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1 Indledning

Denne tekniske anvisning beskriver, hvordan fytoplankton(vand)prgver ind-
samles og efterfglgende handteres/konserveres samt metoder til bestem-
melse af artsammensaetning, antal, biovolumen og kulstofindhold af fy-
toplankton.

Artssammensatningen af fytoplankton bruges ved vurderingen af omsaet-
ningen i det pelagiske system og dermed i tolkningen af bl.a. klorofyl-, ilt-
og primeaerproduktionsdata.

Ved algeopblomstringer, hvor der fx kan observeres et dybereliggende (se-
kundeert) klorofylmaksimum i vandsgijlen, ved fore st af fiskedgd, bund-

dyrdgd, giftige muslinger m.m. kan det vaere ng t at gennemfgre
undersggelser med andre metoder, der ikke e ttet af denne TA.

o
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2 Metode

Undersggelserne af fytoplankton omfatter en opggrelse af

e artssammenseetning

og for hver enkelt art en kvantitativ opggrelse af

e antal

e biovolumen

e kulstofbiomasse
[

Prgvetagningen skal udfgres samtidig med indsamljng af ledsagende vand-
kemiske parametre bl.a. fluorescens, Iyssvaekkelse%‘ofyl a-koncentra-

tion, primarproduktion (se TA M01 Prﬂvetagning@ n.

2.1 Tid, sted og periode @ . QQ
Fytoplanktonprgver kan udtages he %I dagti N vs. i tidsrummet 1
time efter solopgang til 1 time i edgan{%

2.2 Udstyr x

2.2.1 Udstyr tibbrl@ indsa§I®

Der skal veelges m fglgen etagningsudstyr (se ogsa TA M01

Provetagning %
o tee! Ska Qtode til indsamling af vandprgver i diskre-

ilte va r. Vandhenteren skal vaere rengjort — nye
hentere s skes og skylles grundigt inden brug. Ruttner- og
Jertekla[@wdhenter ma ikke anvendes.

. Pump% slangesystem: Anvendes til kontinuert indsamling af
vandprg¥r (under langsom nedsankning) eller indsamling af vand-
prgver i diskrete/adskilte vanddybder (ved oppumpning af vand fra
den pagzeldende dybde). Inden brug skal det dokumenteres, at pum-
pe- og slangesystemet kan indsamle vandprgver uden at pavirke
hverken artssammensaetningen eller celleantallet (se ogsa TA M01
Prgvetagning i felten).

o Fytoplanktonslange: Skdnsom metode til indsamling af integreret
vandprgve fra vandsgijle. Der skal anvendes en ugiftig plastikslange
(fx almindelig haveslange) med en indre diameter pd 25 mm. Slan-
gen tynges med et lod og lukkes med prop efter fyldning.
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@vrigt udstyr omfatter:

e net til fytoplanktonindsamling med en maskebredde pa 10, 20 eller
25 um

e prgvebeholdere af passende stgrrelse til blanding af vandprgver ind-
samlet i diskrete dybder

 glasflasker (evt. mgrkebrune) med taetsluttende skrueldg (volumen
afheengig af prgvestgrrelse: 50 - 500 ml)

e dispenser med variabel indstilling af volumen

Kemikalier (se 6.1):
e Lugol-blanding
e 25 % glutaraldehyd, analyse-ren (skal ALTID opbevares i kgleskab)

e 5 9% formalin

2.2.2 Udstyr til brug i laboratorie Q
¢ Almindelig (retvendt) lysmikroskop rvation Qprﬁve’
e omvendt lysmikroskop (dvs. mlkr vorpr n betragtes
nedefra)

o eplfluorescensbelysnlng %
digitalt maleudstyr (fx di &mkroskopi& med tilhgrende soft-
ware eller maleokula b
teelleokular med teell
sedimentationskamr skellige RA Iser (fra 0,125 ml til 100 ml)
taelleur
0,2 pym sortfa ycarbo til epifluorescensmikroskopi

stgttefilte) Mm ce e cetatﬂltre til at understgtte polycar-
bonatﬂltre@
e uds mfiltr:
Kemik
na umthlosul »S,03,5H,0)
. ofluor

e DAPI elle idin Orange til epifluorescensfarvning

9
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2.3 Indsamlingsprocedure

2.3.1 Prgvetagning og fremstilling af blandingsprgver

Prgvetagningen kan udfgres med vandhenter, pumpe og slangesystem eller
fytoplanktonslange, som beskrevet i TA MO1 Prgvetagning i felten.

Fra hver station undersgges én blandingsprgve, som til gengeeld skal re-
preesentere hele den del af vandsgjlen, der gnskes undersggt.

Derudover indsamles én kvalitativ fytoplanktonprgve med planktonnet og
ved eventuel forekomst af et dybereliggende klorofylmaksimum, ogsa en
vandprgve i klorofylmaksimum til bestemmmelse af dominerende arter.

Blandingsprgven fremstilles, hvor vandet er indsa t i diskrete dybder med
enten vandhenter eller pumpe/slangesystem, ve nde lige store dele/
volumener af vandprgver fra hver dybde i en jort beholder. Ved konti-
nuert indsamling pumpes vandprgven fra hel sgjlen digekte op i be-
holderen. Ved brug af fytoplanktonslange S indholG@ekte i behol-
deren (se TA M01 Prgvetagning i felten

Blandingsprgven skal fremstillesgf
plankton, klorofyl og primaerpro.g' .

3
udtages @ver til bl.a. fyto-

Til en kvalitativ bestemmel oplankt @rne i vandsgjlen indsamles

fytoplankton ved et eller fl anktontr & det sikres, at den puljede

fytoplanktonprgve giv%repraesen ivt udvalg af hele vandsgjlens fyto-
ningen es ved at senke fytoplanktonnet-

planktonsamfund. P
tet ned til nede tagnin € og derefter traekke det stille og ro-
ligt lodret opad tﬂmme@ hvert fytoplanktontraek.

