de volgende wijze be­

rekend. 

Gewicht filter met Daphnia's - filter gewicht = gewicht Daph. (mg) 

Dit gewicht wordt gedeeld door het aantal op het filter aan­

wezige Daphnia's. Dit levert een Daphnia gewicht behorend b\j 

een matrix element. 

Stel een experiment bestaat uit 9 matrix elementen, dan worden 

op bovengenoemde wijze 9 verschillende Daphnia gewichten verkre­

gen. Deze Daphnia gewichten worden gesommeerd en gedeeld door 

het aantal matrix elementen. Op deze wijze wordt een gemiddeld 

Daphnia gewicht per experiment verkregen. 

tabel 1 

Voor ieder experiment is uitgezet; het gemiddelde Daphnia 

gewicht (GG), het kleinste (K) en het grootste (G) Daphnia 

gewicht per matrix element (in mg.), tesamen met de resp. 

leeftijd (in dg.) en het aantal Daphnia's per matrix element. 

exp. datum leeft. aantal G.G. K. G. 

2 

3 

4 
» 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

1-3-82 

2-3-82 

8-3-82 

9-3-82 

15-3-82 

16-3-82 

22-3-82 

29-3-82 

2-4-82 

5-4-82 

8-4-82 

16-4-82 

20-4-82 

23-4-82 

26-4-82 

27-4-82 

19 6 0.15 0.12 0.18 

19 6 0.26 0.23 0.29 

19 6 0.22 0.16 0.30 

19 20 6 0.30 0.28 0.34 

19 6 0.22 0.20 0.23 

20 6 0.20 0.17 0,22 

19 6 0.21 0.18 0.24 

19 6 0.14 0.12 0.20 

13 19 6 0.22 0.19 0.25 

20 6 0.14 0.12 0.17 

21 6 0.20 0.18 0.23 

23 6 0.17 0.12 0.19 

19 9 0.18 0.14 0.22 

20 9 0.11 0.09 0.13 

19 9 0.13 0.11 0.15 

18 9 0.14 0.13 0.16 

16 

16 

21 

18 

18 

18 

17 
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exp. 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

datum 

27-4-82 

4-5-82 

10-5-82 

11-5-82 

12-5-82 

15-5-82 

lee 

17 

19 

20 

21 

16 

19 

ft. 

18 

20 

24 

23 

19 

21 

aantal 

9 

9 

9 

9 

9 

9 

G.G. 

0.13 

0.08 

0.06 

0.06 

0.09 

0.14 

K. 

0.10 

0.06 

o.o4 

0.04 

0.08 

0.08 

G. 

0.17 

0.12 

0.08 

0.09 

0.10 

0.18 

"balans niet geheel zuiver. 

NB. Bij de berekening- filteringrate en Feedingrate / mg. Daph. , 

wordt dus gerekend met het gemiddelde Daphnia gewicht verme­

nigvuldigd met het aantal Daphnia's. 

ito 
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fig 2; het gemiddelde Daphnia gewicht, met het daarbij 

behorende kleinste en grootste Daphnia gewicht 

per matrix element, x\±t tabel 1 is uitgezet te­

gen de datum van het betreffende experiment, 

B«k\jken we tabel 1 en grafiek 2, dan valt op dat het gemiddelde 

drooggewicht in de maand mei aanzienlijk lager is, dan in de 

voorgaande maanden. Halverwege de maand april begint deze ten— 
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dens al enigzins zichtbaar te worden. Ik wijt deze afname in 

gewicht aan een seizoens invloed, omdat de leeftijd van de 

Daphnia's ongeveer gelijk was. De manier van wegen is ook al­

tijd dezelfde geweest. 

De consequentie van deze gemiddelde gewichts afname, met be­

trekking tot m *n experimenten, kan ik niet precies inschatten. 

Bekend is wel, dat de grootte-/lichaamsgewicht positief ge­

correleerd is met de voedselopname. 

Daarom heb ik de filteringrate en de voedselopname steeds 

uitgedrukt per mg. Daphnia. Hierby moeten we wel bedenken dat 

een tweemaal zo zwaar wegende Daphnia, niet- een factor tweemaal 

zo veel opeet. Ik neem dan ook aan, dat deze afname in gewicht 

een enigzins verstorend effect heeft by de vergelijking van 

alle matrix experimenten. 

3.2 Dichlobenil bepaling. 

De Dichlobenil oplossing, toegevoegd aan de graasexperimenten, 

was afkomstig uit een Stockoplossing. Om deze te verkrijgen, 

heb ik 16 gr. Dichlobenil (Casoron G) ingewogen in 1 1. aqua-

dest. 