2.3.@6erverin evaring af fytoplanktonprgver

Fra bla gsprgven (o¥fevt. prgve fra klorofylmaksimum) skal der umid-
delbart efter prr@gningen udtages prgver til undersggelse af fytoplank-
ton samt anr@ er som beskrevet i TA MO1 Prgvetagning i felten.

e Konserveringsmidlet (se nedenfor) doseres til prgveflasken med fx di-
spenser efter (blandings)prgven hzeldes i flasken

o skrueldg paseettes og flasken vendes forsigtigt flere gange, sa fikse-
ringsmidlet fordeles homogent i blandingsprgven, da der ellers er stor
risiko for, at fytoplanktoncellerne bliver darligt fikserede og holdbar-
heden dermed forringes

e transport og opbevaring af konserverede prgver skal ske mgrkt og
kaligt, dvs. ikke over 18 °C.
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2.3.2.1 Konservering af prgver til omvendt mikroskopi

Blandingsprgven konserveres i en Lugol-blanding (se 6.1) til en slutkoncen-
tration pa ~2 % Lugol (dvs. 2 ml Lugol-blanding pr. 100 ml blandingsprg-
ve).

Brug engangshandsker ved arbejde med Lugol!

De konserverede prgver skal opbevares mgrkt og kgligt (ikke over 18 °C) og
mikroskoperes/analyseres hurtigst muligt og senest 1 ar efter prgvetagnin-
gen (se 2.4.2).

2.3.2.2 Konservering af prgver til epifluorescensmikroskopi
Blandingsprgven konserveres i
e 25 % kold glutaraldehyd til en slutkoncentralgn pa ~1 % glutaralde-
hyd (dvs. 2 ml 25 % glutaraldehyd pr. 50 dingsprgve) ved
brug af dispenser. Glutaraldehyden skal e Wisk, dvs. benyttes in-
den for 1 &r. Abnede flasker skal opbe\@ kolesk

eller
e 5 9% formalin til en slutkoncentratj a ~1,2’% lin (dvs. 16 ml
5 % formalin pr. 50 ml blanding e). For skal veere min-
ivg® sur ved@

dre end 1 &r gammel, da de s re tids opbevaring.
De konserverede prgver skal o es mgr oldt (4 °C) og mikrosko-
peres/analyseres hurtigst i senest e efter prgvetagning (se
2.4.3). \‘s

2.3.2.3 Konserverin@tpmver

Netpragverne korgs ved tilsaﬁ(@af Lugol-blanding (se 6.1), indtil
il ca. 1 ml Lugol-blanding/100 ml prg-

prgven er lys co rvet sva@

ve. Den kons e prgv res mgrkt og kgligt (ikke over 18 °C).
De ko
mikrgsko
gen (

2.4 Labora%eprocedure

Laboratorieundersggelserne af fytoplankton foregar ved mikroskopering pa
tre niveauer:

rgver pbevares mgrkt og koldt (ikke over 18 °C) og
urtigst muligt og senest 1 ar efter prgvetagnin-

en kvalitativ artsbestemmelse af 'netprgven’

en opteelling af celleantal og opmaling af celler til beregning af biovo-
lumen og kulstofbiomasse (Lugol-konserverede prgver)

e en optalling af autotrofe og heterotrofe nanoflagellater (formalin eller
glutaraldehydkonserverede prgver).

En vurdering af fytoplanktonprgvens egnethed, artsbestemmelse, optaelling
og opmaling kraever betydelig erfaring og skal derfor altid udfgres af en fy-
toplanktonspecialist.

M09 Fytoplankton Versionsnummer: 1



2.4.1 Artsbestemmelse i 'netprgven’

e En drabe af den Lugol-konserverede ‘netprgve’ overfgres til objekt-
gals og et daeksglas monteres.

¢ Den sedimenterede 'netprgve’ gennemses under retvendt lysmikro-
skop, og der opskrives en artsliste over det fytoplankton, der iagtta-
ges i prgven bestemt til neermeste taxonomiske niveau (fx art, slaegt,
familie osv.). P& denne made fas en oversigt over det fytoplankton,
der forventes at blive optalt i blandingspragverne.

Til artsbestemmelsen bruges nyere bestemmelseslitteratur (se 6.2). Be-
meerk i denne forbindelse, at det ikke altid er muligt p& grundlag af lysmik-
roskopi at foretage en sikker artsbestemmelse. Derfor skal navngivningen
altid iagttages med stor omhu.

Alle godkendte taksonomiske navne fremgar af Q&DE-Iiste 1067*.

Er det kun muligt at bestemme en art til orde Ives artg® under ordens-
navnet eventuelt med note i bemaarknin et mest @ynlige
sleegts-/artsnavn, hvis det er muligt. .

En raekke thecate dinoflagellater Qartsbest%\\s pd baggrund af
deres plademgnster, hvilket er va igt i LugogkowServerede prgver, hvis

ikke de farves med Calcofloyr g §nhdersgge pifluorescensmikroskopi
(Lawrence & Triemer 1985% .3 0g 6.1!.

I afsnit 6.3 findes retni®gslinjer for b@mmelse af almindeligt forekom-

mende vanskelige a@
) x

For nogle arter r) med
arter er deg n igt at
fatter en rupp

riation i cellestgrrelse samt ubestemte
stgrrelsesgrupper som vist i tabel 1. Om-
ubestemte arter, angives kun slaegtsnavnet.

Fin deNi forbindel gennemgang af prgven nye arter, familier etc.,
eller a des en (ny)aavngivning, som ikke optreeder pa STANCODE-liste
1067%, skal der s henvendelse om ny STANDAT-kode til STANDAT-
sekretariatet E (se 3.3)

STANDAT- STANDAT- STANDAT- Tabel 1. Stor-
Stgrrelse ) Stgrrelse ) Stgrrelse .
(um) kodeliste (um) kodeliste (urm) kodeliste  relsesgrupper
nr. 144 nr. 144 nr. 144 der Ska/ anven-
<5 (2-5) 1 40-50 7 150-200 13 des for arter
5-10 2 50-60 8 200-300 14 med stor varia-
10-15 3 50-75 9 300-400 15 tion i cellestor-
15-20 4 75-100 10 400-500 16 relse
20-30 5 100-125 11 > 500 17
30-40 6 125-150 12

lSTANDAT-kodeliste nr. 135 anvendes, indtil STANCODE-liste 1067 er frigivet.
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2.4.2 Artsbestemmelse af celler, optzelling og opmaling

Fytoplanktoncellerne artsbestemmes, tzelles og opmales i et omvendt mi-
kroskop (Uterméhl-metoden; Utermdhl 1958) og bestar af fglgende trin:

1. Sedimentation af prgver i sedimentationskammer
2. Artsbestemmelse og opteelling af fytoplanktonceller
3. Opmaling af fytoplanktondimensioner

2.4.2.1 Sedimentation af prgver i sedimentationskammer
e Blandingsprgven tempereres, til den har samme temperatur som det
lokale, hvor prgven skal mikroskoperes. Derved undgas, at der dan-
nes luftbobler i prgven, mens den henstar til sedimentation.
e Blandingsprgven vendes mindst 50 gange med en vis forsigtighed
(ma ikke rystes), sa fytoplanktoncellerne for®€les jaevnt i vandet
uden at gdelsegges.

e En del af blandingspraven ‘pafyldes’ et entationskammer med
et volumen, der er tilstraekkeligt stort mindst 2R0 celler kan op-
taelles i hele kammeret (se 2.4.2.2 Q

e Sedimentationskammeret stilles vibratipn dret flade
(brug evt. vaterpas), sa der sikr jaevn sel§ ation af fyto-
plankton til bundpladen a [ ations % et. Sedimentatio-
nen skal foregd ved kons temperﬁ‘ uden pavirkning af
sollys. Den minimalege ntationsti nger af kammerstgrrel-
sen (tabel 2).

e Sedimentationskam fjernes tigt samtidig med, at et speci-

aldaekglas leeggeover den segimgenterede prgve, uden at der fanges

luftbobler! g!
e Telleplad mses @ er under omvendt lysmikroskop (se

neeste afgr¥i
o Teellj vaere senest 1 uge efter sedimentationen er
afsl%
Tawel 2. Den rfigiydle sedimentationstid for de mest almindelige
merstgrrelse
Kamm umen Kammerhgjde Sedimentation
o~ (cm) (timer)
0 2 24
25 5 24
50 10 48
100 20 48

Hints:

Er blandingsprgven for kraftigt farvet med Lugol, kan farven (jodet) reduce-
res ved tilseetning af sma maengder af natriumthiosulfat for sedimentatio-
nen startes.

Efter brug skal sedimentationskammeret (specielt bundpladen) renses
grundigt med varmt vand for at undgad forurening af de efterfglgende prg-
ver. Brug evt. iblgdsaetning i blid detergent (uden slibemidler). Vaer op-
maerksom pa ikke at ridse sedimentationskammeret ved renggringen. Und-
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ga udtgrring, da fytoplanktoncellerne ellers kan vaere meget vanskelige at
fierne. Glaspladen i bundpladen, som planktonet sedimenterer pa, bgr ikke
genanvendes, medmindre det ved hjzelp af mikroskopi kontrolles, at pladen
er helt ren og ikke indeholder rester fra tidligere sedimentation.

2.4.2.2 Artsbestemmelse og opteelling af fytoplanktonceller

Teellingen af fytoplanktoncellerne skal gennemfgres pa en sadan made, at

det samlede biovolumen og den samlede biomasse af fytoplankton i blan-

dingsprgven kan beregnes. Cellerne skal derfor bestemmes til naermeste ta-
xonomiske niveau og teelles samtidig med, at de opmales, som det er be-

skrevet i afsnit 2.4.2.3.

Fytoplanktoncellerne skal derfor ligge 'nogenlunde’ jaevnt og ensartet fordelt

pa hele sedimentationskammerets bund uden at |i for teet - en afggrelse
som i hgj grad beror pa erfaring med metoden. E r pa teellestrategier
er vist i Olrik (1991).

Optaellingen af fytoplankton fortages unde dt Iysn@kopi. Hvilke
forstgrrelser (objektiv og okular), der s uges ve d koperingen,
afhanger af cellestgrrelserne. Det a protokol eellingen, hvilket
okular og objektiv der er brugt. g ékombm anbefales:

@h_oplankton (3-20 pm)

objektiv 40 3x 32x

25x
okular 10- 0-16 10-1 10-12,5 10-12,5
o)
rme

ste taxonomiske niveau (fx art,

r k;zmnes at forekomme hyppigst?, i hele di-
angen, efter et forudbestemt mgnster, saledes
at organlsn‘% zlles én gang, nar flere baner tzelles (f/g 1A).

o llingen af r af de enkelte taksonomiske enheder ma tidligst
indstilles, @der inden for hvert niveau er optalt > 50 individer i et
helt angel onaler. Med andre ord, optaellingen ma ikke afbrydes
‘midt i ane’, da individantallet pr. mm? af bundpladen skal kunne
beregnes for at kunne relatere antallet til et volumen (se 3.2.1).

e Opteelles ’kun’ 50 individer, resulterer det i en teelleusikkerhed pa ca.
28 % (dvs. 50 + 14), og derfor anbefales det at teelle 's& mange indi-
vider som muligt’, for derved at reducere usikkerheden (se 3.1).

e Under optallingen ‘konsulteres’ artslisten, evt. nye arter tilfgjes, lige-
som ukendte arter grupperes efter stgrrelse.