In eerste instantie is het Dichlobenil gehalte van de Stock­

oplossing bepaald. (Volgens de onder pnt. 2.5 beschreven 

methode). De Stockoplossing bevatte 16.088 ppm. (1-3-82). De 

recovery is dus erg hoog. 

Op 22-3-82 is het Dichlobenil gehalte uit de Stockoplossing 

nogmaals bepaald. De concentratie was toen al terug gelopen 

tot 12.5 ppm. 

tabel 2 

De gemiddelde Dichlobenil concentratie (in mg.l" ) van alle 3 

matrices is per concentratie klasse aangegeven, tesamen met 

de laagste en hoogste concentratie per klasse. Eveneens wordt 

de log. Dichlobenil concentratie vermeld. 

gemidd. cone. log. conc. laagste hoogste 

(in ppm) (in ppm) (in ppm) 

0.082 -1.09 O.O69 0.110 

0.178 -0.75 0.155 0.215 

O.326 -O.49 O.253 O.392 

O.66I -0.18 O.562 0.793 

1.318 0.12 1.186 1.537 
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NB. De Dichlobenil concentratie van de afzonderlijke matrix 

elementen staan vermeld in de appendix. 

Bij het opstellen van de matrix ben ik uitgegaan van een vijf­

tal Dichlobenil concentraties. Uiteraard is er een bepaalde 

spreiding te vinden voor de afzonderlijke matrix elementen. 

Er treedt echter geen overlap op tussen de klassen, zodat ik 

kan werken met 5 verschillende gemiddelde Dichlobenil concen­

tratie klassen. 

3.3 Spreiding tussen Coulter Counter tellingen. 

Om een indruk te krygen van de "normale" spreiding, die op­

treedt tussen duplo bepalingen per matrix element, is voor 

zowel een relatief lage Chlorella concentratie (conc.<ILL) 

als voor een Chlorella concentratie >ILL, de spreiding tus­

sen 10 subsamples bepaald. 

tabel 3 

Spreiding tussen 10 subsample tellingen met de Coul­

ter* Counter bij een lage en een hoge Chlorella cone. 

subsample tot. volume subsample tot. volume 

(/u3.106.ml"1) (/u3.106.ml~1) 

1 

2 

3 

k 

5 
6 

7 

8 

9 

10 

gemid. 

spreiding 

rel. spreid. 

0.645 

0.649 

0.653 

0.617 

0.621 

0.622 

O.631 

O.619 

O.606 

O.639 

O.630 

0.016 

2 . 5 D/o 

1 

2 

3 
h 

5 
6 

7 
8 

9 
10 

16, 

16, 

16, 

16, 

15. 

16, 

15. 

16. 

15. 

15. 

16, 

0. 

1. 

.3 

.1 

.1 

.3 

.6 

.3 

.8 

.2 

.7 

.7 

.0 

,28 

.75 % 
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Uit tabel 3 blijkt, dat bet 95 % betrouwbaarheids interval 

van de Coulter Counter tellingen 3 ^ 5 / « bedraagt. Deze 

spreiding- zal in matrix elementen, waarbij gewerkt wordt 

met een hoge Chlorella en een hoge Dichlobenil concentra­

tie een aanzienlijk verstorend effect hebben. 

Onder invloed van deze hoge concentraties is de afname van 

de Chlorella concentratie erg klein. De spreiding in de 

tellingen kan deze afname geheel overschaduwen. 

Vermoedelyk treedt de grootste onnauwkeurigheid op by het 

vullen van de telpotjes met de 20 ml. NaCl oplossing, (door 

gebruik van spuit). Hiervoor zijn betere methoden te beden­

ken. Het werken met een pipet of een dispensette is waar­

schijnlijk veel nauwkeuriger. 

Tevens treden er onnauwkeurigheden op bij het doormeten van 

de telvloeistof. Deze zijn echter inherent aan de Coulter 

Counter zelf en zijn dus niet te verhelpen. Ik verwacht dat 

deze fout veel geringer is, dan de voorgaande. 

3mk Matrix experimenten. 

Uitgaande van de Coulter Counter / Coulter Channelyzer uit­

komsten, is voor ieder matrix element resp. de filteringrate, 

de gecorrigeerde filteringrate en de gecorrigeerde Feeding-

rate berekend. 

De f ilteringrate en de Feedingrate zijn berekend met de for­

mules vermeld onder pnt 2.3. 

Spreiding in subsamples; Per matrix element is steeds een 

duplo bepaling voor de Chlorella concentratie gedaan. By' 

een verschil van meer dan 5 °/o tussen de duplo tellingen, 

is met behulp van beide tellingen de filteringrate berekend. 

Voor de verdere verwerking is een keuze tussen deze twee 

filteringrates gemaakt. 

By matrix 1 en 2 is gekozen voor die waarde, die het beste 

in de reeks van overige filteringrates paste. 