)
_S
mm
o
ﬁ

Herefter tzelles de resterende arter over hele bundpladen efter et forudbe-
stemt mgnster, sdledes at én organisme kun teelles én gang.

!Som tommelfingerregel regnes de mest almindelige arter, som de arter der tilsammen
skgnnes at udggre 90 % af den samlede fytoplanktonbiomasse.
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For eksempel teelles alle organismer for hver af de resterende taksonomiske
enheder pa bundpladens fgrste bane/korde, herefter fortsaettes optaellingen
i anden bane, herefter fglger tredje bane og sa videre, indtil alle banerne,
dvs. hele bundpladen er gennemset og individerne optalt (Fig. 1B).

Ogs& denne opteelling af en taksonomisk enhed kan afbrydes, hvis der, efter
at halvdelen af bundpladen er gennemset, er optalt = 50 organismer af
denne taksonomiske enhed. Bemeaerk, at det altid er enten en hel eller en
halv bundplade, der skal gennemses, nar "de resterende arter” teelles, da
det ellers ikke er muligt at relatere antallet til et volumen (se 3.2.1).

Artslisten bygger primaert pa netprgven og kan derfor omfatte arter, der ikke
bliver set ved tzellingen, fordi disse arter ikke optraeder saerligt hyppigt i
blandingsprgven. Disse arter skal ogsa indberettes d i feltet ‘antal talte’ at
angive et '‘blanktegn’ (se datateknisk anV|sn|ng)

Det vil ofte forekomme, at nogle store art erat p., Coscino-
discus spp. og Noctiluca ssp., der har s t dn|n assen, ikke
findes i et antal, der muligggr, at der xelles ider over hele

bundpladen (dvs. alle banerne) eI stort pr Iumen Disse orga-
nismer skal alligevel optaelles og sa b|o kan beregnes, selv-

om det medfgrer en stgrre Ea@‘u pa be elsen end 28 % (se 3.1).

\) __________ >
(o) ,

Figur 1. Teellemgnster ved optaelling af fytoplanktonceller. (A) Hyppigt fo-
rekommende arter taelles p§ hele diagonale baner og opteellingen af hver
enkelt af de taksonomiske enheder m4 tidligst indstilles, ndr der inden for
hver enhed er optalt = 50 individer og et helt antal diagonaler. I det viste
eksempel er der talt > 50 individer, efter at 5 diagonaler er gennemset og
opteellingen indstilles. (B) Mindre hyppigt forekommende arter taelles p8
tveers af bundpladens baner for hver af de taksonomiske enheder, enten til
hele bundpladen er gennemset eller halvdelen, hvis der p§ dette tidspunkt i
optzellingen er optalt > 50 individer inden for hver enhed. Bemeerk at bred-
den af banerne afhaenger af forstgrrelsen.
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Opteelling og opmaling af keededannende arter

Hos arter, der danner kaeder, tzelles de enkelte celler (fx alle keededannende
diatomeer). En undtagelse er tr&dformede cyanobakterier (blagrgnalger),
som ikke er tydeligt celleopdelt (fx Nodularia). Disse teelles som trade af va-
rierende laengde. Ved indberetning angives antal 100 pm-fragmenter talt og
biovolumen pr. 100 pm-fragmenter.

Opteelling og opmaling af kolonidannende arter
For arter, der danner kolonier, tzelles s3 vidt muligt de enkelte celler, men
hvis dette ikke lader sig ggre, veelges forskellige strategier afhaengig af
morfologi. Strategier kan veaere:

e Enkeltceller tzelles (fx Dinobryon, Uroglena)

e Kolonierne deles op i mindre enheder, som vurderes at indeholde

identiske celleantal. Antallet af celler i enhe aelles 0g ganges med
antallet af enheder (fx arter af M/crocyst/s) r stor variation i ko-
lonistgrrelsen, |nddeles de i stgrrelsesgr er indberettes stgrste
linezere dimension pa kolonierne, antal eIIer |ovolumen pr.

celle
e Kolonierne tzelles som hele koloni 0 mvqu regnes som en
kugle eller en kugleskal (fx Ap Q ece, haer/a) Er der
m

stor variation i kolonistgrrels deles d relsesgrupper. Bio-
volumen beregnes ved at%@ Ion|v ed en faktor. Der
indberettes kolonistggre tal taIte er og biovolumen pr. ko-
loni.

e Kolonier med kendt I (coen af fx Scenedesmus) eller del-

rismopedia) taelles som hele koloni-
ed antal celler pr. enhed. Der
alte kolonier/delkolonier, antal cel-
. celle.

kolonier med keme etal (fx
er/delkolonier allet g
indberettes c@%tgrrelse
ler pr. enh biovolu
AN ¥f fyto tohdimensioner

o . O,.
Oplank regnes pa basis af malinger af cellernes geo-
ension

Biovol
metl i tr

For alle alminde%orekommende arter males dimensionerne pa mindst 10
individer, og t individ beregnes et biovolumen (se 3.2.2). Det kan
veere vanske® t fastsla, hvornar en art er almindeligt forekommende.
Som tommelfingerregel regnes de mest almindelige arter, som de arter der
tilsammen udggr 90 % af den samlede fytoplanktonbiomasse. For arter, der
kun forekommer med meget fa celler i den talte prgve, kan der til beregning
af biovolumen anvendes dimensioner fra tidligere registreringer af arten. I
STANCODE-liste nr. 1067 er der for hver art angivet, hvilken formel, der
skal bruges, og dermed hvilke dimensioner, der skal méles. For ubestemte
arter vaelges den geometriske form, der anses for teettest pd den sande
form (se 6.4).

!STANDAT-kodeliste nr. 135 anvendes, indtil STANCODE-liste 1067 er frigivet.
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Bemeerk, at

for flere arter af Ceratium er der etableret formler til beregning af vo-
lumen ud fra tveerfurens bredde

for keede- og kolonidannende individer varierer det, hvorledes biovo-
lumen skal udregnes og dermed ogsd hvilke dimensioner, der skal
males (se beskrivelsen i afsnit 2.4.2.2).

2.4.3 Optzelling og bestemmelse af autotrofe og heterotrofe na-
noflagellater

Denne procedure gennemfgres ved brug af epifluorescensmikroskopi.

ganism: % yergdt til
Ordgwnismerne &
s mindst 5

Der udtages 5-10 ml af den formalin- eller qutaraIdehyd konser-
verede blandingsprgve.
Prgven farves med tilseetning af

o 8 draber DAPI-oplgsning (se 6.1) I blandingsprave
eller
o 5 Ml Acridin Orange-oplgsnin z lengspr;ave
Efter 5 minutters farvereaktion filgfe rovel n t0,2 um
sortfarvet polycarbonatfilter un ttet af e filter (fx 0,65
HMm celluloseacetatfilter). Yalgu kket m@ overstige 30 cm
Hg. %
Filteret tages af holdgre Q ehs vaku ig er pa, og monteres pa
objektglas ved brug @# @ffluoresc immersionsolie.

ﬁ 2res med

Nanoplankton mikrosSkor af 100 x immersionsobjektiv
0g 12,5 x okulawr den an dte immersionsolie skal vaere iden-

tisk med den brugt v ntering af praeparatet. Der anven-
des flg. | &ngig % metode:
ede blanfligfasprover: UV- Iys (355-425 nm)
Q

range W gsprejvet blat lys (455-500 nm)
& iokroskopi autofluorescerer autotrofe or-

normalt i diagonaler. For dominerende grupper
divider. Kan der identificeres dominerende gen-
kendellg onomlske grupper (fx cryptophyceer), skal disse teelles
separ igst ma organismerne dog henfgres til uidentificeret
nanopa@on Disse teaelles som henholdsvis autotrofe og heterotrofe
opdelt i de vedtagne stgrrelsesgrupper.

Inden teelling kan praeparatet opbevares op til 1 dggn i kgleskab eller
op til 14 dage i fryser.

Prgverne bgr taelles hurtigst muligt efter prgvetagning (< 14 dage).

2.5 Vedligehold af instrumenter

Udover almindeligt vedligehold er der ingen instrumenter, der kraever saerlig
opmaerksomhed i denne TA (se ogsa TA M0O1 Provetagning i felten).
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2.6 Saerlige forholdsregler - faldgruber

De indsamlede prgver skal opbevares mgrkt og koldt (ikke over 18 °C) i
glasbeholdere indtil oparbejdningen. For Lugol-fikserede prgver kan hold-
barheden vaere begraenset, og det skal derfor jeevnligt kontrolleres, om der
er behov for efterfiksering, hvis prgverne opbevares mere end 2 mdr. Prg-
ver ldre en 1 ar er stort ser ubrugelige, da der Igbende forgar nedbryd-
ning af fytoplankton i prgaven (HELCOM Combine 2014).

M09 Fytoplankton Versionsnummer: 1



13

3 Databehandling

3.1 Taellestatistik

Fytoplanktonceller ligger ‘'nogenlunde’ jeevnt/tilfaeldigt fordelt over hele se-
dimentationskammerets bund, nar sedimentationen er udfgrt korrekt (se
2.4.2). Cellerne er derfor Poisson-fordelt, og der kan beregnes gvre og nedre
sikkerhedsgraenser pa det optalte antal celler, som er asymmetriske for lave
vaerdier af N. Ved et 95 %-konfidensinterval® beregnes disse graenser i ab-
solutte tal som

nph=N+2,42+1,96,/N+1,5

n=N+1,42-1,96,/N+0,5

hvor N er antallet af talte celler og n, og n, er hg&og nedre graense
D

for teellingen (Javornicky 1958; Lund et al. 195 vil sige, at ved et
95 %-konfidensinterval ligger antallet af celle® rvallet

N-n, < <

For at udregne hvor mange individgrndeJdskal tael ver art/slaegt for at
opna en given omtrentlig/tilnaer metrl ifkerhed inden for et

95 %-konfidensinterval, an e Igende Q
erhed (%)=

hvor N er antal tgl |der (t“ab%I figur 2). Hvis taelleenheden er tréde
eller kolonier, er aIIet af t ler kolonier.

Tabel 3.

d udvalgte optaellinger af fytoplankton.
estemt ved usikkerhed

Q fordeling tilnaermet symetriskt
opt absolut relative absolutte relative
fytoplankton u@?eds- usi.kkerheds— us_ikkerheds- usi_kkerheds-
celler al interval interval interval
N % Nk n Nk
4 1 - 11 -68% - 175% 0O - 8 +100%
10 5 - 19 -49% - 91% 4 - 16 +63%
25 17 - 38 -34% - 50% 15 - 35 +40%
50 37 - 66 -25% - 33% 36 - 64 +28%
75 50 - 95 -21% - 26% 50 - 95 +23%
100 82 - 122 -18% - 22% 80 - 120 +20%

: Sandsynligheden for at der ved 95 ud af 100 optzellinger opnds et teelletal, der ligger i det
beregnede interval.
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Figur 2. Qvre (@3 ' edre (rodfu erhedsgreense beregnet ved 95 %-

konfidensinterva % af fytoplankton celler (fuld optrukket
linje) og ved UM usikkerhedsgraense (stiplet linje). A og
C viser de , hvor C svarer til det gr§ udsnit af A. B og
D viser . hvor D svarer til det grd udsnit af B.