Ey matrix 3 is als volgt te werk gegaan: 

By een spreiding y 5 °/° in tellingen van de beginconcentratie 

van de Chlorella suspensie, is gekeken naar de "beste" begin­

concentratie . 
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Wanneer de Coulter Counter tellingen van de eindconcentratie 

meer dan 5 cp van elkaar verschilden, is op grond van de 

"beste" duplo bepaling- gekozen voor een bepaalde filtering-

rate. 

In tabel 4 is een voorbeeld gegeven van de by een experiment 

behorende filteringrate, gecorrigeerde filteringrate en de 

gecorrigeerde Feedingrate. De uit de overige experimenten be­

rekende f*ilteringrate, gecorrigeerde filteringrate en gecor­

rigeerde Feedingrate staan vermeld in de appendix. 

tabel 4 

De filteringrate, gecorrigeerde filteringrate 

en gecorrigeerde Feedingrate verkregen uit de 

matrix elementen behorend by exp. 2 (1-3-1982). 

code f. rate cor.f. rate cor.Fv rate 

(ml.hrT1) (ml.hrT1) (/u3.10 .hr."1) 

4 

7 -

9 

15 

33 

45 

46 

49 

53 

bl.-

bl.+ 

1.92 

1 .52/2.72 

-2,42 

-1.30 

-2.42 

-0.12 

0.18 

-0.20 

-2.06 

-2.06J tL 

0. 

.24 

4.16 

72/4.96 

-0.18 

0.94 

-0.18 

2.12 

2.42 

2.04 

0.18 

14.52 

6.66/43.18 

-3.19 

6.66 

-1.33 

38.50 

2.04 

7.82 

2.65 



• 30-

tabel 5a 

Het gemiddelde van begin- en eindconcentratie van Chlorella, 

de gecorrigeerde filteringrate.mg,D en de gecorrigeerde 

Feedingrate.mg.D , uit de ^raas experiment en waaraan geen 

Dichlobenil is toegevoegd. 

VC ED S CL 
C ^ I C E I T 1 " AT T 
ü ! 3 

0 
0 

0 
0 
o 
0 
0 
0 
1 
1 
1 
2 
2 

2 
2 
3 
3 
3 
3 
4 
4 
5 
5 
(• 

7 
8 
R 
8 

1 1 
1 1 
1 4 
IA 
1 4 
IA 
1 5 
17 

l ") ! 0 / : rL 

o o 
i a 
4 8 
6 ? 
8 4 
86 
8 7 
0 8 
4 0 
8A 
9 0 
1 4 
2 6 

. 5 4 
o 6 
4 9 
4 0 
6 0 
fir, 
fil 
8 5 
4 ? 
8 5 
4 4 
5 4 
7 0 
RP 

. 8 7 
5"i 
7 4 
1 0 
1 -> 
1 8 
4 3 

. 6 6 

. 8 5 

£ 
FTLTEPINÎG 
^ATE 
"L/mg Dnplmia/uur 

-1.T9 
-1.00 
2 7 . 7 0 
2 6 . 2 2 
1 5 . n 7 
1 1 . 1 3 
1 1 . 9 5 

8.4 6 
10.6 5 

7.48 
14.01 

9.35 
4.9 5 

17.41 
6.42 
4.65 
6.79 

11.66 
3.41 
5.51 
8 . 4 0 
4.59 
4.83 
4.50 
3.68 
5. 55 
3 . 24 
3.4 0 
2.15 
2. 6 G 
1.31 
2.2 7 
1.53 
2.34 
1.8 6, 

-0.20 

FEEDT.'-ÎG 
RATE 
u ! 3 . 1 0 ! C / 

0 , 0 0 

n ' . 0 0 
1 3 . 5 8 
1 6 . 2 6 
1 2 . 7 ° 

9 . 6 4 
1 0 . 4 2 

3 . 3 6 
1 5 . 0 1 
1 3 . 8 2 
2 6 . 7 4 
2 0 . 0 4 
1 1 . 1 9 

4 4 . 2 3 
1 9 . 0 f t 
1 6 . 2 4 
2 3 . 7 4 
4 1 . 9 9 
3 0 . 8 5 
2 5 . 4 3 
4 1 . 2 0 
2 4 . 9 0 
2 8 . 2 8 
2 9 . 0 1 
2 7 . 7 5 
4 8 . 3 0 
2 8 . 7 1 
3 0 . 1 6 
2 4 . 7 3 
3 1 . 2 5 
1 8 . 4 8 
3 2 . 0 6 
2 1 . 7 0 
3 3 . 7 8 
29 . 1 3 
- 3 . 5 7 

n D apania/uur 

De blanco regel in de tabel geeft de ligging aan van bet 

door mij berekende Incipient Limiting Level. 