3.2 Beregné@

3.2.1 Fytopl tonceller pr. liter

Antal fytoplankton pr. liter (Ny) beregnes ud fra antallet af optalte fyto-
planktonceller eller kolonier

N - Stor
Ny = -1000
TS,V

hvor N er antal talte individer, S, er arealet af sedimentationskammerets
bund (mm?), S, er det samlede areal (mm?) af de 'baner’, hvor N individer
er optalt (se 2.4.2.2), og V er sedimentationskammerets volumen (ml).
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3.2.2 Biovolumen af fytoplankton

Biovolumenet beregnes i um? pa basis af de malte dimensioner (se 2.4.2)
og de i STANCODE-liste nr. 1067 angivne formler eller for ubestemte arters
vedkommende ved at veelge den geometriske form, der anses for taettest
pa den sande form evt. ved at sammensaette flere former (se 6.4).

For Ceratium-arterne skal tvaerfuremalet ganges med en faktor, som varierer
fra art til art, for at beregne biovolumenet. Faktoren fremgar af STANCODE-
liste nr. 1067, For de arter, hvor der ikke findes volumenformler baseret pa
tvaerfurebredden alene, beregnes volumen som summen af volumener, som
angivet i kodelisten.

Biovolumen udtrykkes (nar det er muligt) som et gennemsnit af biovolume-
nerne (£ standardafvigelse og standardfejl; eng. st¥dard error(SE)) af

mindst 10 fytoplanktonceller. SE beregnes for 95 fidensinterval som
s
= Q
hvor s er standardafvigelsen, n er anta f obs og t er Student’s
t-veerdi, der afthaenger af n (brugdx ga slag i T INV.2T(0,05; n-1)
til at finde t-vaerdien) - for n = 1 2,26 =oert=1,96.

3.2.3 Kulstofblomasx individ pr. Ilter beregnes
Kulstofbiomassen ( lle fyto@morgamsmerne kan estimeres ud
pe

fra pIasmavqu ved e multiplikation med en kulstoffaktor
(c), dvs. @

&5 gL e
c va@nellem 0, 13 afhaengig af art (se kulstoffaktor i STAN-

CODE- 10671

Kulstofbiom gives i pg (dvs. 10*2g) C ym™ (biovolumen) og pg C li-
ter,

Bortset fra diatoméer, svarer plasmavolumenet hos alle fytoplanktonorga-
nismer med god tilneermelse til biovolumenet.

Diatoméer har en forholdsvis stor vakuole, hvor det er estimeret, at kun ca.
10 % af vakuolevolumenet repraesenterer vakuolens kulstofbiomasse, hvis
vakuolevolumenet skal omregnes til kulstofbiomasse med samme kulstof-
faktor, som anvendes for plasmavolumenet. Med god tilnaermelse kan

! STANDAT-kodeliste nr. 135 anvendes, indtil STANCODE-liste 1067 er frigivet.
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plasmavolumenet for diatoméer beregnes (modificeret efter Strathmann
1967):

Plasmavolumen = biovolumen - (0,9 e vakuolevolumen)

En diatome, som vist pa fig. 3 med en vakuole omgivet af plasma af en tyk-
kelse p& d, har derfor plasmavolumenet gn[abc—0,9(a—d)(b—d)(c—d)].

Figur 3. Nodvendige nger af dimensioner
for en diatomé (av@ | venstre) med form som

en elipsoide, der, ennemf for biovolu-
men kan bereg@e

\O

3.3 Data og koder

Parametre, der skal mdber A, fr B/Iag 6.5, og en udfgrlig
beskrivelse af dataoverfgrs yttede kvalitetssikring er
beskrevet i dataTA DT Fy ankton og V4 p/ankton

Safremt der i pr ve@wdes nyeedr am|I|er etc., eller anvendes en (ny)
navngivning, so remgar NCODE-liste 10671 skal der rettes

henvendelse g AND til
STAND T‘e atet
O™ t

DCE Cent |JQ5 og Energi
Aarh ersitet
Vejlsagv

25
8600 Silkebor @
Anmodningen Lgl indeholde fglgende oplysninger, idet nomenklaturen skal
fglge www.algaebase.org

e latinske navne (slaegt, art)

- er der tale om en artsgruppe, angives hvilke arter gruppen omfatter
- eventuelt dansk navn

author(er)

bestemmelsesvaerk

klasse

geometrisk formel

ernaringsbiologi (autotrof, heterotrof, mixotrof)

1 STANDAT-kodeliste nr. 135 anvendes, indtil STANCODE-liste 1067 er frigivet.
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Efter tildeling af STANDAT-kodenummer, kan arten oprettes i STOQ ved
henvendelse til Danmarks Miljgportal.

Enkelte specielle artsangivelser, som fx Chaetoceros sp. A, er tilladte, hvis
disse er inkluderet i STANCODE-liste 1067*. I Bilag 6.2 findes retningslinjer
for bestemmelse af almindeligt forekommende vanskelige arter.

Da artslisten bygger pa savel teelleprgver som netprgver, kan den omfatte
arter, der ikke bliver kvantificeret ved tzellingen. Disse arter skal indberet-
tes. I feltet antal talte angives ‘blanktegn’.

! STANDAT-kodeliste nr. 135 anvendes, indtil STANCODE-liste 1067 er frigivet.
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4 Kvalitetssikring

Kvaliteten af fytoplanktonundersggelserne sikres ved:

at metodeforskrifter overholdes

kontrol af primaerdata

vurdering af validiteten af beregnede resultater
deltagelse i workshop og interkalibrering.

Metodeforskrifterne (i.e. denne TA) overholdes bedst, hvis der udarbejdes
en oversigt for, hvordan prgver skal indsamles og behandles i felten, idet
vandprgver (til andre analyser) oftest indsamles samtidig med fytoplakton-
prgverne (se TA M01 Prgvetagning i felten).

Der bgr fra arets start udarbejdes en oversigt ovdr etagningsdatoer,
prgvetyper og maerkning af prgver. Ved brug sulenter skal det sikres,
at konsulenten far den ngdvendige informajj %skrivel f hvornar og
hvordan prgver og resultater udveksles, i kan veere
en fordel lokalt at udarbejde en fglges il prstorn or de oplysnin-
ger, der skal indberettes, fremgar. D% l.a. op om prgvetager,
dybde, tidspunkt, udstyr.

dybder er i overensstemm C agning, der er foretaget

Kontrol af primaerdata omfa @ sikring E sdatoer 0g prgvetagnings-

samtidig. Det skal 0gsg on eres, om c&¥®antal og opmalte dimensioner
ligger inden for et re :! Kk saedvanl@lveau i forhold til tidligere resulta-

ter.

De bereqned er - b|ovolumen og kulstofindhold - skal
ogsa vaI|d old t|I re observationer.

Kontrol |maer beregnede data udfgres nemmest og bedst ved
brugf co puterpro mer, som automatisk kontrollerer data i forhold til

graens rdier. Dette RValitetstjek skal foretages hver gang, der er lagt nye
data ind for et @ sa fejl opdages sa hurtigt som muligt.

Deltagelse i v@shop og interkalibrering med jeevne mellemrum skal sikre,
at den ngdvendige ekspertise opretholdes, og eventuelle taksonomiske eller
metodiske andringer bibringes eksperterne og implementeres i prgvetag-
ningsprogrammet.
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6 Bilag
6.1 Kemikalier

6.1.1 Lugol-oplgsning

200 ml destilleret vand

20 g kaliumiodid (KI)

10 g resublimeret iod (I,)

20 ml konc. eddikesyre (CH3COOH)

Blandes i den beskrevne raekkefglge. Vaer sikker pa, at det forrige kemikalie
er oplgst, fgr det naeste tilsaettes. Opbevares i glasflaske med teetsluttende

1&g (se ogsa Willén 1962). \

6.1.2 Calcofluor @Q
RNr.

e Oplgs 10-100 pg Calcofluor White ml destilf&et®vand

e Undg3 udfzeldninger af Calcoflu parater -ﬂ t'neutralisere
(pH = 7) Lugol-konserverede fagr tils Qg~af Calcofluor.
e Praeparatet undersgges i uoneScensmi p med UV-lys (355-
425 nm), hvor cellulose yi orescere Vi
Calcofluor produceres bl.a. a somf cent brightener 28" med

reference til Calcofluor%hi' R.
Oplgsningen karbhol@g i 7-14 @ed stuetemperatur), inden den bli-

ver uklar.

Hint: I pra it godt r% ved at placere en drabe prgve pa et ob-
jektgla % dgn me kglas, og derefter tilsaettes en drabe Cal-
cofluor- ng til d side af daekglasser og en drabe NaOH (af tilpas
konc@&gtrajion til neu%ering) til den anden side.

<

6.1.3 DAPI-%Acridin Orange-oplgsninger
DAPI-oplgsning
e 10 ug per 1 ml demineraliseret vand
filtreres efter oplgsning gennem 0,2 pm filter. Opbevares i kgleskab.

Acridin Orange-oplgsning
e 80 mg Acridin Orange
e 50 ml 30 % formalin
e 450 ml demineraliseret vand
blandes og filtreres gennem 0,2 um filter. Opbevares i kgleskab
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6.3 Oversigt over vanskeligt bestemmelige arter

Et artsnavn skal kun noteres, hvis identifikationen er sikker. Kan en art ikke
identificeres, men med stor sandsynlighed relateres til en specifik taxa, in-
dikeres dette ved betegnelsen ‘cf.’

Mange arter/sleegter kan ikke bestemmmes med sikkerhed uden naermere
undersggelser (skalpraeparater, calcofluorpraeparat, elektronmikroskopi). I
disse tilfeelde angives arterne som fx centriske kiselalger (diatomeer) eller
dinoflagellater spp. og opdelt i st@grrelsesgrupper (se table 1 afsnit 2.4.1).
Da nogle arter ligner hinanden sa meget, at de ikke kan skelnes med de an-
vendte standardmetoder, er der oprettet en raekke artsgrupper.

Artsbestemmelsen ma da kun ske til dette gruppenjveau, medmindre der er
udfgrt specialundersggelser (dette skal i givet fald gres ved indberetning
af data). De pabudte artsgrupper er angivet i ST, -liste 1067* ved en
liste over de til gruppen tilhgrende arter adski n /eller samlet under

en gruppebetegnelse (fx delicatissima-grup rippsiel ruppen).
Relativ sikker KYM @ ¢
n kan
bestemmelse
mes

kning

DIATOMEER

Chaetoceros @
brevis 6 Q
constrictus +
danicus \
diadema @ @

. — O
socialis/radians

Coscinodiscus C@

Skeleto en‘é
costat +
subdgls 6 +

Thallasiosira

nar individerne har sporer
mange arter kreever skalpree-

Q parater

det kan veere vanskeligt at
adskille de 2 arter

andre arter kraever skalprae-

parater
anguste-lin +
. kan forveksles med T.
nordenskoldii
angulata
Navicula alle arter kreever skalpreaepara-
ter

Pseudo-nitzschia

seriata-gruppen

(pungens/seriata) + (>3 um) de 2 grupper adskilles pd cel-
delicatissima- lebredden
gruppen + (<3 um)
Thalassionema + forvekslingsmuligheder i brak-

nitzschioides

vand med Diatoma elongatum
og D. vulgaris

! STANDAT-kodeliste nr. 135 anvendes, indtil STANCODE-liste 1067 er frigivet.
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.. Kun typiske
Relativ sikker indiviZIZr kan Bemeaerkning
bestemmelse
bestemmes

DINOFLAGELLATER
Ceratium

macroceros + veer opma?rksom pa lighed

med C. tricroceros
Diplopsis-gruppen kan ikke artsbestemmes uden
detaljerede studier

Heterocapsa
rotundatu/ + kan ikke skelnes pa artsniveau
Heterocapsa som gruppe uden calcofluorfarvning
minima
Scrippsiella

trochoidea +

faeroense +
Scrippsiella- andre arter
gruppen
Thecate dinofla- bPuges kun, hvis
gellater o sikkert, at arten

Athecate dinofla-
gellater

be

nelsen bruges kun, hvis
t er 100 % sikkert, at arten
er athecat - eller angives de
som dinoflagellater

Dinoflagellater spp., dv, la-
gellater, der ikke kan
til sleegt og hvor t

identificeres me

W
2

mmes

til denne gruppe anvendes
samme kulstoffaktor som for
athecate dinoflagellater

imes X
¥
O 2
%

9
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6.4 Geometriske formler

Cylinder m. cirkulzert tvaersnit:

Volumen V = n/4 xd2 x| ,
Overflade O = 1 x d (d/2+) -

Skrueformer (cylinder m. cirkelformet omkreds):
VolumenV =m/4 xd2xnxaxn

Overflade O=nx d(d/2+nxa)xn,

n = antal skruer i trad

Yy
\_J

Cylinder m. elliptisk tvaersnit:
VolumenV =mn/4 xaxbxl
Overflade O=nxaxbx(a/2xb/2 +1)

Kasse:
VolumenV=axbxc
Qverflade O = 2(ab + ac + bc)

Kugle:
Volumen V = /6 x d3
Overflade O =t x d2

N

Kuglegha le): }-
Volumc;\tb 3.-ds) @ %a}
Rotationselli ed cirkulsert tvaersnit: /f
VolumenV = d? ]
Overflagen = x | x d -

s :

Rotationsellipsoide med elliptisk tvarsnit:
VolumenV =n/6xIxaxb
Overflade O = x | x 2(a x b)

Kegle:
VolumenV = /12 x | x d2 “
Qverflade O =nx d/2 x (d/2 + s)

Keglestub:
VolumenV =n/12x 1 x (D2 +d2 + (D x d)) o
Overflade O =t x (D2/4 + d2/4 + s x (D/2 + d/2)) |

M09 Fytoplankton

Versionsnummer: 1



28

6.5 Parametre og koder
Checkliste over parametre, der skal indberettes til ODA.

STANDAT Bemaerkning Kodeliste
Gruppe 1 Stationsoplysninger:
Standard nggleparametre | Se STANDAT-vejledninger
Gruppe 2 Planktonprgveoplysninger:
Emne fyto eller zoo
Laboratorium STD00032
Prgvebearbejder person (teelleren) tekst
Interkalibrering seneste dato, hvor tzlleren har deltaget i dato
interkalibrering
KS-mgde KS-mgder, som talleren handeltaget i tekst
Oparbejdet-start datoer for start af laboratori ejde dato
Valideret af initialer tekst
Udtagningsudstyr vandhenter, slange STD00024
Prgvetype 04 for blandingsprgve, r blandi - STD00034
prgve over sprin
Dybde 1 gennemsnitsdy n§meter (so nd- | tal
kemi)
Dybde 2 enkelte dy eter ads lanktegn, | tal
hvis det for vand-
kemi r brugt slange
Konservering kodW I\ ibnserverigdeghifidel STD00145
Metode kage : STD00018
Bemaerkninger fx WS der veeret proBlemer ved prgvetag- | tekst
gen
Gruppe 3 Planki;gnr
Artskodenr. rydenummeret STD00135
Mnemokode-RUR STANDAT-kodelisten STD00135
Latinsk nav tekst
STD00141
llat, koloni, cyste etc STD00140
Jhvis der er talt i stgrrelsesgrupper: kode STD00144
for denne
StwrrelsesintervaI® hvis der ikke er givet en stgrrelsesgruppe, tal
angives her, hvilket stgrrelsesinterval, 'ar-
% ten’ deekker over i prgven; hvis koloni,
men tzelles som enkeltceller, angives inter-
val for kolonistgrrelse
Koefficient Koefficienten, som antal talte skal ganges tal
med for at omregne til antal individer per
liter
Forstgrrelse, objektiv anvendt objektiv tal
Forstagrrelse, okular anvendt okular tal
Sedimentationsvolumen i mi tal
Enhed ml STD00016
Ernaeringsbiologi autotrof etc. STD00138
Talt som kode for enkeltcelle, koloni, filament etc. STD00140
Antal teelleenheder antal af ovenstdende tal
antal malte antal, hvorpa der er malt dimensioner tal
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STANDAT Bemaerkning Kodeliste
malt som kode for enkeltcelle, koloni, filament etc. STD00140
dimension 1 dimension 1 tal
standardafvigelse beregnet standardafvigelse pa malinger af | tal

dimension 1
dimension 2 dimension 2 tal
standardafvigelse beregnet standardafvigelse pa dimension tal

2, eventuelt flere dimensioner efter samme

form
formel kode for volumenformel STD00137
biovolumen det beregnede biovolumen pr. celle/koloni tal

etc. skal veere i overensstemmelse med

ovenfor
enhed kode — SKAL altid angives i STD00016
standard error i % tal
plasmavolumen beregnet plasmavolu n for diatome- | tal

er O\
enhed pm3 STD00016
kulstofberegning kode for faktor thorgegningfra n STD00143
bemaerkning i kammer | tekst

9
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7 Oversigt over versionsaendringer

Version | Dato Emne: Andring:

1 31.01.2015 Farste version.
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